St 31 el ) & g0
Gl ol QU e85
Sloog LSy o all o)y dadlr

Em vue de Pebiteniion cu
Diplome ce PDoctoral:

Présenté par : Mme DAHMANI Chahinez Amira

Intitulé

Contribution a I’étude immunogénétique de la spondylarthrite ankylosante
dans I’Ouest Algérien par I’exploration de polymorphismes nucléotidiques
simples et de variations de nombre de copies

Faculté : Sciences de Ia Nature et de Ia Vie
Département : Génétique Moléculaire Appliquée
Domaine : Sciences de Ia nature et de la vie
Filiére : Biologie
Intitulé de Ia Formation : Génétique moléculaire et cellulaire
Devant le Jury Composé de :
Membres de Jury Grade Qualité Domiciliation
Mme. Saidi-Mehtar Nadhira Professeur Président USTO-MB, Algérie
Mr. Boudjema Abdallah Professeur Encadrant USTO-MB, Algérie
Mme. Zemani-Fodil Faouzia Professeur Co-Encadrant USTO-MB, Algérie
Mme. Saidi-Ouahrani Nadjia Professeur USTO-MB, Algérie
Examinateurs
Mme. Aberkane Meriem Samia Professeur Université d’Oran 1, Algérie
Mr. Benzaoui Ahmed Professeur Invité(e) CHU d’Oran, Algérie
Mme. Petit-Teixeira Elisabeth Professeur Invité(e) Université d’Evry Val

Année Universitaire : 2017-2018



Remerciements

Je tiens a exprimer mes plus vifs remerciements aux personnes qui ont cru en

moi et qui m’ont permis d’arriver au bout de cette these.

Un grand merci au Pr. SAIDI-MEHTAR Nadhira ; qui me fait I’honneur d’accepter
d’étre présidente de ce jury de soutenance, je reste convaincue que votre présence
m’assurera la valorisation de mon travail de thése. Je vous remercie de m’avoir accueilli au
sein du Laboratoire de Génétique Moléculaire et Cellulaire (LGMC-USTO-MB) et je vous

adresse ici, I’expression de mon éternel respect et ma sincere gratitude.

Je remercie tres vivement Pr. SAIDI-OUAHRANI Nadjia ;5 d"avoir accepté avec une
grande amabilit¢ de faire partie de ce jury afin de juger ce travail en tant qu’examinateur.
Je vous remercie pour vos qualités humaines et vos nombreux encouragements. Je vous
adresse toute ma gratitude madame. Soyez assurée de ma profonde reconnaissance et de

ma considération respectueuse.

Mes remerciements les plus sinceéres vont au Pr. ABERKANE Meriem Samia ;
qui me fait ’honneur d’examiner ce travail de these et de I’enrichir avec ses expériences et
compétences scientifiques. Je vous dois un grand respect et une profonde reconnaissance

pour votre générosité et tous vos encouragements durant ces dernicéres années.

Je remercie également Pr. BENZAOUI Ahmed ; de faire partie de ce jury et de
m’avoir fait ’honneur de sa présence a ma soutenance. Vous m’avez fait découvrir votre
discipline « rhumatologie » et vous m’avez permis et facilité de réaliser le recrutement des
patients atteints de la spondylarthrite ankylosante au service de rhumatologie au centre
hospitalo-universitaire d’Oran (CHUO). Veuillez accepter ce travail, en gage de mon grand
respect et ma profonde reconnaissance. Je remercie chaleureusement tous les membres de

votre équipe pour leur grande disponibilité qui m’a facilité cette tache.

Je remercie tout particulierement Pr. PETIT-TEIXEIRA Elisabeth ; pour son
attention de tout instant sur mes travaux durant mes séjours au sein de son laboratoire de

recherche de la polyarthrite rhumatoide, GenHotel EA3886, Université d’Evry Val



d’Essonne, France. Je vous suis reconnaissante pour toutes vos remarques et conseils
avisés et surtout votre écoute et votre confiance qui ont été un élément moteur pour moi.
J’ai pris un grand plaisir a travailler avec vous madame. Je serai honorée par votre présence

a ma soutenance.

Jexprime tous mes remerciements a mon directeur de thése Pr. BOUDJEMA
Abdallah ; qui était un encadreur attentif et disponible, sa rigueur scientifique et sa
clairvoyance m’ont beaucoup apprit durant toutes ces années de thése. Il a cru en mes
capacités et m’a accordé sa confiance en acceptant d’encadrer ce travail de doctorat ; je lui
exprime ici toute ma reconnaissance pour ses encouragements et ses corrections continues
qui m’ont permis de mener a bien cette étude. Travailler avec vous fut pour moi un grand

plaisir.

Je tiens a exprimer mes remerciements les plus sinceres au Pr. ZEMANI-FODIL
Faouzia ; mon co-directeur de these ; pour ses compétences, son incroyable polyvalence, son
dynamisme et pour son ardeur au travail. Je vous remercie de m’avoir encouragé au cours de
ce travail de thése et de votre disponibilité continue. Ma sincére gratitude et un grand respect

vous sont personnellement adressés.

Un Grand merci au Pr. AMROUN Habiba ; qui a accepté chaleureusement de nous
recevoir au laboratoire d’Immunogénétique et de Transplantation au Département
d’Immunologie a Dlinstitut Pasteur d’Algérie a Alger. Je vous suis personnellement
reconnaissante ainsi que vos collégues pour I’aide généreuse que vous nous avez fourni au

sein de ce laboratoire. Je vous adresse ici, I’expression de ma sincére gratitude.

Mes remerciements les plus profonds s’adressent a toute 1’équipe du LGMC-USTO-
MB, ou j’ai rencontré de vrais amis, qui sauront se reconnaitre ; sans eux je n’aurais pu
résister aux moments de doutes. Ils m’ont apporté beaucoup de joie, de soutien et

d’encouragements.

Je remercie finalement les personnes formidables; Dr.Valérie Chaudru, Pr.Javier
Perea, Dr.Anna Niarakis, Maeva, et Vidisha ; que j’ai rencontrées durant mes sé€jours au

laboratoire de GenHotel EA38&6.



Je dédie ce mémoire tout simplement a :

Mes deux PARENTS, qui m’ont transmis [’éducation et l’envie du savoir

Mon seul petit FRERE, qui a toujours adoré me débattre avec sa philosophie

Mon cher EPOUX, qui m’a tendrement soutenu toutes ces longues années

Ma meilleure AMIE, qui a su apaiser mes souffrances et accentuer ma joie

Mes AMIES, qui étaient toutes la pour le meilleur et pour le pire

Ma FAMILLE, qui a partagé toutes mes joies et mes peines

Ma BELLE-FAMILLE, qui m’a généreusement accueillie, encouragée et rassurée

Christine D. qui m’a gentiment aidée, regue et hébergée a Paris

A mon cher pays, 'Algérie



Résumé

La spondylarthrite ankylosante (SA) est un rhumatisme inflammatoire chronique. Plus
d’une vingtaine de locus de susceptibilité a la SA ont ét¢ identifiés a ce jour, mais le HLA-B27

reste le facteur de risque génétique majeur.

L’objectif de ce travail était de rechercher les associations entre des genes-candidats et
la susceptibilité a la SA. Nous avons tout d’abord, vérifié¢ 1’association entre I’antigéne HLA-
B27 et la maladie dans la population de 1’Ouest Algérien. Ensuite, nous avons recherché
’association entre les polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T),
[CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ] 154750316 (G>C), [ACE] rs4340 (I/D) et la SA. Nous
nous sommes ¢galement intéressé a étudier I’impact des variations de nombre de copies (CNVs)

au niveau des genes FCGR34, FCGR3B et CCL3L1 sur la survenue de cette maladie.

La présente étude a été réalisée sur deux échantillons, 83 patients atteints de la SA et
131 contrdles, tous originaire de 1’Ouest Algérien. Le génotypage a été réalisé par la technique
de discrimination allélique en temps réel (TagMan) pour I’exploration des SNPs [CTLA4]
rs3087243, [REL] rs13031237, [CD40] 1s4810485 et [PRKCQ] 1s4750316. Par ailleurs, nous
avons utilisé la technique de la PCR multiplex pour le génotypage du polymorphisme [ACE]
rs4340. Enfin, les marqueurs CNVs ont été explorés par la Droplet Digital PCR (ddPCR).

Nous avons confirmé 1’association entre la spécificité HLA-B27 et la survenue de la SA
dans la population de I’Ouest algérien. De plus, nos résultats suggerent que 1’allele G du
polymorphisme [ CTLA4] rs3087243 semble étre associé a la susceptibilité de développer la SA.
Apres stratification selon 1’age et le sexe, ce polymorphisme a été associ¢ a la SA dans le groupe
de femmes et le groupe de sujets ayant un age > 30 ans. Par ailleurs, notre étude a montré que
les CNVs < 2 copies du géene FCGR3A4 semblent étre associés a la survenue de la SA dans la
population Algérienne. Apres stratification selon 1’age et le sexe, les délétions du géne FCGR3A4

ont été associé a la SA dans le groupe de femmes et celui des sujets ayant plus que 30 ans.

Pour conclure, cette étude suggere que le polymorphisme [CTLA4] 1s3087243 et les
CNVs <2 copies du géne FCGR34 auraient un effet indépendant de I’antigéne HLA-B27 dans
la contribution génétique de la SA dans la population de I’Ouest algérien. Cependant, les CNVs

> 2 copies du gene CCL3L1 auraient plutdt, un effet additif.

En perspectives, il serait nécessaire de confirmer nos résultats sur un échantillon plus

large et d’explorer d’autres polymorphismes de nouveaux geénes candidats.

Mots-clés : Spondylarthrite ankylosante, HLA-B27, SNPs, CNVs, Ouest algérien.



Abstract

Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic inflammatory rheumatism. Until now, more
than twenty susceptibility loci to AS disease have been identified, but HLA-B27 remains the

major genetic risk factor.

The aims of this work were to investigate associations between candidate genes and the
susceptibility to AS. We first checked the association between the HLA-B27 antigen and the
disease in the population of western Algeria. Next, we looked for the association between
polymorphisms [CTLA4] 1s3087243 (A> G), [REL] rs13031237 (G> T), [CD40] rs4810485
(G>T), [PRKCQ] 154750316 (G> C), [ACE] rs4340 (I / D) and the AS risk. We have also
studied the impact of copy number variations (CNVs) on the FCGR3A4, FCGR3B and CCL3L1

genes on the occurrence of this disease.

The present study was performed on two samples, 83 patients with AS and 131 controls,
all from western Algeria. Genotyping for SNPs [CTLA4] rs3087243, [REL] rs13031237,
[CD40] 154810485 and [PRKCQ] rs4750316 was performed by the real-time allelic
discrimination (TagMan). In addition, we used the multiplex PCR technique for genotyping the
[ACE] 154340 polymorphism. Finally, CNVs polymorphisms have been explored by the
Droplet Digital PCR (ddPCR).

We confirmed the association between the HLA-B27 specificity and the onset of AS
disease in the population of western Algeria. Our results suggest that the G allele of the [CTLA4]
polymorphism rs3087243 seems to be associated with the development of AS. After
stratification by age and gender, this polymorphism was associated with AS in the group of
women and the group of subjects> 30 years of age. Our study also shows that CNVs less than

2 copies (<2 copies) of the FCGR3A4 gene appear to be associated with the onset of AS.

In addition, this study suggested that the [CTLA4] rs3087243 polymorphisms and the
CNVs < 2 copies of the FCGR34 gene have an HLA-B27 antigen-independent effect in
susceptibility to AS in the western Algerian population. However, CNVs > 2 copies of the
CCL3L1I gene have an additive effect.

Our results need to be confirmed on a larger sample and other candidate genes

polymorphisms should be explored.

Keywords: Ankylosing spondylitis, HLA-B27, SNPs, CNVs, West Algerian.
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Introduction

Les maladies complexes sont dues a la présence simultanée de nombreuses variations
génétiques affectant des genes différents et ayant chacune un effet modeste. Ainsi, il est
préférable de parler de déterminisme « multigénique », plutot que « polygénique » (Ponder BA.
2001 ; Thomson G. 2001). Les variations génétiques sont le moteur de I’évolution, et la source
de la diversité entre individus. Mais elles sont aussi a 1’origine des prédispositions génétiques
aux maladies complexes (4/mal & Padh 2012).

Les polymorphismes génétiques sont des variations phénotypiques mineures mais qui
peuvent expliquer les différences entre les individus dans la prédisposition génétique a certaines
pathologies. Un polymorphisme génétique est le produit d'un événement de mutation
transmissible d'une génération a l'autre, détectable chez au moins 1% des individus d’une
population (Feuk et al. 2006). Ces variations génétiques peuvent étre présentes sous formes de
séquences répétées en tandem, d’insertions/délétions, de variations du nombre de copies
(CNVs) ou de polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) (Frazer K.A et al. 2009 ; Robert
J. 2010).

L’utilisation fructueuse des marqueurs génétiques de type SNP ou microsatellites pour
I’é¢tude de maladies complexes humaines a incit¢é a rechercher de nouveaux types de
polymorphismes dans le génome humain, ainsi que dans le génome d’espéces modeles tels que
la Souris (Wain et al. 2009). Cependant, les études d'association qui ont exploré les SNPs du
génome entier n'ont expliqué qu'une faible part de la composante génétique de ces maladies
(Freeman J.L et al. 2006). 1l y a quelques années, les techniques fines de biologie moléculaire
ont permis de mettre en évidence la présence de nombreuses variations structurales des
génomes, qui n’avaient pas ¢té suspectées jusqu’alors : les CNVs (Redon et al. 2006). Ces
microremaniements chromosomiques sont devenues des variations génomiques indispensables
a investiguer dans les études de prédispositions aux maladies complexes (4/mal & Padh 2012).

Comme la plus part des maladies complexes, la spondylarthrite ankylosante (SA) est
associée a plusieurs facteurs de risque génétiques dont le facteur majeur est I’antigene HLA-
B27. En effet, la fréquence de la spécificit¢ HLA-B27 chez les malades est tres €levée. Elle est
de 90 % chez les patients spondylarthriques, contre seulement 6 a 8 % dans la population
caucasoide normale. Dans ce cas, le risque relatif de développer la maladie est supérieur a 100
(Toussirot E. & Wendling D. 2006). Cependant, il est admis maintenant que la spécificité HLA-
B27 ne représenterait que 20 a 30 % de la susceptibilité génétique a la SA. Par conséquence,

I’étude de nouveaux genes candidats au développement de la SA est devenue indispensable
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pour la compréhension des mécanismes physiopathologiques de cette maladie
(Chatzikyriakidou A et al. 2011).

L’ approche gene candidat est puissante dans la détection des effets mineurs contribuant
a la prédisposition d’ une maladie complexe. Le choix du gene candidat peut se faire selon son
implication supposée dans les mécanismes pathogéniques (geéne candidat fonctionnel) et, ou
bien en considérant sa localisation dans une région génomique auparavant décrite dans des
¢tudes de liaison ou pan-génomiques.

L’objectif de cette étude était de confirmer en premier lieu, 1’association entre la
spécificité HLA-B27 et le développement de la SA dans la population de I’Ouest Algérien. En
second lieu, nous avons recherché les associations entre la survenue de la SA et les
polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) d’une part : [CTLA4] rs3087243 (4>G), [REL]
rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ] rs4750316 (G>C), et le
polymorphisme insertion/délétion : [ACE] rs4340 (1/D), d’autre part. Nous avons également,
étudié I'impact des CNVs situés au niveau des génes FCGR3A4, FCGR3B et CCL3L]1 sur le
développement de cette maladie.

Par ailleurs, les résultats de ce travail de thése contribueront a 1’estimation de 1’impact
des différentes variations génétiques explorées dans cette étude sur le risque de la survenue de
la SA dans I’Ouest Algérien. Ensuite, I'ensemble des observations et hypothéses sera discuté au
regard des connaissances actuelles, et nos conclusions mettront en évidence les perspectives de

la recherche a envisager a 1’avenir.

3| Page



REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE



Revue Bibliographique

I. Epidémiologie de la spondylarthrite ankylosante (SA)

Les rhumatismes inflammatoires chroniques (RIC) constitueraient le premier motif de
recours aux soins dans plusieurs pays. Prés de 150 pathologies seraient concernées dont la
polyarthrite rhumatoide (PR), la spondylarthrite ankylosante (SA) et le syndrome de
Gougerot-Sjogren, ces maladies toucheraient plus d’une personne sur 2000 (Braun J. 2007).

La SA occupe par sa fréquence le deuxiéme rang des RIC apres la PR. C’est le chef de
file d’un ensemble de maladies qui partagent un terrain génétique commun appelées : les
spondylarthropathies (SpA). Ce lien génétique entre ces pathologies est attesté par 1’existence
de cas de SpA familiaux et par la forte association avec I’antigéne leucocytaire humain-B27

(Human Leucocyte Antigen-B27 ou HLA-B27) (Slobodin G et al. 2012).

I.1. Age de survenue de la spondylarthrite ankylosante :

Cette pathologie semble affecter de fagon préférentielle le jeune adulte. L’age moyen
de survenue de la maladie est de 26 ans, les premiers symptdmes apparaissent dans 80 % des
cas avant 1’age de 30 ans, contre seulement 5 % des cas apres 45 ans (Calin A et al. 1988 ;
Braun J. & Sieper J. 2007 ; Pertuiset E. 2008).

La SpA peut débuter aussi dans ’enfance, les formes a début juvénile sont plus
fréquentes dans certaines régions : 10 a 15% débutent avant I’age de 15 ans en Europe, ce

pourcentage est de 30% dans les pays du Maghreb (Saraux A. 2007).

I.2. Sexe ratio dans la spondylarthrite ankylosante :

Il est classiquement admis qu’il existe une prédominance masculine de la SA, les
hommes seraient plus touchés que les femmes avec un ratio homme/femme de 4/1 (Wendling
D. 1998). Cependant, il est néanmoins intéressant de noter que ce déséquilibre de sexe ratio a
tendance a disparaitre dans les ¢tudes les plus récentes. Cette évolution suggere que les
femmes atteintes de la SA ont eu tendance a étre sous-diagnostiquées par le passé. Cette
hypothése est étayée par les données d’une étude allemande portant sur plus de 1300 patients
ou le pourcentage de femmes parmi les malades est passé de 10% en 1960 a 46% en 1990
(Feldtkeller E et al. 2000). Ce sous-diagnostic pourrait s’expliquer par des différences de
symptomatologie en fonction du sexe, avec notamment une plus grande sévérité radiologique
(et donc un diagnostic plus ais¢€) chez les hommes (Lee W et al. 2007). En revanche, une autre

¢tude a montré que la fréquence de I’atteinte chez les femmes (0,29 %) est presque égale a
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celle des hommes (0,31 %) et les formes féminines sont peu différentes des formes

masculines (Saraux A et al. 2003).

I.3. Prévalence de la spondylarthrite ankylosante :

Différentes études ont permis d’étudier 1’épidémiologie de la spondylarthrite a travers
le monde. A I’inverse de I’incidence, la prévalence permet d’étudier le nombre de personnes
atteintes par une pathologie au sein d’une population & un moment donné. Il existe trois
facteurs a prendre en compte lorsque 1’on souhaite comparer la prévalence de la SA entre les
différentes populations : le choix de I’échantillon représentatif de la population (nombre de
patient inclus), les parameétres de sélection (lieu de recrutement différent, population enticre,
armée) et la corrélation directe entre la prévalence de la SA et celle de ’antigéne HLA-B27
(Sieper J et al. 2006 ; Braun J. & Sieper J. 2007).

De nombreuses études ont cherché a estimer la prévalence de la SA. Des variations ont
¢été observées en fonction de la population étudiée avec, d’'une maniére générale, 1’existence
d’un gradient décroissant Nord-Sud. Ces différences s’expliquent par la répartition
géographique de 1’allele HLA-B27, principal facteur de susceptibilité a la maladie (Khan M.A.
1995). Les prévalences les plus élevées de HLA-B27 et de la SA sont retrouvées dans les
régions subarctiques de 1I’Eurasie et d’Amérique du Nord. Alors que la SA est quasi-absente

en Amérique du Sud, en Australie et en Afrique (Sieper J et al. 2006) (Figure 1).
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Figure 1 : Gradient décroissant Nord/Sud de la prévalence de la SA et de la fréquence du HLA-B27,
(d’apres Sieper J et al. 2006 ; Pertuiset E. 2008 ; Zochling J et al. 2010).
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Plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées sur les différentes populations du
continent Européen. Les prévalences de la SA les plus élevées ont été retrouvées dans des
populations caucasiennes du Nord du continent variant de 0,15 a 1,8%. Les études conduites
en Italie, France et en Allemagne ont montré des valeurs moins fréquentes (0,24%, 0,3% et
0,55%, respectivement) (Sieper et al. 2006 ; Van Praet et al. 2012). Cette variation de la
prévalence de la SA est constatée du fait de I’hétérogénéité des populations étudiées.

Les conclusions de la premiere enquéte nationale américaine (National Health and
Nutrition Examination Survey ou NHANES I) ont rapporté une prévalence de 0,2 a 0,4% en
Amérique du Nord (Reveille J.D et al. 2011). Cependant, un rapport clinique a noté une
prévalence ¢élevée de la SA chez les Noires Ameéricains (4,5%) (Jeandel P & Roux H. 2002).
Cette enquéte était obligée a se confronter a I’hétérogénéité ethnique de cette population (les
amérindiens, les apaches/navajo...).

La prévalence de la SA en Chine (pays le plus peuplé au monde) a été¢ estimée a
0,54%, identique a celle retrouvée chez les caucasiens (Liao ZT et al. 2009). Des prévalences
beaucoup plus faibles ont été constatées au Japon, au Vietnam et en Iran avec 0,007%, 0,28%
et 0,23%, respectivement (Hukuda S et al. 2001 ; Minh Hoa T et al. 2003 ; Davatchi F et al.
2008). Cependant, les études réalisées dans les pays Eurasiatiques montrent des valeurs de
2,5% en Russie (Alexeeva L et al. 1994) et 1,05% en Turquie (Onen F et al. 2008).

Les SpA sont rares en Afrique, particuliérement en Afrique sub-saharienne ou la
prévalence de HLA-B27 est tres faible voire nulle. Toutefois, en raison du brassage ethnique,
la maladie existe et sa prévalence peut varier d’un pays a I’autre. En effet, la prévalence de la
SA est de 0% au Nigéria et au Zimbabwe et de 0,15% en Afrique du Sud. La rareté de la
pathologie s’explique aussi par d’éventuelles variations de susceptibilité a la SA, le sous-type
HLA-B27%*03 est majoritaire dans la population noire et il est moins associ¢ a la pathogénie de
la maladie (Bourriaud C. 2014).

Il n’existe pas de données épidémiologiques valides concernant la prévalence de la SA
dans les pays de 1’Afrique du Nord, mais contrairement a ce qui est observé dans les pays
d’Afrique noire, la fréquence de 1’allele HLA-B27 est nettement plus ¢levée dans les pays
maghrébins. Au Maroc et en Tunisie, 59% et 62% des patients atteints de la SA étaient HLA-
B27 positif (+), respectivement (Hamdi W. et al. 2012 ; Atouf O. et al. 2012). Des résultats
similaires ont été trouvés en Algérie avec des fréquences de 63% dans la région du Centre et

de 52% dans la région de 1’Ouest (Amroun H. et al. 2005 ; Dahmani C.A et al, 2018).
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II.  Concept des spondylarthropathies (SpA)

En 1974, les anglais Moll, Haslock, Macrae et Wright étaient les premiers chercheurs a
proposer le regroupement de ces différentes pathologies sous un méme terme « seronegative
spondarthritides ». Cet ensemble se base sur une étude épidémiologique montrant des similitudes
phénotypiques et génétiques entre ces différents rhumatismes. La découverte du lien entre
I’antigéne HLA-B27 et les rhumatismes inflammatoires permit d’en restreindre le nombre en
excluant la maladie de Behget et la maladie de Whipple (Moll et al. 1973).

L’agrégation de ces différentes entités sous une méme dénomination a été validée par 1’«
European League against Rheumatism » (EULAR). Dans un premier temps, 'EULAR
recommandait I’emploi du terme « spondylarhtropathies » puis celui de « spondyloarthrites ».
Ensuite, I’emploi de cette derniére dénomination a été recommandé par la Haute Autorité de Santé
(HAS) depuis 2008 (Malaviya A. 2013 ; Claudepierre P et al. 2012 ; Toussirot E. 2013).

Les spondylarthropathies (SpA) correspondent aux RIC qui partagent un ensemble de
caractéristiques sur le plan clinique, immunogénétique et radiologique. Elles se caractérisent par
une atteinte inflammatoire, secondairement ossifiante, des articulations axiales et/ou
périphériques, et par la survenue inconstante de manifestations inflammatoires non
rhumatismales (uvéite, psoriasis, maladie inflammatoire intestinale). Les SpA regroupent
habituellement cinq entités phénotypiquement différentes : la spondylarthrite ankylosante
(SA), le syndrome de Reiter, les arthrites réactionnelles (AR), le rhumatisme psoriasique (RP)
et enfin, les manifestations articulaires des entérocolopathies inflammatoires chroniques
(maladie de Crohn et rectocolite ulcérohémorragique). Par contre, certaines formes moins

caractérisées sont appelées, les SpA indifférenciées (Sibilia J et al. 2005) (Figure 2).

Figure 2 : Le concept des spondyloarthrites et ses différentes formes (d’apres Sibilia J et al. 2005).
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L’intérét du concept de SpA est double, premi¢rement, il facilite le diagnostic des
rhumatismes inflammatoires grace a 1’utilisation de critéres diagnostiques internationaux. Et
deuxiémement, il regroupe des affections dont la pathogénie est souvent caractérisée par
I’interaction entre un terrain génétique prédisposant et différents micro-organismes
arthritogeénes. Ces dernieres années, cette classification a tendance a disparaitre au profit
d’une autre prenant en compte le type d’atteinte articulaire prédominant chez le patient. Il

s’agit de la nouvelle classification de SpA axiale ou périphérique (Toussirot E. 2013).
I1.1. Description de la spondylarthrite ankylosante :

La spondylarthrite ankylosante (SA), également dénommée spondyloarthrite axiale,
spondylite ankylosante, maladie de Bechterew ou encore pelvispondylite rhumatismale, a été
décrite par Realdo Colombo sur des squelettes au XVIeéme siécle (Colombo R. 1559). Elle est
connue depuis des centaines voire des milliers d’années si I’on en croit les remodelages
osseux ayant ét€¢ observé chez certaines momies égyptiennes. Le plus ancien patient atteint
connu n’est autre que le pharaon Ramses Il souffrant d’une calcification des vertebres
cervicales (Sieper J et al. 2002 ; Zeidler et al H. 2011).

Il y a environ un siécle, cette pathologie a été individualisée comme une « maladie
enraidissante et douloureuse, de nature inflammatoire, responsable d’une ankylose osseuse du
squelette axial (rachis et bassin) » (Bourriaud C. 2014). La majorité des patients atteints de
cette maladie souffrent de douleurs dorsales ou lombalgies qui résultent de 1’inflammation des
articulations sacro-iliaques. La persistance de cette inflammation entraine au long terme des
€rosions osseuses, une sclérose, un ¢élargissement ou un rétrécissement osseux de 1’interligne

articulaire, la formation de ponts osseux et pour finir une ankylose.

I1.2. Diagnostic de la spondylarthrite ankylosante :

11.2.1. Critéres de diagnostic :

La reconnaissance d’un lien entre les différentes entités constituant les SpA a généré le
besoin de définir des critéres de classifications car ce groupe rassemble des maladies dont les
manifestations cliniques combinent de fagon variable un syndrome articulaire axial et/ou
périphérique et un/ou plusieurs syndromes extra-articulaires. La visualisation radiographique
de la sacro-illite était considérée comme un outil diagnostique important et a permis le
développement des critéres de classification dans les années 60. Malgré le développement de

nouvelles techniques telles que I'imagerie par résonance magnétique (IRM) ou 1’échographie,
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le diagnostic des SpA reste encore aujourd’hui difficile du fait du caractére trés polymorphe
des manifestations cliniques et de I’absence du test diagnostique ayant a la fois une bonne
sensibilité et une bonne spécificité (Amor et al. 1995). La méconnaissance de la SA contribue
a retarder le diagnostic, on estime le délai diagnostique de cette pathologie a environ 7 ans
(Rudwaleit M. & Taylor W.J. 2010).

Ces constatations ont conduit au début des années 90 a I’¢laboration de criteres de
classification qui sont encore employés aujourd’hui : critéres d’Amor (Amor et al. 1990) et
criteres de [’European Spondylarthropathy Study Group (ESSG) (Dougados et al. 1991)
(Tableau 1). Récemment, 1'individualisation de formes articulaires axiales ou périphériques
avec un nouveau jeu de critéres a ¢été élaborée par [’Assessment of Spondyloarthritis
International Society (criteres ASAS) (Rudwaleit et al. 2009). Tous ces systémes de criteres
se ressemblent et se réfeérent au concept de SpA plutdt qu'a la sous-classification de la

maladie.

11.2.2. Critéres biologiques :

Ces dernieres années, la recherche de biomarqueurs est devenue un enjeu majeur au
diagnostic et a 1’évaluation de Dl’activité¢ de la SA et des dommages structuraux qu’elle
entraine. Ces biomarqueurs peuvent étre détectés dans le sang, dans le liquide synovial ou
encore au niveau de la membrane synoviale chez les patients ayant une atteinte périphérique.

Le choix du ou des biomarqueurs essentiels au diagnostic de la SA est établi en
fonction des mécanismes physiopathologiques de la maladie et des facteurs de prédisposition.
La grande contribution des facteurs génétiques dans la survenue de la maladie a permis de
mettre en évidence leur utilité au diagnostic. Le principal facteur génétique retrouvé dans la
SA reste le HLA-B27 méme s’il existe des formes HLA-B27 négatives.

La C-Reactive Protein (CRP) et la vitesse de sédimentation (VS), marqueurs
biologiques de I’inflammation, sont positives chez seulement 40 a 75 % des cas ou
I’inflammation est réellement présente. De ce fait, ces biomarqueurs ne peuvent pas étre
indispensables au diagnostic de la SA du fait de leur faible spécificité (Astier F. 2012).

Cependant, une nouvelle approche s’est basée sur la recherche de protéines ou de
produits biologiques reflétant les mécanismes physiopathologiques de la SA qui pouvent
servir de biomarqueurs spécifiques. En effet, les marqueurs biologiques de 1’ostéo-formation
pourraient contribuer au diagnostic différentiel de la SA vis-a-vis des autres formes d’arthrites

chroniques. Un algorithme a été établi par Baeten en 2004 pour permettre cette différenciation
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Tableau 1 : Criteres de classification des SpA d’Amor et ceux d’ESSG (Amor et al, 1990)
(Dougados et al, 1991).

Criteres de classification d’Amor

Signes Cliniques Ou Histoire Clinique Points
1. Douleurs nocturnes lombaires ou dorsales ou raideur matinale lombaire ou 1
dorsale
2. Oligoarthrite asymétrique 2
3. Douleur fessiére sans précision 1
Douleur fessiére a bascule 2
4. Doigt ou orteil en saucisse 2
5. Talagie ou toute autre entésopathie 2
6. Iritis. 2
7. Urétrite non gonococcique ou cervicite moins d’un mois avant le début d’une 1
arthrite.
8. Diarrhée moins d’un mois avant une arthrite. 1
9. Présence ou antécédent de psoriasis, ou de balanite, ou d’entérocolopathie 2
chronique
] q q Points
Signes Radiologiques
10. Sacro-iliite (stade >2) 2
o R Points
Terrain Génétique
11. Présence de I’antigéne HLA-B27 ou antécédents familiaux de spondylarthrite, de
syndrome de Reiter, de psoriasis, d’entérocolopathie chronique 2
e ] Points
Sensibilité Au Traitement
12. Amélioration en 48 heures des douleurs par anti-inflammatoires non stéroidiens 5
ou rechute rapide (<48 heures) des douleurs a leur arrét

Criteres de classification d’ESSG

Critéres Majeurs Critéres Mineurs

1. ATCD familiaux de spondylarthrite, psoriasis, uvéite,

Synovites (passées ou présentes) asymétriques e , ;
arthrite réactionnelle ou entérocolopathie.

ou prédominants aux membres infericurs
2. Psoriasis (antécédent ou en cours) objectivé par un

Ou médecin.
Douleurs du rachis lombaire, dorsal ou cervical | 3. Infection génitale ou digestive (un mois avant arthrite)
(passées ou présentes) : présence des 3 a 5| 4. Entérocolopathie (antécédent ou en cours, de Crohn

critéres suivant : ou Rectocolite hémorragique).
- Début avant 45ans. 5. Enthésopathie (achilienne ou plantaire).
- Début progressif. 6. Douleur des fesses a bascule.
- Améliorées par I’exercice. 7. Sacro-iliite radiologique (stade 2-4 bilatéral, stade 3-4
- Raideur le matin. unilatéral selon la cotation suivante : 0= normal, 1=
- Depuis plus de 3 mois. possible, 2= modérée, 3= évoluée, 4= ankylose).

Les criteres d’Amor comprennent 11 criteres cliniques et un critére radiologique, affectés chacun d’une
pondération. Un score total supérieur ou égal a six points permet de déclarer le patient comme ayant une
spondylarthrite (SA).

La présence d’un critére majeur ESSG et d’au moins un critére mineur ESSG permet de classer le patient comme
ayant une spondylarthropathie (SpA).
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et identifier les sujets atteints de SpA. Les critéres énoncés étaient une vascularisation
prononcée, une hyperplasie modérée de I’intima, une présence accrue de CD163 et une

abondance des polynucléaires dans le tissu synovial (De Viam K. 2010).

11.2.3. Critéres d’activité et de sévérité :

Une fois la maladie diagnostiquée, il est nécessaire d’en évaluer I’activité afin de
permettre une prise en charge thérapeutique adéquate du patient. Depuis 15 ans, 1’outil de
référence recommandé par les institutions nationales et internationales pour évaluer cette
activité est 1’indice BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) (Annexe
1). Cinq domaines sont étudiés : la fatigue, la rachialgie, les douleurs articulaires, les
enthésites et la raideur matinale. Chaque domaine est estimé sur une échelle de 0 a 10 ou de 0
a 100 et la moyenne des cinq domaines donne le score BASDAI global (Schett G. &
Rudwaleit M. 2010). Lorsque le score est supérieur ou égal a 4, la maladie est dite active et le
patient peut alors étre inclus dans la plupart des essais thérapeutiques ou mis sous traitement
anti-TNFa. Ce score posséde toutefois certaines limites : il ne prend en compte que 1’opinion
du patient et il n’évalue pas les parametres biologiques de 1’inflammation, alors que celle-ci
indique que la maladie est active (Lepka F.C. 2010).

Par ailleurs, les capacités fonctionnelles du patient et ses aptitudes physiques peuvent
étre appréciées par un autre indice appelé : le BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional
Index) (Annexe 1). Ce score varie de 0 a 10 et un résultat supérieur a 4 est synonyme d’une
grande incapacité fonctionnelle, soit une réduction significative de la capacité a effectuer
certains actes de la vie quotidienne (ménage, courses...). Il est sensible aux changements
induits par les traitements mais n’est pas spécifique que de la SA (Toussirot E et al. 2009 ;
Lepka F.C. 2010).

Un nouvel indice d’activité a été récemment développé, il s’agit du score ASDAS
(Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score) qui prend en compte un marqueur
biologique ; la CRP. Si la CRP ne peut étre déterminée, la VS peut-étre employé aussi en
remplacement (Lepka F.C. 2010).

Cependant, tous ces indices ne sont pas interchangeables, un seul de ces scores doit
étre utilisé pour le suivi d’un patient donné concernant I’activité ou la sévérité¢ de la SA

(Astier F. 2012).

Il|Page



Revue Bibliographique

I1.3. Manifestations articulaires de l1a spondylarthrite ankylosante :

L’atteinte axiale est caractéristique de la SA avec trois localisations principales.
L’inflammation de ces sites articulaires se traduit par deux symptomes majeurs, la douleur et
la raideur. La maladie débute dans les deux-tiers des cas par une atteinte lombo-pelvienne qui
se manifeste par une douleur au niveau des fesses ou de la région lombaire inférieure. Ces
douleurs traduisent une inflammation de D’articulation sacro-iliaque ou sacro-illite. Elles
peuvent irradier a la face postérieure de la cuisse jusqu’au creux du genou (Breban M. 2004 ;
Keat A. 2010) (Figure 3 (A).

La maladie touche également le rachis dorsal et la cage thoracique selon une
progression ascendante. Des atteintes thoraciques peuvent étre observés, les douleurs
thoraciques antérieures par atteinte costo-sternum se manifestent par des douleurs
inflammatoires de la région sternale, entrainant une oppression thoracique capable de réduire
de la capacité de ventilation pulmonaire du patient (Breban M. 2004 ; Sibilia J et al. 2005)
(Figure 3 (B).

En plus du rachis dorsal, il a ét¢ montré que le rachis cervical était réguliérement
touché chez les patients souffrant de SA. En effet, environ 70 % des patients se plaignent de
douleurs au cou et la moiti¢ présente des signes radiologiques d’atteinte du rachis cervical. Le
risque d’altération du rachis cervical a été évalué en fonction de la durée de la maladie, 20 %
des patients seraient affectés au bout de 5 ans et 70 % apres 20 ans (Mansour M. et al. 2007)
(Figure 3 (C).
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Figure 3: Schéma de I’atteinte d’une articulation sacro-illiaque, Rachidienne et du costo-
sternum (www.rhumatismes.net mise a jour septembre 2005)
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L’atteinte axiale est une caractéristique fondamentale de la SA, cependant,
lI'inflammation des articulations périphériques, comme les arthrites, la rapprochent plus des
autres rhumatismes inflammatoires chroniques. Toutefois, elles présentent des particularités
physiopathologiques correspondant a des enthésites périphériques et a des arthrites avec
synovite.

Les arthrites périphériques sont la conséquence d’une inflammation de la membrane
synoviale qui enveloppe [D’articulation (Figure 4). La cible ¢lective de la réaction
inflammatoire semble étre I’enthése (zone d’insertion des ligaments, des tendons et des
capsules articulaires dans 1’0s) (McGonagle et al. 1999). Ce déferlement déclenche une
réaction chimique en chaine, qui débouche sur une inflammation articulaire. Les cellules
synoviales peuvent se mettre a proliférer de facon anarchique, formant un pannus, une masse
de tissu semblable a une tumeur. Le pannus fabrique a son tour des enzymes qui détruisent le

cartilage (Breban M. 2004 ; Keat A. 2010).

e reoesse

Pannus Pannus
synovial & synovial

liquide ¥ - \ W Liquide
synovial : synovial

Cartilage
“agressé”

Cartilage
“intact”

Figure 4 : Schéma d’une articulation normale et arthritique (http://www.euroas.org mise a jour septembre 2015).

L’enthésite est ’atteinte inflammatoire des enthéses qui semble étre la cible privilégiée
de la SA et notamment, du risque d’ankylose. Cet état inflammatoire de I’enthése, peut
produire des I€sions érosives, des ossifications et un cedéme osseux sous-jacent. L’atteinte la
plus fréquente et la plus caractéristique est la talalgie (douleur du talon) et peut étre révélatrice

de la SA dans 1/3 des cas (D'Agostino et al. 2003).
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I1.4. Manifestations extra-articulaires de la spondylarthrite ankylosante :
Le caractere systémique de la SA est mis en évidence par les atteintes inflammatoires

non rhumatismales touchant la quasi-totalité des organes.

11.4.1. Atteintes ophtalmiques :

L’uvéite est la principale manifestation ophtalmologique retrouvée lors de la SA. 1l
s’agit de I’inflammation de 1’'uvée, membrane intermédiaire située entre la sclérotique et la
rétine. L uvéite antérieure aigiie (UAA) se caractérise par un ceil rouge, douloureux et est
habituellement unilatérale. Les patients SA ont 20 a 40 % de risques de développer une
uvéite. Ce risque est plus élevé s’ils sont porteurs de 1’antigene HLA-B27. 11 n’est pas rare
que I’UAA soit a I’origine du diagnostic de la SA par la recherche systématique de 1’antigéne

HLA-B27 (Monnet et al. 2004 ; Munoz-Fernandez et al. 2006).

11.4.2. Atteintes cutanées :

Dix a 25 % des patients SA sont porteurs de 1ésions psoriasiques (Canoui-Poitrine et
al. 2012) alors que dans la population générale, ces lésions touchent 3% des individus
(Griffiths C & Barker J. 2007). Ces atteintes précedent dans plus des deux tiers des cas les
manifestations articulaires, mais elles apparaissent parfois plus tard (Wendling D & Toussirot

E. 2007).

11.4.3. Atteintes digestives :

Environ 8% des patients atteints de la SA souffrent en outre d’une maladie
inflammatoire chronique de I’intestin (MICI), (maladie de Crohn ou la rectocolite
hémorragique). Les MICI se traduisent par une diarrhée glairo-sanglante, chronique ou
évoluant en poussées aigués, associée a de violentes douleurs abdominales (Canoui-Poitrine
et al. 2012). La rémission de I’inflammation articulaire a ét¢ souvent corrélée a une

disparition de I’inflammation intestinale (El Maghraoui A. 2011).

11.4.4. Atteintes cardiaques :

La prévalence des pathologies cardiaques chez les patients souffrant de SA est

comprise entre 10 et 30 %, elles sont liées a un phénomene inflammatoire sclérosant. En
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conséquence, les patients atteints de la SA et présentant des pathologies cardiaques ont un

risque accru de de faire des Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) (Breban M. 2004).
III. Traitements de la Spondylarthrite Ankylosante

La prise en charge de la SA doit permettre de lutter contre la douleur, le syndrome
inflammatoire, de prévenir I’ankylose mais aussi de limiter les déformations articulaires. Le
choix du traitement dépend de D’activit¢ de la maladie, de la présence ou non d’une
inflammation, du type d’atteinte que le malade présente et éventuellement les médicaments
déja prescrits. Les traitements médicamenteux doivent étre choisis et adaptés a chaque malade
(Skorzewski E. 2010). L’ ASAS et ’EULAR ont établi des recommandations pour la prise en
charge thérapeutique de la SA et des critéres de réponses thérapeutiques sont a disposition
pour évaluer I’efficacité des traitements sur la SA (Bourriaud C. 2014).

Les traitements doivent s’adapter aux différentes manifestations cliniques, a I’intensité
des symptomes et au mode de vie du patient. Ils se divisent en deux classes, les médicaments
qui agissent sur les manifestations de la maladie appelés : médicaments symptomatiques. Et
ceux qui combattent la maladie elle-méme appelés : les médicaments de fond (Bourriaud C.
2014). Afin de soulager les patients spondylarthriques, le rhumatologue utilise conjointement
des moyens médicamenteux et des traitements physiques. En effet, des orthéses peuvent étre
utilisées pour diminuer la douleur et prévenir les déformations, alors que la chirurgie est

exceptionnelle et ne s’adresse qu’aux séquelles (Skorzewski E. 2010).

II1.1. Traitements médicamenteux symptomatiques :
Appelés aussi les médicaments de la crise, il s’agit de médicaments qui traitent les

symptomes en soignant I’inflammation et la douleur et non la maladie en elle-méme.

II1.1.1. Les Anti Inflammatoires Non Stéroidiens (AINS) :

Les AINS constituent le traitement de base de la SA et un des critéres de
diagnostic de cette maladie. IIs agissent sur la douleur, mais aussi sur les raideurs, la durée du
dérouillage matinal, 1’incapacité fonctionnelle et sur ’activité de la maladie. Plusieurs AINS
seront testés sur des périodes de deux a trois semaines pour déterminer la molécule la mieux
tolérée/efficiente ainsi que la dose minimale efficace. Il s’agit surtout d’un traitement
symptomatique mais qui pourrait prévenir 1’apparition des Iésions osseuses ankylosantes

(Bourriaud C. 2014).
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111.1.2. Les antalgiques :

Les antalgiques peuvent constituer chez certains patients un appoint thérapeutique
intéressant. A la différence des AINS, ils sont bien supportés sur le plan digestif. Les
antalgiques apportent un complément au traitement par AINS. Ils n’agissent que sur la

douleur et n’ont aucun effet sur I’inflammation.

II1.1.3. Les corticoides :

Les corticoides dérivent de la cortisone, ils remplacent le traitement par AINS lorsque
ces derniers sont mal tolérés ou en courtes cures lors des poussées inflammatoires. La
corticothérapie par voie orale n’a toutefois pas démontré une réelle efficacité dans les formes
axiales de spondylarthrites (HAS. 2008). Des injections intra ou péri-articulaires de
corticoides sont indiquées en cas de sacro-illite pour soulager la douleur. Leur efficacité n’a
pas été cliniquement prouvée lors de leur utilisation dans les formes périphériques et les

enthésites (Mansour M. et al. 2007).
II1.2. Les traitements de fond classiques :

L’indication du traitement de fond contre les rhumatismes inflammatoires vient apres
I’échec des traitements de la crise (symptomatiques). La notion de ces traitements fait
référence a des médicaments dont I’administration produit des effets habituellement
progressifs, nécessitant un délai d’action prolongé. Ils se caractérisent aussi par une action
rémanente, par opposition aux traitements anti-inflammatoires considérés comme purement
symptomatiques de la phase terminale de I’inflammation, et d’action rapidement réversible
(Bourriaud C. 2014).

L’une des vertus essentielles des traitements de fond serait de provoquer une rémission
véritable de la maladie et donc d’arréter 1’évolution de la SA. Cependant, les mécanismes
pathologiques ne sont pas connus de fagon trés précise. C’est pourquoi le classement de
certaines molécules comme traitement de fond pourrait s’avérer faux (Skorzewski E. 2010).
De nombreux traitements de fond utilisés dans le traitement de la PR ont été utilisés dans
celui de la SA. En effet, les cliniciens ont eu recours aux antipaludéens, aux sels d’or, a la
sulfasalazine et au méthotrexate..., mais les résultats ont ¢ét¢ assez décevants sauf pour la
sulfasalazine (Astier F. 2012). A T’heure des anti-TNFa, il reste peu de place pour ces

traitements non évalués.
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II1.3. Les biothérapies :

Les traitements de fond classiques qui ont été décrits précédemment n’ont
pratiquement pas d’impact sur les symptomes et les signes de la maladie lorsqu’elle est
exclusivement axiale d’ou I’intérét de 1’avénement de nouveaux traitements de fond comme
les inhibiteurs du TNFa (7umor Necrosis Factor).

Les anti-TNFa représentent une innovation majeure dans le champ thérapeutique de la
SA. Ces molécules bloquent 1’action d’une cytokine produite par les cellules de I’'immunité en
cas d’inflammation, le TNFa dont la production excessive favorise la persistance de 1’état
inflammatoire et joue un role central dans la progression de la SA. Actuellement, quatre anti-
TNF-a bénéficient d'une autorisation de mise sur le marché pour le traitement de la SA, et
sont couramment utilisés (Claudepierre P et al. 2012) :

L’infliximab : Anticorps monoclonal chimérique (humain-souris) dirigé contre la cytokine
qu’elle soit circulante ou fixée sur son récepteur.

L’adalimubab : Anticorps monoclonal entierement humain. Il se lie spécifiquement au TNF-a
dont il neutralise la fonction biologique en bloquant son interaction avec ses récepteurs.
L’étanercept : Dimere d’une protéine de fusion du récepteur p75 du TNF, avec le domaine Fc
d’une Ig humaine. Il empéche le TNF-a circulant d’agir sur ses sites naturels de fixation.

Le Golimumab : Anticorps monoclonal complétement humain. Il se lie aux formes solubles et

transmembranaires du TNF humain, ils forment des complexes stables, empéchant ainsi le
TNF de se fixer a ses récepteurs.

De nouvelles molécules laissent entrevoir de belles perspectives pour le traitement de
la SA en échec des anti-TNF-a, toutefois ces résultats nécessitent un controle préalable avec
des études menées a long terme. En effet, I’abatacept ou CTLA-4Ig ORENCIA® est un
modulateur humain soluble qui agit spécifiquement sur le signal de co-stimulation transmis
par les récepteurs CD80/CD86 d’une cellule présentatrice d’antigene (CPA) au CD28 des
lymphocytes T (LT), responsable de 1’activation de ces derniers. De plus, des taux élevés de
CTLA-4 soluble (Cytotoxic-T-Lymphocyte-associated molecule 4) ont été retrouvés chez les
patients atteints de la SA par rapport au sujets sains (Wendling D. & Prati C. 2011).

Une équipe francaise a alors décidé de tester 1’efficacit¢ de 1’abatacept chez des
patients atteints de SpA ayant eu une réponse inadéquate aux anti-TNFa. Sept patients de sexe
féminin dont cinq souffrant de SA ont ét¢ inclus. Au bout de 6 mois, seules les enthésites
semblent avoir ét¢ améliorées. Cette étude présente cependant 1’étroitesse de 1’échantillon et
I’emploi du traitement selon les mémes conditions que dans celui de la PR. Vu que la
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physiopathologie de la PR et celle de la SA ne sont pas identiques a 100%, d’autres
recherches doivent étre menées pour confirmer ou affirmer ces résultats (Wendling D. & Prati
C. 2011 ; Lekpa F.K. et al. 2012).

Par ailleurs, le blocage de la voie IL-23/IL-17 pourrait devenir aussi un enjeu
thérapeutique majeur dans le traitement de la SA. Il existe actuellement des anticorps
monoclonaux dirigés contre le récepteur de 1I'IL-17 (AMG-827 et anti-IL17R) et contre la
cytokine elle-méme LY-2439821 (anti-IL-17A) et AIN457 (Secukinumab). Ce dernier a fait
I’objet d’études plus approfondies versus placebo chez des patients souffrant de SA.
L’anticorps monoclonal Ustekinumab STELARA® dirigé contre une sous-unité de I’'IL-12 et
de I’IL-23 a ¢été déja employé dans le traitement du psoriasis cutané et ayant montré des
résultats positifs dans le traitement de la maladie de Crohn et dans celui du rhumatisme
psoriasique. Des ¢tudes préliminaires doivent étre effectuées afin d’envisager son éventuel

emploi chez des patients spondylarthritiques (Astier F. 2012).
ITL.5. La kinésithérapie et I’hygiene de vie :

La kinésithérapie et le respect d'une certaine hygiene de vie sont des compléments
utiles, voire indispensables, aux traitements médicamenteux, surtout dans les formes
potentiellement enraidissantes de la SA. La pierre angulaire de la prise en charge de la SA
reste 1’association de la prise d'AINS aux exercices de rééducation fonctionnelle. La
rééducation est indiquée tout au long de la maladie et a pour but de lutter contre les douleurs,
I’enraidissement a moyen terme et la réadaptation socioprofessionnelle en fonction de 1’¢état

évolutif (Zochling J et al. 2006).

I11.6. Le traitement chirurgical :

L’indication chirurgicale au cours de la SA se limite a certaines situations relativement
rares, s’agissant surtout de la chirurgie de remplacement (prothése) des articulations détruites
(principalement la hanche ou du genou). Les progres réalisés dans la chirurgie prothétique ont
transformé la vie des malades les plus gravement atteints. Ainsi, un patient handicapé par une
coxite sévere peut récupérer une fonction convenable grace a la mise en place d'une prothése

totale de la hanche (Kadi A et al. 2012).
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IV. [Etiologie de l1a spondylarthrite ankylosante :

La physiopathologie d’une maladie inflammatoire et auto-immune telle que la
spondylarthrite, est une des énigmes de la rhumatologie. Plusieurs hypothéses et facteurs
favorisant l'apparition de cette maladie ont été identifiés. Il s'agirait d'une coexistence entre
des facteurs environnementaux sur un terrain génétique prédisposant qui induirait au

développement d'une réponse immunitaire anormale.
IV.1. Facteurs environnementaux :

La découverte de l'antigéne HLA-B27 en 1973 et la mise en évidence de sa fréquence
dans le groupe des SpA (SA, syndrome de Reiter, arthrites réactionnelles, rhumatisme
psoriasique et entérocolopathies inflammatoires chroniques) a montré le lien commun entre
ces entités pathologiques (Brewerton et al. 1973). Un taux de concordance incomplet (50 %)
observé chez les jumeaux monozygotes (MZ) atteints de différentes formes de SpA indique
une place importante des facteurs d'environnement dans le déterminisme de ces entités qu’ils
soient infectieux, toxiques ou psychologiques (Jarvinen. 1995 ; Brown M.A et al. 1997).

L’arthrite réactionnelle (AR) est la seule forme des SpA, pour laquelle un facteur de
risque environnemental est identifié, elle se définit comme une poussée d’arthrite stérile
survenant plusieurs jours ou semaines apres une infection bactérienne intestinale causée par
des entérobactéries ‘gram négatif’ comme Shigella, Salmonella, Yersinia, Klebsiella et
Campylobacter ou a la suite d’une infection génitale provoquée par Chlamydia trachomatis
(Mansour M et al. 2007).

Méme si la présence de la molécule HLA-B27 est moins fréquente au cours des AR
(60%-80%) que dans d'autres formes des SpA telle dans la SA avec une fréquence de 90%,
cette molécule semble perturber la réponse immunitaire lors des infections bactériennes
(Vahamiko et al. 2005 ; Hacquard-Bouder & Breban. 2006). En effet, les études d'un mode¢le
de SpA chez le rat transgénique pour le HLA-B27 et la B2-microglobuline humaine (rat/B27-)
ont montré qu’en isolateur stérile, aucune inflammation des intestins et des articulations n’est
détectée chez les rats B27- alors qu’ils la déclencheraient lors de la réintroduction de la flore
bactérienne intestinale (Taurog et al. 1994 ; Rath et al. 1996 ; Braun J. 2007). De plus,
I’¢tude de Syrbe et al, a montré un enrichissement des LThl spécifiques de la bactérie
Escherichia coli dans les articulations enflammées de patients atteints de SA. Ceci suggérait
I’implication possible d'antigénes bactériens d'origine muqueuse dans la pathogenése de la SA

(Syrbe et al. 2012). Aussi, une récente étude (microbiome avec biopsies de 1’iléum terminal) a
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identifi¢ cinq familles de bactéries plus abondantes chez les patients avec une SA précoce
comparés a des contrdles sains. L’une de ces cinq familles, I’espéce Prevotella, a également
¢té identifiée a un niveau ¢levé dans la microflore des rats transgéniques pour le HLA-B27
(Costello M.E. et al. 2015 ; Nissen M.J. 2016).

Compte-tenu des ¢léments précédents, il est 1égitime de suspecter chez les patients
atteints de la SA que le microbiote intestinal soit un inducteur d’inflammation de la muqueuse
intestinale et aussi des structures articulaires. Ceci du fait de la diffusion de constituants
microbiens, a la faveur d’une augmentation de la perméabilit¢é muqueuse et des cellules
responsables de la réponse immunitaire (LT...), vers ces structures articulaires (Jacques et al.
2008 ; Breban et al. 2011).

Mis a part le microbiote, l'implication des hormones sexuelles dans la réponse
immunitaire a été largement étudiée, en particulier les cestrogénes autant qu'un modulateur de
I'immunité humorale et la progestérone comme suppresseur naturel de l'immunité (Cutolo et
al. 2004). L’¢étude de Ghannouchi M et al, a montré que des perturbations du statut hormonal
ont ¢t¢ observées chez plusieurs patients atteints d'une spondylarthrite. Dans cette étude les
femmes ménopausées ont été exclues ainsi que les patients ayant une pathologie associée ou
sous traitement pouvant influencer le métabolisme osseux (Ghannouchi M et al. 2009).

Le tabagisme a été aussi suspecté plus tard. Il pourrait étre un facteur favorisant le
déclenchement des SA axiales. Il a ét¢ montré que le tabac pourrait influencer 1’activité de la
maladie, la diminution de la qualit¢ de vie ainsi que I’altération fonctionnelle et le
développement de 1ésions radiologiques au cours de la SA (Ciurea A et al. 2013). Par ailleurs,
une étude conduite par Breban a montré que les facteurs psychologiques peuvent accélérer et
aggraver 1’évolution de la spondylarthrite et le stress semblait avoir un rdle dans
I’augmentation du niveau d’activité de la SA (Zeboulon-Ktorza N. et al. 2013 ; Bourriaud C.

2014).
IV.2. Facteurs génétiques :

La prévalence des SpA est plus fréquente au sein des familles que ne le voudrait le
hasard. Cette donnée a été établie de longue date et témoigne d'une prédisposition génétique
sous-jacente aux SpA (West. 1949 ; De Blecourt Polman et al. 1961 ; Moll et al. 1974).
L’existence d’un terrain génétique commun est un argument majeur a |’origine du
regroupement des entités constituant les SpA. En effet, la prévalence de la SA est de 1-3%

dans une population caucasoide HLA-B27+ mais elle est de 20% si les sujets HLA-B27+ sont
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apparentés a un patient atteint d’une des forme de SpA. Ces chiffres suggerent aussi une
prédisposition familiale indépendante de la présence de I’antigéne HLA-B27 (Sibilia J et al.
2005).

Par ailleurs, le taux de concordance chez les jumeaux (MZ) indique le niveau
maximum de contribution génétique a une maladie. Schématiquement, la discordance entre
les jumeaux MZ est d'origine environnementale et celle entre jumeaux MZ et dizygotes (DZ)
est d'origine plutot génétique.

Deux études se sont intéressées a la concordance entre les jumeaux pour le phénotype
de la SA. La premicre étude ; finlandaise ; portait sur 26 paires de jumeaux de méme sexe (6
MZ et 20 DZ) dans lesquelles au moins un individu par paire présentait un diagnostic de SA.
Le taux de concordance des paires MZ était de 50 %, celui des paires DZ était globalement de
15 %. 11 était de 20 % pour les jumeaux DZ HLA-B27+. Il existait donc une différence de
concordance entre les jumeaux MZ et DZ méme apres conditionnement sur la présence de
HLA-B27 (Jarvinen P. 1995). La seconde étude ; anglaise ; a porté sur 8 paires MZ et 32
paires DZ (Brown M.A et al. 1997). Le taux de concordance était de 75 % pour les jumeaux
MZ (tous HLA-B27+), de 12,5 % pour les DZ et de 27 % pour les DZ HLA-B27+. La encore,
une différence de concordance entre les paires MZ et DZ (62,5 %) a été observée et qui
persistait méme apres ajustement selon la présence de HLA-B27 (48 %). Tous ces résultats
suggéraient l'existence d’autres facteurs de prédisposition génétique a la SA. De nombreux
autres facteurs génétiques contribuent donc nécessairement a la prédisposition a la SA, dont
seulement quelques-uns ont été identifiés ces derniéres années et d’autres restent toujours a
découvrir (Reveille J.D. 2012a).

Une méta-analyse publiée par I’équipe de Brown et al, a estimé le risque de la SA chez
les germains a 8,2% et chez les parents de patients a 7,9%, ce qui donne des valeurs
pratiquement identiques entre les deux groupes. En revanche, le risque chez les apparentés au
second degré serait beaucoup plus faible, de I'ordre de 1 % (Brown M.A et al. 2000a).

L'équivalence du risque relatif de la SA entre parents et germains indique un effet
génétique dominant, chose déja admise pour le HLA-B27 et qui s'appliquerait donc de la
méme fagon aux autres genes de prédisposition encore, inconnus. De plus, la décroissance
rapide du risque entre premier et second degré de parenté indique qu'il s'agit d'une maladie
multigénique. En effet, les auteurs de cette méta-analyse proposent un modele multigénique,
de trois a neuf geénes (HLA-B27 inclus) en interaction épistatique les uns avec les autres

exercant entre eux des effets multiplicatifs (Brown M.A4 et al. 2000a).

21|Page



Revue Bibliographique

V. Immunopathologie de la spondylarthrite ankylosante

La SA est une maladie inflammatoire systémique d’origine auto-immune. En d’autre
terme, au cours de cette maladie le systeéme de défense de I’organisme s’attaque a ses propres
articulations ainsi qu’aux attaches de ligaments et de tendons. Le développement de cette
pathologie se caractérise par des mécanismes d’inflammation et d’auto-immunité conduisant a
une destruction osseuse excessive qui engendre le stade d’ankylose (Lucas O.D. 2011).

La cause du « déréglement » du systéme immunitaire au cours de la spondylarthrite
n’est pas encore bien ¢lucidée. La physiopathologie de cette maladie fait intervenir plusieurs
facteurs environnementaux sur un terrain génétique prédisposant ayant en commun un acteur
principal le HLA-B27 (Saraux A et al. 2001). Plusieurs théories ont été évoquées pour tenter
d’expliquer le role de la spécificit¢ HLA-B27 dans le déterminisme de la SA (Braun J et al.
1995).

Actuellement, il existe deux hypothéses principales pour expliquer la contribution du
HLA-B27 dans la pathogenése de la SA (Tableau 2). On distingue les hypotheses spécifiques
d’antigéne, qui regroupent 1’hypothése du « peptide arthritogéne » et celle du « mimétisme
moléculaire ». Ces théories qui sont complémentaires 1’une de 1’autre postulent que certains
peptides microbiens ressemblent aux peptides du soi du point de vue du récepteur des cellules
T (TCR) de certains LT CD8+ (cytotoxiques) spécifiques pour le HLA-B27. La réactivité de
ces LT avec le complexe peptide-HLA-B27 aurait pour conséquences une auto-réactivité et
une maladie auto-immune (Ben Dror L et al. 2010). L’équipe de Khan M.A et al, a suggéré
que certains sous-types de ’allele HLA-B*27 possédent des propriétés distinctes en ce qui
concerne le site de fixation des antigénes déclenchant la spondylarthrite (Khan M.A et al.
2007). En effet, les variants de I’antigene HLA-B27 différent d’un ou plusieurs acides aminés
par substitution au niveau des domaines al et a2 qui constituent la niche de fixation des
peptides antigéniques.

La seconde catégorie est celle des hypothéses indépendantes d’antigeénes. Ces théories
font appel aux particularités biochimiques de la molécule HLA-B27, aux propriétés
structurales modifiées a 1’origine du role pathogéne et aux éventuelles conséquences qu’elles
peuvent provoquer sur la réponse immunitaire (Breban M. 2004 ; Moalic V. 2010).

La physiopathologie de la SA se caractérise par la survenue de trois phénomenes, un
premier stade d’inflammation initiale qui se traduit par la suite d’une érosion osseuse et une

phase réparatrice excessive entrainant le stade d’ankylose.
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Tableau 2 : Récapitulatif des hypotheses pouvant expliquer le réle joué¢ par le HLA-

B27 dans physiopathologie de la SA (d’apres Breban M. 2004).

Hypotheses

Raole de 1a molécule

HLA-B27

Conséquences

immunologiques

Théories spécifiques d’antigéne

Peptide arthritogéne

Mimétisme moléculaire

Anomalies de repliement ou
« misfolding »

Formation d’homodimeres

Présentation par HLA-B27 d’un
peptide de soi dérivant d’un Ag
exprimé dans les tissus cibles.

Homologie séquentielle entre un
peptide présenté par HLA-B27 et
un Ag bactérien ou viral.

Activation d’un clone CD8+ dirigé
contre le peptide du soi.

Réponse immun T croisée entre
I’agent pathogéne et le peptide du
soi présenté par HLA-B27.

Théories indépendantes d’antigéne

Lenteur de repliement lors de
I’assemblage avec la f2m dans le
Réticulum Endoplasmique (RE).

Création de ponts disulfures entre
cys67 des chaines lourdes et
expression a la surface cellulaire.

Stress cellulaire par UPR.
Activation de NFxB. Induction de
cytokines pro-inflammatoires.

Présentation non conventionnelle
de peptide bactérien ou d’auto-Ag
aux LTCD4+ ou reconnaissance
inhabituelle avec LILR ou KIR.
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= Inflammation :

Le processus inflammatoire au cours de la SA touche électivement 1’enthése, la
synovie et la moelle osseuse. L’enthése désigne la zone d’insertion des ligaments, des tendons
d’Achille et de la capsule articulaire dans I’0s. Cette derniére est un tissu dynamique capable
de supporter de fortes contraintes mécaniques. La matrice extracellulaire qui I’entoure et les
cellules qui la composent, servent a compenser les modifications de pression et a réduire les

impacts (Hacquard C et al. 2004) (Figure 5).

Tendon

d‘mncT
!

Enthése

Figure 5 : Localisation anatomique de I’enthése et de tendon d’Achille (Benokba K. 2017)

L’enthésite retrouvée au cours de la SA est la cause majeure des symptomes et du
risque d’ankylose. Elle débute par des Iésions inflammatoires au niveau des sites
d’attachement de I’0s, ces 1ésions érosives évoluent ensuite par un phénomene de cicatrisation
ou fibrose, puis par une ossification sans formation de cartilage préalable (Laloux L et al.

2001) (Figure 6).

Inflammation des poins
d’insertion des tendons
et des lisaments sur os

Figure 6 : Phase d’inflammation de I’enthése, 1’enthésite (Taurog JD & Lipsky PE. 1994)
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Par ailleurs, la sacro-iliaque est une des articulations les plus fréquemment touchées au
cours de la SA, elle est constituée en majeure partie de fibrocartilage recouvrant 1’os et qui est
histologiquement proche des enthéses (Braun J et al. 1995). Lors des sacro-illites précoces,
I’inflammation de la synovie entrainerait la formation de pannus et la granulation des tissus
(Figure 7). L’infiltrat cellulaire composé de lymphocytes T CD4+, T CD8+ et de
macrophages est accompagné d’une prolifération fibroblastique et d’une néo-vascularisation.
Une expression accrue d’ARN messager codant pour le TNFa et le TGF-B (Transforming
Growth Factor) est également retrouvée au sein des sacro-iliaques des patients

spondylarthritiques (Dougados M et al. 2005 ; Smith. 2006).

[

Sacro-ilagque -
normale P
-
_— P
s E = é—m
Avticulation Articulation Articulation
mormale enflasnmée ankylosée

Figure 7 : L’ articulation sacro-iliaque au cours d’une spondylarthrite (d’apreés Dougados M et al. 2005).

L’inflammation chronique au cours de la spondylarthrite se développe plus facilement
dans les tissus proches et en contact avec les enthéses car ils sont plus accessibles a
I’infiltration cellulaire et a I’angiogénése. Parmi ces tissus, on retrouve la membrane
synoviale et la moelle osseuse sous-chondrale (Lories R & Luyten F. 2009). La membrane
synoviale est un tissu qui tapisse ’intérieur de la capsule articulaire. Elle sécréte un liquide
transparent, la synovie, ou liquide synovial, qui facilite le glissement des articulations lors des
mouvements. Des synovites sont constatées au cours de la SA et rendent compte des arthrites
périphériques. Les synovites périphériques montrent une vascularisation renforcée chez les
patients spondylarthritiques illustrée par des taux ¢levés de facteur pro-angiogénique VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) circulants (Toussirot & Wendling. 2006). Elles

présentent aussi une activation des cellules endothéliales avec 1’expression accrue de
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molécules d’adhésion et de facteurs chimiotactiques. L’infiltrat cellulaire est composé d’un
taux de LT CD4+ supérieur au taux de LT CDS8+, de cellules NK (Natural Killer), de
lymphocytes B CD20+, de macrophages CD68+ mais surtout CD163+ ; marqueur d’une
production accrue de TNFa (Drouart M et al. 2003 ; Smith et al. 2006). Cet infiltrat
inflammatoire se distingue de celui au niveau des enthéses provenant de patients atteints de

PR ou de sujets arthrosiques (Baeten D et al. 2000).
= Erosion osseuse :

Les auteurs pointent tout particuliérement le fait qu’au cours de la physiopathologie de
la SA, de nombreux arguments sont en faveur d’un role primordial de I’os lui-méme dans les
symptomes et les lésions présentes chez les patients atteints de cette pathologie
(Maksymowych W.P. 2000). Des travaux histologiques ont bien mis en évidence les anomalies
osseuses radiologiques des SpA telles que 1’ostéite inflammatoire, ou ostéomyélite, siégeant
immédiatement sous I’enthése ou sous le cartilage de la sacro-iliaque (Shichikawa K et al.
1985). 1l se pourrait donc qu’une réaction auto-immune prenne naissance dans la moelle
osseuse dirigée contre les composants tissulaires immédiatement en contact avec elle, a
savoir, le fibrocartilage de I’enth¢se et le cartilage articulaire (Gaucher A et al. 1987).

Cette vision d’auto-immunité n’exclue pas les mécanismes inflammatoires locaux
déclenchés par un stress mécanique ou des composants bactériens favorisent la réaction
inflammatoire ou I’auto immunité elle-méme (Fournié B. 2004). Les hypothéses émises
indiquent toutes une augmentation de la vascularisation locale de 1’enthése qui pourrait
favoriser le dépot d’antigénes bactériens reconnus par les TLR (7oll Like Receptor). Ces
réactions stimulent les macrophages et les polynucléaires ; cellules de I’'immunité innée ; et
activent les voies de signalisation cellulaire ainsi que la production de médiateurs
inflammatoires (Toussirot et Wendling. 2006).

Aprés activation par les TLR, les CPA, majoritairement des cellules dendritiques,
présentent 1’antigéne grace a I’interaction du CMH avec le TCR et les molécules de co-
stimulation CD80-CD86 (B7-1/B7-2) aux LT CD4+ naifs ou LThO (LT helper indifférenciés).
Ensuite, les cytokines IL-6 et IL-1 sont sécrétées pour permettre la différenciation du LTh17,
alors que le TGF-B est libéré pour inhiber la différenciation en LThl. Une boucle
d’amplification est ensuite réalisée grace a la sécrétion d’IL-21. Une fois la différenciation en
LTh17 réalisée, la CPA produit de I’IL-23 pour interagir avec son récepteur (IL-23R) a la

surface du LTh17. Ceci permet la stabilisation et I’expansion de la lignée Th17, ainsi que la
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sécrétion d’IL-17 et de cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3, IL-6, TNFa) (Samson M et al.
2011) (Figure 8).

L’IL-17 est synthétisée a la fois par les cellules de I'immunité innée comme les
polynucléaires neutrophiles (PNN) et les macrophages et par les cellules de I'immunité
adaptative telles que les LT CD8+ et les LTh17. Six cytokines font partie de la famille de
I’IL-17 dont deux sont principalement sécrétées, il s’agit de I'IL-17A et I'IL-17F qui
induisent la sécrétion par les cellules épithéliales de la synovie, des cytokines pro-
inflammatoires et des facteurs stimulant la granulopoiése (GM-CSF ou Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor) qui augmentent 1’inflammation locale.

Au niveau du tissu synovial, I’'IL-17 est responsable de I’infiltrat cellulaire et facilite la
synthése de métallo-protéinases matricielles (MPP) et de monoxyde d’azote (NO) par les
chondrocytes, les cellules dendritiques et les macrophages. En effet, les MPP et le NO sont
responsables d’une destruction de I’articulation. Cependant, au niveau de 1’os, L’IL-17
augmente 1’expression du facteur RANK (Receptor activator of nuclear factor kappa B) a la
surface des ostéoclastes : 1’interaction RANK/RANK-ligand (a la surface de certains LTh17)

déclenche 1’érosion osseuse (Samson M et al. 2011) (Figure 8).
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Figure 8 : Différenciation des lymphocytes ThO en Th17, destruction osseuse de la spondylarthrite
ankylosante (Samson M et al. 2011)

CD=cellule dendritique, IL-1f, 6, 174, 17F, 21, 22, 23= interleukines 1f, 6, 174, 17F, 21, 22, 23, IL

21R et IL 23R= Récepteurs des interleukines 21 et 23, PAMPs= pathogen associated molecular patterns,

TGF-f=transforming growth factor , TLR= toll like receptor, RANK = receptor activator of nuclear

factor kappa B.
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= Synthése osseuse excessive :

Le développement de la SA est caractérisé contrairement a la PR, par un déséquilibre
entre la résorption osseuse et 1’ostéo-formation en faveur d’une formation osseuse excessive

qui affecte pratiquement tous les compartiments du squelette.

Au niveau des tendons :

La formation d’excroissances osseuses a €té aussi observée chez les spondylites
prenant le nom d’enthésiophytes. La croissance osseuse passe par différents signaux
cellulaires capables de réguler la différenciation et I’activation des ostéoblastes (Astier F et al.
2013).

Il a ét¢ montré que la prostaglandine E2 aurait un réle dans la stimulation de la
prolifération et la différenciation des ostéoblastes. Les Bone Morphogenic Proteins (BMPs)
quant a elles, auront un réle dans la différenciation des chondrocytes (cellules a I’origine de la
synthése du cartilage). Enfin, la protéine Wnt qui jouerait un role plutét dans Ia

différenciation des ostéoblastes (Astier F et al. 2013).

Au niveau de la colonne vertébrale :

Une présence d’ossifications ou syndesmophytes est observée entre les espaces
intervertébraux de patients atteints de la SA. L’évolution peut se poursuivre vers une ankylose

du rachis, liée aux fusions consécutives des espaces intervertébraux. On parle de colonne en

bambou (Figure 9).
Colonne vertébrale normale Spondylarthrite ankylosante
. . .
Vertabre L i t-
1 - ;|
& .
Disque I — '
; — -
intervertebral i . w |[ \ l .
Inflammation des  Fusion des os
articulations icolonne en bambou)

Figure 9 : Formation d’une colonne en bambou (Samson M et al. 2011)
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VI. Associations et liaisons génétiques avec la spondylarthrite

ankylosante

Le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢) humain est une région située sur le
chromosome 6 (6p21.3) qui comprend plusieurs systemes génétiques dont le systeme HLA
(Human Leucocyte Antigen). Cette région est caractérisée par un ensemble de génes
étroitement liés dont 40 % jouent un role dans la réponse immunitaire (Forbes et al. 1999).

L’équipe de Braun J et al, a montré que le systtme HLA représentait plus de 30% de
la prédisposition génétique de plusieurs maladies auto immunes (MAI) telles que la
polyarthrite thumatoide (PR) et les spondylarthropathies (SpA) (Braun J et al. 1995). En
effet, I’antigéne humain leucocytaire B27 ou HLA-B27 est le premier facteur de risque
identifi¢ dans la survenue de la spondylarthrite, il appartient au CMH de classe I et est le
facteur de susceptibilit¢ majeur a cette maladie. Cependant, d’autres facteurs génétiques situés
dans les autres classes du CMH semblaient également, étre impliqués (Reveille J.D. 2006 ;
Fernando M.M et al. 2008).

Par ailleurs, il a fallu attendre les premiéres publications des études du génome entier
pour que des polymorphismes de génes en dehors du CMH soient associés a la SA (Laval S.H
et al. 2001 ; WICCC et TASC. 2007 ; Reveille J.D et al. 2010). Tous ces geénes ou
polymorphismes impliqués dans la survenue de cette maladie n’expliquaient pas toute
I’héritabilit¢ de la spondylarthrite. Par conséquent, il est devenu important d'explorer la
possibilité que d’autres facteurs génétiques tels que les CNVs (Copy Number Variations)

influenceraient le risque de survenue de la SA (Costantino F. 2014).
VI.1. Impact des génes-HLA sur la susceptibilité a la spondylarthrite ankylosante :

Quarante ans apres sa découverte, 1’association génétique entre la molécule HLA-B27
et la SA continue d’étre 1’une des plus fortes associations entre un antigene du CMH et une
maladie complexe. En 1973, deux équipes ont identifié parallélement une trés forte
association entre la SA et I’antigéne tissulaire HLA-B27 (Brewerton et al. 1973 ; Caffrey MF
& James DC. 1973). En 1977, des études ont montré que la prévalence de HLA-B27
augmentait au sein des familles de patients atteints de SA (Woodrow J.C & Eastmond C.J.
1978).

L’antigéne HLA-B27, comme toutes les molécules HLA de classe I, est distribuée sur

I’ensemble des cellules nucléées et sur les plaquettes (Moalic V. 2010). Cette molécule est
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organisée en hétérodimere et est ainsi composée d’une chaine lourde a a trois domaines al,
a2 et a3, qui est a I’origine du polymorphisme allélique. La chaine a est associée par liaison
covalente a une chaine légere non polymorphe, la 2 microglobuline (f2m). Cette derniere est
codée par un gene situé sur le chromosome 15 (Figure 10) (Toussirot E. & Wendling D.

2006 ; Khan M. A et al. 2007 ; Moalic V. 2010).

|| Peptide antigénique

Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la molécule HLA-B27 (Janke R. et al. 2017).

Structure et organisation en hétérodimere avec une chaine lourde a trois domaines al, a2 et a3 et
une chaine légére f2 microglobuline.

Plusieurs travaux ont pu montrer la forte association entre I’antigéne HLA-B27 et le
développement de la SA dans différentes régions du monde (Brown M.A et al. 1996) (Savran
Oguza F et al. 2004 ; Khader N.M et al. 2012). En Algérie, une étude réalisée sur la
population Algéroise a montré une forte association avec le HLA-B27 chez les patients SA
par rapport aux témoins (p=10""!, OR=39.73) (dmroun H et al. 2005). Une autre étude
réalisée sur un échantillon de la population de 1’Ouest a montré aussi, un résultat
significatif pour le HLA-B27 (p=0.00026, OR=7.33) (Messal I. 2011).

Les études familiales suggéraient une contribution de HLA-B27 correspondant & moins
de 40% de I’ensemble du déterminisme génétique de la SA, alors que I’effet global de la
région du CMH serait de 50% (Brown et al. 1997). En effet, d’autres alleles HLA de classe |
ont été incriminés dans la susceptibilité¢ a la SA comme 1’allele HLA-B*60 (Robinson WP et
al. 1989 ; Brown MA et al. 1996). Une interaction épistatique entre HLA-B*60 et HLA-B27 a
¢té observée récemment (Van Gaalen FA et al. 2013). De plus, les alleles HLA-B60 et HLA-
B61 ont été trouvés chez des sujets HLA-B27- dans une population Taiwanaise et Chinoise

(Wei J.C et al. 2004). Et I’allele HLA-B*1403 a été identifié dans les populations sub-
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sahariennes ou le HLA-B27 est extrémement rare (Paladini F et al. 2005 ; Cauli A et al.
2007 ; Taurog JD. 2007).

L’identification de nouveaux genes du systeme HLA classe I est rendue trés délicate
par le poids du gene HLA-B notamment 1’alléle HLA-B27 (Brown MA et al. 1997). Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence la contribution du géene MICA (MHC Class I Polypeptide-Related
Sequence A) dans la susceptibilit¢ a la SA. En Algérie, 1’association entre ce géne a été
confirmée d’abord, par 1’équipe d’Amroun et al, qui a rapporté une association entre le
génotype MICA-129 met/met dans la population Algéroise (Amroun H et al. 2005). Ensuite,
une ¢tude réalisée sur un échantillon de la population de I’Ouest Algérien a montré également
que l'allele MICA-129met est fortement associé a la SA chez les patients atteints de la SA (p=
11.10%) (Bouras N et al. 2017). Finalement, le géne MICA a été associé chez des patients SA
provenant de différentes ethnies, mais cette association a été¢ observée dans les deux groupes
HLA-B27 positifs et négatifs (Talpin A. 2013). Dans certains travaux cette association avait
¢té finalement expliquée par le déséquilibre de liaison retrouvé entre le géne MICA et HLA-
B27 (Tsuchiya N et al. 1998 ; Martinez-Borra J et al. 2000).

Les geénes du CMH de classe II ont également fait 1’objet d’études, comme celle de
Brown et al, consacrée aux molécules HLA-DR qui avait suggéré une association de 1’all¢le
HLA-DRBI*01 et le risque de développer la SA (Brown M.A et al. 1998a). D’autres travaux
ont montré que I’allele HLA-DRB1*04 ¢était aussi impliqué a la susceptibilité de cette maladie
(Said-Nahal R et al. 2002). En effet, il semblerait que la présence de la molécule HLA-DR4
multiplierait par un facteur (de 2,8) le risque de SA chez les individus apparentés aux patients
B27+ (Breban M et al. 2003). Dans le but de rechercher d’autres genes HLA de susceptibilité
a la SA, une étude menée par 1’équipe de Djouadi K et al, a montré que 1’alléle spécifique
DQBI1*0503 a été retrouvé avec une fréquence tres élevée chez les patients SA (RR=12.82). 11
semblait constituer un facteur de risque important (Djouadi K et al. 2001). Plus récemment,
une autre équipe a rapporté 1’association d’une région, située entre les génes HLA-DPAI et
HLA-DPBI, a la survenue de la SA dans une population Espagnole, confirmée par la suite
chez les Portugais (Diaz-Peria R et al. 2011 ; Diaz-Peria R et al. 2013).

Des études ont aussi été consacrées aux genes du CMH de classe III. Le géne du 7NF
alpha (TNFa) qui code pour une cytokine pro-inflammatoire et modulateur de la réponse
immune a été largement étudié. En effet, une association significative entre le polymorphisme
en position 308 sur le promoteur de ce geéne et la survenue de la SA a été constatée chez les

Anglais et les Ecossais (Mc Garry F et al. 1999 ; Milicic A et al. 2000). Elle a ensuite été
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retrouvée chez les Mexicains et les Portugais (Vargas-Alarcon G et al. 2006 ; Sousa E et al.
2009). Le geéne qui code pour la protéine de choc thermique, HSP70, a été aussi associé¢ au
développement de la SA chez les individus HLA-B27+ et HLA-B27- (Vargas-Alarcon G et
al. 2002).

VI.2. Impact des génes-non HLA sur la survenue de la spondylarthrite ankylosante :

Si le CMH n’explique qu’une partie du déterminisme génétique de la SA (Brown et al.
1997 ; Reveille J.D et al. 2012b), I’autre part de susceptibilité génétique serait due forcément
a des facteurs localisés en dehors de cette région. Les méthodes de recherche de génes de
susceptibilité¢ dans le cas des maladies complexes ont toutes été appliquées a la SA, qu’ils

s’agissent des études de liaison ou des études d’association.

V1.2.1. Les études de liaison génétique :

Trois études de liaison pan-génomique ont été précédemment publiées concernant la
génétique des SpA : les deux premieres se sont intéressées uniquement a la génétique de la
SA (Brown M.A et al. 1998b ; Laval S.H et al. 2001 ; Zhang G et al. 2004) et la troisieme a
I’ensemble des sous-types des SPA (Miceli-Richard C. et al. 2004). Ces trois études ont fait
secondairement I’objet de deux méta-analyses (Carter et al. 2007 ; Lee Y. H et al. 2005).

Les Criblages génomiques de 1’équipe d’Oxford ont comporté deux étapes successives
analysées d’abord séparément puis conjointement. L’analyse conjointe portait sur 185
familles comprenant 255 paires de germains atteints. Le génotypage de marqueurs
microsatellites répartis sur tout le génome différait en fonction du jeu de familles analysé :
505 marqueurs lors de la premicre étape et 367 marqueurs lors de la seconde étape (Hoyle, E
et al. 2000). L’analyse multipoints a permis de mettre en évidence la région du CMH avec un
LOD score de 15,6 et la région 16q23.3 avec un LOD score maximal de 4,7. Par ailleurs, cinq
locus supplémentaires ont atteint le seuil de suggestivité : 1p, 2q, 9q, 10q et 19q (Brown M.A
etal 1998b; Laval S.H et al. 2001).

En 2004, le North American Spondyloarthritis Consortium (NASC) a publi¢ une étude
de liaison portant sur 180 familles (244 paires de germains atteints) (Zhang, G. et al. 2004).
Un jeu de 400 marqueurs microsatellites a été utilisé dont 16 nouveaux marqueurs ont été
génotypés pour affiner les premiers résultats. La région du CMH était la seule a obtenir un

score de liaison significatif.
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Contrairement aux études précédentes, le Criblage du Groupe Frangais d’Etude
Génétique de la Spondylarthrite (GFEGS) s’est intéressé a 1’ensemble des sous-types de SPA
(Miceli-Richard C. et al. 2004). Elle a aussi inclus des familles plus étendues présentant
notamment plusieurs générations de malades. Dans un premier temps, 369 marqueurs
microsatellites ont été génotypés chez 65 familles multiplex. Ensuite, une étude d’extension a
¢été réalisée en génotypant 21 microsatellites localisés sur les régions d’intérét identifiées lors
de la premiére étape chez les mémes familles, ainsi que dans 55 familles multiplex
supplémentaires. Lors de la premiére étape de 1’étude, aucune région n’a atteint le seuil de
significativité en dehors du CMH mais quatre régions d’intérét ont été identifiées sur 5q, 9q,
13q et 17q. Dans la deuxiéme étape, ils ont identifié la région 9q31-34 qui chevauchait une
région avec une liaison suggestive, le locus SPA2 (Costantino F. 2014).

Deux méta-analyses ont été publiées successivement en 2005 et en 2007 (Lee Y.H et
al. 2005 ; Carter et al. 2007). Les deux se basaient sur les résultats des trois études
précédemment citées. Bien que la méthodologie utilisée fiit différente, les résultats se sont
révélés assez proches. La méta-analyse de Lee ef al, mettait en évidence une liaison
significative au niveau de la région du CMH, ainsi qu’un signal de liaison suggestif dans cinq
autres régions : 6q, 9q, 16q, 17p et 19p (Lee Y.H et al. 2005). L’étude de Carter et al,
identifiait une liaison significative avec le CMH et une liaison suggestive avec trois autres

locus, 6q, 10q et 16q (Carter et al. 2007).

VI1.2.2. Les études d’association génétique :

Les études d’association sur la survenue de la SA ont d’abord été restreintes a
I’analyse de genes-candidats puis grace aux progres technologiques, elles ont pu s’étendre a
I’ensemble du génome. Cependant, les polymorphismes génétiques identifiés a ce jour ne
représentent qu’une faible proportion de I’héritabilité totale de la spondylarthrite. De plus, les
conséquences fonctionnelles de ces polymorphismes de susceptibilité sont encore largement
méconnues. De ce fait, d’autres approches ont été envisagées ces derni¢res années comme la
recherche de variants structuraux (délétions, insertions, ou variations de nombre de copies

(CNV)).

o Les études d’association du génome-entier :
Les études d’association génétique pan-génomiques (Genome-Wide Association Study,

GWAS) ont pour objectif d’identifier des facteurs de susceptibilité génétiques des maladies
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multifactorielles. Elles consistent a comparer la fréquence de centaines de milliers de variants
génétiques distribués sur I’ensemble des chromosomes entre un groupe de cas et un groupe de
témoins, en utilisant des technologies de génotypage a haut débit (Debette S. 2012).

A ce jour, quatre études GWAS d’association génétique de susceptibilité a la SA ont
¢été publiées concernant les polymorphismes de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
(Zhixiu L. & Matthew A.B. 2017). Les trois premieres ont ét¢ réalisées dans des populations
caucasiennes (Burton P.R et al. 2007 ; Reveille J.D et al. 2010 ; Evans D.M et al. 2011), alors
que la derniere a étudié la population Chinoise de I’ethnie Han (Lin Z et al. 2012). Ces études
ont permis l’identification de facteurs de susceptibilit¢ a la SA en dehors du CMH. Plus
récemment, [/ 'International Genetics of Ankylosing Spondylitis consortium (IGAS) a publi¢ les
résultats d’une nouvelle étude gene-candidat a grande échelle. Cette étude consistait a
I’analyse simultanée d’un grand nombre de locus potentiellement impliqués dans les maladies
auto-immunes ou inflammatoires. Outre la confirmation des facteurs génétiques identifiés lors
des précédentes GWAS, 13 nouveaux locus de susceptibilit¢ a la SA ont été identifiés
(Tableau 3) (IGAS. 2013). Cependant, on estime que la contribution de I'ensemble des genes
décrits (HLA-B27, IL23R, ERAPI, RUNX3, ILIR...) ne représenterait que 25,39 % de
I’héritabilité¢ globale de cette pathologie, dont l'écrasante majorité correspond au poids du
HLA-B27 (23,3%) (Reveille J.D et al. 2012b).

Les GWAS ont permis avec succes de mettre en évidence des associations entre les
marqueurs de type SNPs et les maladies fréquentes. Cependant, ces SNPs associés
représentent une faible fraction de la composante génétique de la plupart de ces maladies et
notamment de la SA et leur impact sur la physiopathologie de ces maladies n’est pas toujours
¢vident (Burton P.R et al. 2007 ; Reveille J.D et al. 2010 ; Evans D.M et al. 2011 ; Lin Z et al.
2012). 1l est connu maintenant que le génome est tres instable et que des régions, qui peuvent
dépasser plusieurs dizaines de milliers de nucléotides sont supprimées, remaniées ou
dupliquées. Le génome contient des milliers de ces variations de structure que 1’on appelle
CNV et il est admis actuellement, que ces derniers pourraient étre a 1’origine de certaines
maladies génétiques (Feuk L et al. 2006 ; Redon R et al. 2006). Ces variations ont des
retentissements sur 1’expression des genes, les maladies communes (complexes) pourraient
donc résulter non pas de variations qualitatives de génes mais de variations de leur expression
(Yang TL et al. 2008 ; Fanciulli M et al. 2010). En effet, de nouvelles GWAS confirmées par
des études cas-témoins ont vu le jour afin d’identifier les CNVs associés a la SA et contribuer

a la recherche de I’héritabilité manquante de cette maladie.
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Tableau 3 : Résultats des études d’association GWAS dans la SA (IGAS. 2013).

Locus identifiés

(LinZ. etal 2012)

(IGAS. 2013)

Chinoise Han

Caucasienne et
Asiatique

Etudes Populations en dehors du CMH
(Burton P.R. et al. 2007) Caucasienne IL23R, ERAPI
IL23R, ERAPI
(Reveille J.D. et al. Caucasienne 2pl5, 21922, ANTXR2, ILIR?2
2010)
IL23R, ERAPI, 2pl5, 21422
(Evans D. M. et al. 2011) Caucasienne KIF21B, RUNX3, IL12B, LTBR-TNFRFSAI,

ANTXR2, PTGER4, CARDY, TBKBP1

2pls5,
EDIL3-HAPLNI, ANO6

RUNX3, IL23R, GPR25-KIF21B, 2p15, PTGERA,
ERAPI, ILI2B, CARDY, LTBR-TNFRFSAI, NPE-
PPS, 21q22.

IL6R, FCGR2A, UBE2E3, GPR35, BACH2, ZMIZ1,
NKX2-3, SH2B3, GPR65, IL27-SULTI1A1, NOS2,
TYK2, ICOSLG

Les locus en gras correspondent aux locus déja associés a la SA dans au moins un précédent GWAS.

Les locus en bleu correspondent a des associations suggestives.
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En 2014, une étude GWAS a ¢été réalisée dans le but d’identifier les CNV's associées a
la spondylarthrite chez des sujets Coréens (Jung S.H et al. 2014). Les CNVs ciblés sont ceux
déja inventoriés lors des études exploratoires des CNVs dans le génome chez différentes
populations (Conrad Pinto et al. 2010). Un total de 309 patients atteints de SA et 309 sujets
témoins ont été génotypés en utilisant la PCR quantitative en temps réel. En effet, 227 régions
CNV ¢étaient significativement associ¢es au risque de développer la SA. Parmi les régions
CNV candidates, neuf ont été répliquées avec succes dans la premiere analyse : (HHAT,
BMPS8A, PRKRA, HLA-DPBI1, CNTN5, EEFIDP3, RGS6, et IL17RA). Les cing régions CNVs
de type délétion ; 1932.2, 2q31.2, 6p21.32, 13q13.1 et 16p13.3 ; étaient associées a un risque
accru de spondylarthrite tandis que les autres €taient protectrices. Dans la deuxiéme analyse,
quatre régions CNVs (1q32.2, 2q31.2, 6p21.32 et 16p13.3) ont été répliquées (Jung S.H et al.
2014).

o Les études d’association de genes-candidats :

L’approche geéne candidat est plus puissante que les analyses de liaisons génétiques
dans la détection des effets mineurs contribuant a la prédisposition de la maladie. Néanmoins,
pour avoir une étude avec des résultats probants, le design de 1’étude doit étre fait avec
précaution pour ne pas avoir des associations faussement positives). Le choix du gene
candidat peut se faire selon son implication fonctionnelle dans les mécanismes pathogéniques
(géne candidat fonctionnel) et, ou bien en considérant sa localisation dans une région
génomique auparavant décrite (Cordell & Clayton. 2005).

De nombreuses études d’association génétique ont été publiées concernant 1I’impact
des polymorphismes (SNP) de génes candidats (FCGR, CTLA4, IL1, ACE...) sur la survenue
de la spondylarthrite, les résultats sont résumés dans le Tableau 4. Toutefois, la majorité des
associations mises en évidence n’ont pas pu étre répliquées de fagon indépendante.

Par ailleurs, certaines CNVs localisées dans des régions candidates impliquées dans la
réponse immunitaire ont été identifiés aussi dans la contribution au développement des MAI
notamment, la SA (Nguyen D.Q et al. 2006 ; Schaschl H et al. 2009). En effet, le locus FCGR
(Low-affinity Fc gamma Receptor) a été¢ largement étudié. Les genes FCGR3A et FCGR3B
ont été associés a survenue de la PR et de la SA (Morgan A.W et al. 2000 ; Morgan A.W et al.
2006 ; Wang et al. 2016). Le géne CCL3L1 (Chemokine C-C motif Ligand 3-like 1), quant a
lui, a été associ¢ au développement du Lupus (LES) ainsi qu’a la PR et le diabéte de type 1

(Mamtani M et al. 2008 ; Ben Kilani M.S et al. 2014).
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Tableau 4 : Résultats des études d’association génes-candidats dans la SA.

Génes Localisation Associations Absence
explorés chromosomique significatives d’associations
TNAP 1p35 (Tsui HW et al. 2007) (Cheng N. et al. 2009).
(LiuZ et al. 2013)
FCRL4 1921 (Zeng Z. et al. 2012) -
FCGR2B 1923 (Duan Z.H. et al. 2012) -
IL10 1932-q33 (Lv C.etal 2011) (Goedecke V. et al. 2003
(Mastrovic Radoncic K et al. 2013)
(MC Garry F et al. 2001). (Van der Paardt M. (Kim T.H. et al. 2005)
et al.2002). (Timms A.E. et al. 2004). (Chou
1L1 2q14 C.T. et al. 2006). (Maksymowych W.P. et al.
2006). (Sims A.M. et al. 2008). (Guo Z.S. et al.
2010). (Monnet D. et al. 2012).
CTLA4 2q33 (Azizi E. et al. 2010). (Lee W.Y. et al. 2010). -
(Wang NG et al. 2015). (Dahmani C.A et al.
2018)
PDCD1 2q37 (Lee S.H. et al. 2006). (Yang Q et al. 2011) (Soleimanifar N. et al. 2011)
ANKH S5pl5 (Timms A.E et al. 2003). (Tsui F. W. L. et al. (LiuZ et al. 2013)
2003). (Pimentel-Santos F.M. et al. 2012)
MSX2 5935 (Furuichi T. et al. 2008) -
CAl 8g21 (Chang X. et al. 2012) -
ASPN 9q22 (Liu D et al. 2010) -
(Van der Paardt M. et al. 2005 ; Gergely P et (Na K.S. et al. 2008).
al. 2006 ; Snelgrove T. et al. 2007 ; Pointon (Xu W.D et al. 2012)
TLR4 9933 JJ et al. 2008)
LRPS 11q13 (LiuJ. etal. 2011)
MMP3 11g22 (Jin L. et al. 2005) (Wei J.C.C. et al. 2009)
JARIDIA 12pl1 (Pointon J. J. et al. 2011). (Chai. W. et al. -
2013)
ORAIl 12q24 (Wei J. C.C. etal 2011) -
IKBa 14q13 (Hung Y.H. et al. 2009) -
MEFYV 16pl3 (Cosan F. et al. 2010). (Yigit S. et al. 2012) -
CARDI15 16q21 (Miceli-Richard C. et al. 2002). (Kim. T.-H. et (Van der Paardt M. et al. 2003)
al. 2004). (Kobak S.. 2013)
STAT3 17q21 (Danoy P. et al. 2010). (Davidson S. I. et al. -
2011)
ACE 17923 (Shehab D. K. et al. 2008). (Inanir A. et al. -
2012)
TGFp 19q13 (Jaakkola E. et al. 2004). (Wu W. et al. 2012) -
CYP2Dé6 22ql13 (Brown M.A. et al. 2000) -

TNAP: Tissue-Nonspecific ALP, IL (1, 10) : interleukins, CTLA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4, PDCDI :
Protein Coding), Programmed Cell Death 1, ANKH: Inorganic Pyrophosphate Transport Regulator, MSX2: Msh Homeobox
2, CAI: Carbonic anhydrase 1, ASPN: asporin precursor protein, TLR4: Toll-like receptor 4, LRPS: lipoprotein receptor-
related protein phosphatase, MMP3: Matrix Metallopeptidase 3, JARIDIA: jumonji/ARID domain-containing protein 14,
ORAII: Calcium release-activated calcium channel protein 1, IKBa: NF-kappa-B inhibitor alpha, MEFV: Mediterranean
fever, CARDIS5: caspase recruitment domain-containing protein 15, STAT3: Signal Transducer And Activator Of Transcription
3, ACE : Angiotensin Converting Enzyme, TGFb: transforming growth factor-beta, CYP2D6: Cytochrome P450 Family 2
Subfamily D Member 6.



Revue Bibliographique

= Les variations de nombre de copies

Depuis quelques années, les CNVs sont considérées comme des variations
génomiques indispensables a investiguer dans la composante génétique des maladies
complexes (Almal & Padh. 2012). A ce jour, des CNVs ont été identifiés dans environ 15%
du génome humain. Leurs roles dans le développement de maladies mono-géniques et
multifactorielles ont également ét€¢ mis en évidence (Redon R & al. 2006).

L'é¢tude des variations structurelles est un des champs en cours d'explorations dans le
cadre de la compréhension du génome. Actuellement, il existe une acquisition de plus en plus
de nouvelles connaissances sur la structure et la fonction des génes. Les CNVs sont des
régions génomiques et non pas seulement des polymorphismes géniques, des variations qui
impliquent des segments d'ADN allant de quelques kilo-bases a quelques méga-bases.
L'équipe de Feuk et ses collaborateurs ont proposé une définition de CNVs en 2006 : « un
CNV est défini comme une variation de copies d’une région génomique dont la séquence est
supérieure a 1kb ou le nombre de copies différe par rapport a un génome de référence. Il est
considéré comme un polymorphisme si sa fréquence dans la population est supérieure ou
égale a 1% » (Feuk L et al. 2006). Apres concertation, il a été décidé que la nomination
"CNV" regroupait trois sous-groupes : les larges variants de nombre de copies (LCVs,
(lafrate A.J et al. 2004), les polymorphismes de nombre de copies (CNP) (Sebat L et al. 2004)
et les variants de taille intermédiaire (ISV) (Tuzun E et al. 2005). Les CNVs peuvent
présenter, au sein du génome, soit un gain de nombre de copies (insertion ou duplication) soit
une perte (délétion ou des génotypes nuls) et ceci par rapport a une séquence de référence du
génome (Scherer S.W et al. 2003). 1l existe bien d’autres variations structurelles du génome

telles que I’inversion et la translocation qui semblent avoir aussi de I’importance (Figure 11).

lalBfec]p]
Référence
[alB]cfc]n]
Duplication segmentaire - CNVs Bi-alléliques (C),
[alBs]clc]c]n]
CNVs Multi-alléliques (C),
[aTBJco[n[n[cfp[c]p[c]n]
CNVs complexes (D), (CD)3
(alc|B D]

Inversion (CB)
Chromosome

Figure 11 : Les microremaniements affectant les segments d'ADN (D aprés Estivill X & Armengol L. 2007).
Ces variations conduisant a des suppressions, des duplications, des inversions et des changements de segments
chromosomiques (bi-allélique, multi-allélique et complexes). Le seul segment qui est constant est "A". Le segment "B" varie
en orientation dans l'inversion. Les segments "C" et "D" montrent différents types de variation de nombre de copies (CNVs).

35|Page



Revue Bibliographique

= Mécanisme de formation des CNVs :

Selon la définition classique, les anomalies de structure sont la conséquence de
cassures chromosomiques suivies par un ou plusieurs recollements anormaux. Plus
récemment les progres de la cytogénétique moléculaire ont conduit a proposer des modeles
pour expliquer les remaniements du génome humain. Ces modifications peuvent apparaitre
lors de la méiose comme a la mitose, tel que 1’a été montré chez de vrais jumeaux qui
pouvaient avoir un nombre de copies différent (Piotrowski A et al. 2008).

Le changement de nombre de copies requiert un changement dans la structure du
chromosome en joignant deux séquences d’ADN préalablement séparées, de ce fait, deux
types de réarrangement se distinguent : les réarrangements récurrents (ou fréquents) et les
réarrangements non-récurrents. Les premiers possedent la méme taille et des bordures fixes
chez plusieurs individus. Ils surviennent dans des régions contenant des séquences appelées «
Low Copy Repeat » (LCRs) qui possedent une forte homologie. Les CNVs issus de ces
changements sont, en trés grande partie le résultat de recombinaison homologue non-allélique
(Non-Allelic Homologue Recombinaison, NAHR). Cette recombinaison nécessite deux
répétitions segmentaires LCRs d'une longueur suffisante qui agissent comme substrats
moléculaires de recombinaison (Hastings P.J et al. 2009). Lorsque ces répétitions se situent
sur le méme chromosome en orientation directe, la NAHR entraine une duplication et/ou une
délétion (Estivill X & Armengol L. 2007).

Les réarrangements non-récurrents, quant a eux, sont de tailles variables et peuvent
survenir a n’importe quel endroit du génome. Des séquences répétées présentant un haut
degré d’homologie (4/u et LINE par exemple) pourraient induire certaines NAHR rares, mais
la majorité des remaniements non-récurrents sont expliqués grace aux modeles de jonction
d’extrémités non homologues (Non Homologous End Joining ou NHEJ), et ceux
d’interruption de la fourche de réplication et commutation de la matrice (Fork Stalling and
Template Switching ou FoSTeS). Le NHEJ est un mécanisme de réparation des cassures
d’ADN double-brin qui nécessite une région génomique commune entre des séquences de tres
petite taille (2 a 15pb).

A TD'inverse, le FoSTeS s’agit principalement d’une voie basée sur la fourche de
réplication de I’ADN qui ne nécessite pas forcément la survenue d’une cassure double brin

contrairement aux NAHR et NHEJ (Gu W et al. 2008).
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VI.3. Association entre la molécule CTLA-4 et la survenue de la spondylarthrite

ankylosante :

VI1.3.1. Role de CTLA-4 dans ’activation des lymphocytes T :

L’activation des LT est un mécanisme complexe qui fait intervenir plusieurs
marqueurs et molécules immunitaires. Le premier signal d’activation des LT est la
présentation d’Ag réalisée par le récepteur des LT (TCR), d’un coté, et par les molécules du
CMH a la surface des CPA, de I’autre c6té. L’ activation optimale des LT requiert un second
signal indépendant de 1’antigéne appelé : la co-stimulation (Rudd C.E &_Schneider H. 2003).

Les molécules de co-stimulation peuvent étre divisées en deux groupes; « CD28,
LFA-1 et ICOS » induisent une activation apres liaison avec leur ligand (signal positif ou
signal 2) (Figure 12 (A), alors que les molécules « CTLA-4 et PD-1 » géneérent des signaux
plutot inhibiteurs (signal négatif ou signal 3) (Figure 12 (B). Par ailleurs, il existe une balance
de régulation des LT, les molécules CD28 et CTLA-4 sont antagonistes ; capables de se fixer
sur le méme ligand CD80/CD86 (B7) induisant par contre deux signaux opposés (positif et
négatif, respectivement) (Gomes B.O. 2003).

T cell T cell
Activation Inactivation
cel [ ] TiaY Tecell
} : ,‘
TCR TCR
g 1 A CDz2ge y L CDQEA 1‘ CTLA4
Signal 1 0 Signal 2 e },‘ s Rigaal
B7 B7
== —_ CDB0/CD86 Lo —

MHC \ MHC | 4 ; . CD80/CD86

A ]

/

I‘\It . APC \‘ APC

Figure 12 : Role des molécules de co-stimulation dans 1’activation du lymphocyte T (Gomes
B.O. 2003).

A : activation des cellules T par deux signaux positifs, Signal 1: TCR-MHC, Signal 2 : CD28-B7

(CD80-CDg6).

B : inhibition de I’activation des LT par un troisiéme signal ; cette fois-ci ; négatif, Signal 3 : CTLA-4-

B7 (CD80-CDS6).

APC : Antigen Presenting Cell (Cellule présentatrice d’antigéne). MHC : Major Histocompatibility

Complex (Complexe Majeure d’histocompatibilité).

37|Page



Revue Bibliographique

V1.3.2. La protéine CTLA-4 :

La molécule CTLA-4 ou CD152 est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 qui
fait partie de la superfamille des Ig. Elle est exprimée a la surface des cellules CD4 et CDS8
sous la forme d’un homodimeére de 43kDa (Harper K et al. 1991) et est principalement induite
(48h-72h) au cours de I’activation du LT (Egen JG & Allison JP. 2002). Elle est codée sous la
forme d'une protéine précurseur de 223 acides aminés (aa). La protéine mature contient une
région extracellulaire de 124 aa avec une homologie avec le domaine Ig-V, une région
transmembranaire de 26 aa et une région cytoplasmique de 36 aa. CTLA-4 et CD28 sont
homologues a 30% au niveau protéique. Leur similitude est due a la reconnaissance aux
ligands identiques ; CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2). CTLA-4 peut se fixer aux deux ligands
CD80/CD86 a la fois avec une affinité¢ 20 a 50 fois plus grande que CD28 (Van der Merwe
P.Aetal 1997).

La molécule CTLA-4 induit ’inhibition de 1’activation des LT par I’arrét du cycle
cellulaire aprés une cascade de signalisation provoquant le ralentissement voire la suppression
de la réponse immunitaire. En effet, ’engagement de CTLA-4 via CD80-CD86 favorise la
production autocrine ou paracrine de I’enzyme IDO (Indole amine2 3-DiOxygénase) libérée
par les CPA. Cette enzyme dégrade le tryptophane qui inhibe la prolifération cellulaire des LT
(Kearney E.R et al. 1995). Elle semble avoir un effet négatif sur I’organisation des synapses
immunologiques. Les phosphatases recrutées par CTLA-4 favorisent la polymérisation du
cytosquelette et la polarisation des radeaux lipidiques dans la zone d’interaction membranaire
entre la CPA et le LT-CD4 (Walunas T.L et al. 1994 ; Krummel M.F & Allison J.P. 1995).
CTLA-4 régule la sécrétion de certaines cytokines par inhibition des facteurs de transcription
dans le noyau tels que AP-1, NFAT et NF-kB (Waterhouse P et al. 1995 ; Saito T et al.
1998).

VI1.3.3. Le géne CTLA4 :

Chez ’Homme, le géne codant pour la molécule inhibitrice CTLA-4 est localisé sur le
chromosome 2 (2q33) au sein d’une région candidate qui comporte trois molécules clés dans
I’activation et la régulation des LT (CD28, CTLA-4 et ICOS) (Dariavach P et al. 1988).
L'homologie entre la séquence génomique du C7LA4 humain et murin est de 78% et
I'homologie au niveau protéique est de 74% (au niveau de la protéine précurseur). Les

différences dans ces séquences peuvent suggérer différents mécanismes de régulation des
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deux genes (Kristiansen OP et al. 2000). Le géne CTLA4 s’étend sur 6Kb et porte 4 exons

dont 1’épissage alternatif du transcrit primaire peut produire une protéine transmembranaires
(exons 1 a 4) et une forme soluble (exons 1, 2, 4, SCTLA-4). Ce geéne est trés polymorphe ou

plusieurs variations géniques ont ét¢ décrites dans sa séquence génomique (Harper K et al.

1991 ; Ling Vet al. 1999).

VI1.3.4. Les polymorphismes du géne CTLA4 :

L’équipe de Deichmann et al, a publié pour la 1° fois la séquence génomique des
régions régulatrices et codantes du gene CTLA4 (Deichmann K et al. 1996). De nombreux
polymorphismes ont été distingués tout au long de la séquence du gene C7TLA4 humain
(Nistico™ L et al. 1996 ; Donner H et al. 1998). Seulement, quatre variations ont été étudiés et
associés a un tres large éventail de MAI et inflammatoires.

Le premier est un polymorphisme situé au niveau du promoteur induisant une
transition de C en T en position -318 (C-318T) (Ligers A et al. 1999). Ensuite, un fort
déséquilibre de liaison (DL) a été montré entre ce polymorphisme et un deuxiéme SNP situé
au niveau de I’exon 1 a la position 49 (A49G) (Larsen ZM et al. 1999). Le SNP +49 provoque
une substitution d’Alanine en Thréonine sur le codon 17 de I’exon 1. Ce SNP a été trouvé
aussi en DL avec la région 3’UTR du géne CTLA4 dont deux variations ont été largement
explorées. Une répétition d’un motif AU (AT) » dont le nombre de répétition peut atteindre
n=30 engendrant des all¢les trés informatifs. Et le second polymorphisme est une transition de
A en G localisé a 279pb en amont du site de poly-adénilation nommé : [CTLA4] rs3087243
(A>G, il est appelé aussi « CT60 » (Figure 13) (Malgquori L et al. 2008).
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Figure 13 : Localisation des polymorphismes du géne CTLA4 (d ’apres Harper K et al, 1991 ;
Ling Vet al, 1999).

39|Page



Revue Bibliographique

L’épissage alternatif du transcrit primaire du géne C7TLA4 produit deux sortes de
protéines (transmembranaire et soluble). Des preuves expérimentales ont présenté 1’effet de
I’alléle G du polymorphisme rs3087243 sur I'expression de la forme soluble de la protéine
CTLA-4 mais non pas sur la forme longue. En effet, l'allcle G était en corrélation avec
I’augmentation de la production de la forme soluble de CTLA-4 chez les sujets atteints de
MAI (Oaks et al. 2000 ; Purohit et al. 2005), mais parfois avec sa diminution (Ueda H et al.
2003 ; Kaartinen T et al. 2007). Cependant, I’équipe d’Anjos et al, a montré que le
polymorphisme rs3087243 (4>G) ne suggere aucun effet fonctionnel évident (Anjos S.M et
al. 2005 ; Anjos S.M & Polychronakos C. 2006).

Par ailleurs, I’étude de Maier et al, a montré que 1’alléle G pourrait influencer la
signalisation cellulaire des LT-CD4 au cours des MAI telle que la SA. Cette étude a suggere
un mécanisme direct du polymorphisme [CTLA4] rs3087243 dans ’activation des LT (Maier
LM et al. 2007). Ensuite, I’équipe de Malquori et al, a démontré que la région 3'UTR du géne
CTLA4 ou se situe le polymorphisme rs3087243 contient des séquences qui peuvent réguler
son expression au niveau post-transcriptionnel. Ceci influence a la fois la stabilité de ' ARNm
et l'efficacité¢ de la traduction de ce gene. Cette étude a suggéré que plusieurs éléments
agissant en cis sont impliquées dans ces mécanismes (Malquori L et al. 2008). Ce
polymorphisme fait partie des SNPs sélectionnés pour I’étude d’association a la SA dans cette
these.

VI1.4. Association entre la molécule c-REL et la survenue de la spondylarthrite

ankylosante :

V1.4.1. Les protéines NF-kB/Rel :

Chez les cellules de mammiféres, la famille NF-kB (Nuclear Factor-kappa B) exprime
cinq membres de protéines Rel groupés en deux classes. La premiere comprend NF-kB1 (p50)
et NF-kB2 (p52) exprimés respectivement, sous forme de précurseurs pl05 et pl00. La
seconde classe, comprend p65 (Rel-A), Rel-B et c-Rel qui ne subissent pas de phénomeéne de
maturation protéolytique. Le NF-kB est composé d’homo- ou d’hétéro-dimeres formés de
combinaisons variées de ces 5 sous-unités. Ces protéines se lient spécifiquement a I’ADN
grace a une séquence consensus de 10pb : 5-GGGRNNYYCC- 3’ (R = purine, Y =
pyrimidine, N = autres bases), que 1’on retrouve sur les promoteurs d’un trés grand nombre de

genes (Vermeulen et al. 2002). Dans leur partie amino-terminale ces protéines partagent une
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séquence de 300aa extrémement conservée, appelée le Domaine d’Homologie Rel (RHD)
(Ghosh et al. 1998).

Le facteur NF-kB est un facteur de transcription décrit pour la premiére fois par R. Sen
et al. C’est la clé des phénomenes permettant le maintien de 1’homéostasie cellulaire (Sen &
Baltimore. 1986). Ce facteur est ubiquitaire et inductible, il peut étre activé par de nombreux
stimuli comme les récepteurs a activité kinase (EGFR, PDGFR), les protéines G (Ras et Raf),
les infections virales (EBV, HBV, HCV...) et les cytokines : TNFa, IL1... (Pahl. 1999). Ces
stimulations conduisent a 1’activation de NF-kB afin d’induire la transcription de nombreux
genes impliqués dans la croissance, dans la survie cellulaire et dans la réponse immunitaire et

inflammatoire (Figure 14) (Ghosh et al. 1998 ; Barkett & Gilmore. 1999 ; Pahl. 1999).

Prolifération

Survie cellulaire Angiogenese

Reponse
immunitaire/
Inflammation

Figure 14 : Synthése des différents roles que jouent le facteur NF-kB (De Lartigue J. 2013).
EGFR: epidermal growth factor receptor; PDGFR: platelet-derived growth factor receptor; EBV: indicates Epstein-Barr

virus: HBV: hepatitis B virus; HCV: hepatitis C virus; HTLV: human T-lymphotropic virus; IL: interleukin; TNF: tumor

necrosis factor.

V1.4.2. La protéine c-Rel -

Le géne REL code pour la protéine c-Rel (v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog) de 587 acides aminés, membre de la grande famille NF-Kb (Fullard N et al. 2012).
Les cinq facteurs de transcription NF-Kb/Rel partagent un domaine RHD hautement
conservée a leur extrémité N-terminale et jouent un rdle important dans le développement,
l'activation et 'homéostasie du systeme immunitaire (Sung-Yun P & I-Cheng Ho. 2002). La
molécule c-Rel contient a son extrémité N-terminale, le domaine d'homologie RHD, un
domaine de liaison a I’ADN, une séquence responsable de la dimérisation des différents
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membres de la famille Rel et aussi, une séquence de localisation nucléaire (NLS). A son
extrémité C-terminal, il existe deux domaines (TAD1/TAD2) responsables de 1’activation des
transcriptions des genes cibles. Et enfin, un domaine d’inhibition Rel (RID) formé de

séquences de liaison avec les protéines inhibitrices 1kBs (Chable-Bessia C. 2004) (Figure

15).

c-REL

N TAD1 I TAD 2 — C

Ligizson a "ADN
Liaison a [kB
Dimérization

Inhibition Transactivation

Figure 15 : Structure de la protéine REL humaine (Gilmore T & Gerondakis S. 2011).
RHD : Domaine d’Homologie Rel, RID : Domaine d’inhibition Rel, TAD1 : Domaine de trans-activation 1,
TAD 2 : Domaine de trans-activation 2.

Dans la plupart des cellules, la protéine c-Rel existe soit comme homo-dimere, soit
comme hétéro-dimere avec pS0, p65 et/ou NFkB2. Elle augmente 1'expression des geénes de
nombreuses cytokines, enzymes et molécules d'adhésion dans les maladies inflammatoires
chroniques qui semblent étre des cibles préférées pour ce facteur de transcription. Beaucoup
de ces genes sont impliqués dans la prolifération des cellules immunitaires (IL2, CDA40,
TGFp) ainsi que dans leurs fonctions (TNFa, IL12, IL23, CD40L) (Gilmore T & Gerondakis
S. 2011). L’équipe de Campbell et al, a montré également que l'inhibition locale de c-Rel peut
empécher l'inflammation articulaire et les réponses des tissus synoviaux qui entrainent une
destruction des articulations. Ceci suggere que le géne REL est une cible pour la conception

des médicaments dans l'arthrite inflammatoire (Campbell IK et al. 2000).

VI1.4.3. Le géne REL :

Chez 1'homme, la protéine c-Rel est codée par le géne REL, constitué de 10 exons dont
le domaine RHD est codé par les sept premiers exons. Les récentes études évoquent qu’il est
situé sur le chromosome 2p16 (Leeman et al. 2008 ; Bagheri H et al. 2016). Le géne REL se
retrouve dans la région candidate (2p15) qui a été associée a la pathogénie de la SA dans
différentes études d’association génétique (Tableau 3) (Reveille J.D et al. 2010, IGAS.

2013). En effet, les régions inter-géniques connues sous le nom de «déserts de genes»
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localisées sur cette région chromosomique ont été associées au développement de la SA
(Reveille J.D et al. 2010).

Il a ét¢ démontré que les cellules dendritiques murines déficientes en c-Rel (REL-/-),
sont séverement compromises dans leur capacité a transcrire le géne qui code pour la sous
unités /L-23 pl19 (un des deux geénes qui codent pour la protéine IL-23). Le promoteur de ce
gene contient trois sites de liaison avec les facteurs NF-kB dont deux se lient au facteur c-Rel
(Carmody R.J. et al. 2007). La molécule 1L23 a été fortement associée a la survenue de la SA
(Wendling D. 2008 ; Ciccia F et al. 2009 ; Haroon N. 2012 ; Sherlock J.P. et al. 2014). De
plus, il a été récemment rapporté que les protéines c-Rel possede une activité régulatrice de la
production de 1'[L12 et I'IL23 par les CPA (Visekruna A et al. 2012). Ceci semblerait

incriminer 1’effet du géne REL a la susceptibilité de développer la SA.

V1.4.4. Les polymorphismes du géne REL :

Plusieurs rapports ont rapporté des associations génétiques entre les SNPs situé dans le
géne REL et la susceptibilité a certaines maladies auto-immunes telles que la PR (Gregersen
et al. 2009 ; Eyre et al. 2010), le psoriasis (Strange et al. 2010) le lupus LES (Varadé J et al.
2011), la maladie cceliaque (Trynka G et al. 2009) et la maladie de Behget (Chen F et al.
2016). Trois polymorphismes au niveau de ce géne ont fait I’objet de ces études d’association
sur la survenue des MAI (rs702873, rs842647 et rs13031237).

Les études d'association pan-génomique ont montré que la plupart des maladies auto-
immunes partagent des loci de susceptibilit¢ multiple (Parkes M et al. 2013). En effet,
plusieurs génes de la voie NF-kB sont associés a plusieurs maladies a médiation immunitaire,
telles que les maladies inflammatoires de l'intestin (REL, TNFAIP3 et NFKBI), le psoriasis
(REL, NFKBI et TNIP1), la maladie ceeliaque (REL et TNFAIP3) et la PR (REL et TNFAIP3)
(Cabrera S et al. 2014).

La SA est aussi une maladie inflammatoire et auto-immune, elle pourrait alors,
partager des facteurs de risque génétiques similaires. Nous avons sélectionné le
polymorphisme (rs13031237 (G>T)) du gene REL comme SNP candidat a la SA. Ce
polymorphisme est situ¢ sur I’intron 4 de ce géne (Gilmore T & Gerondakis S. 2011). 11 a été
significativement associ¢ au développement de la PR dans une étude GWAS (Stahl EA et al.
2010). 1l a été aussi trouvé significativement associé au psoriasis et a la PR dans des études
d’association indépendantes (Gregersen P.K et al. 2009) (Strange A et al. 2010), (Eyre S et al.
2010) et a d’autres MAI comme le lupus (Varadé J et al. 2011) (Zhou X.J et al. 2012).
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VLS. Association entre la molécule de surface CD40 et la spondylarthrite ankylosante :

La liaison de CD154 (CD40L) sur la surface des LT au récepteur CD40 sur les LB est
connue pour engendrer dans 1’état normal, une panoplie d’événements dont les principaux
sont : une prolifération des LB, une production d’immunoglobulines (Ig) ou une commutation
de classe des Ig chez les LB. Cela dit, cette interaction n’est pas a 1’abri de déréglements.

L’engagement de CD40 par son ligand le CD40L entraine I’activation de la voie de
signalisation intracellulaire NF-xB. Afin d’activer la voie inflammatoire par la voie NF-xB
classique, le CD40 induit le recrutement de la protéine TRAF2 par les LB engagées par le
CDA40L (Holowka et al. 2007). Cette protéine se lie a une kinase qui recrute la molécule
TRAF6, elle aurait pour role d’activer le complexe IKK (/xkB Kinase) (IKKa, IKKf et IKKY).
Ces protéines recrutent d’autres molécules afin d’activer le complexe IKK de maniére directe
ou indirecte (Deng et al. 2000). Finalement, cette signalisation peut aboutir chez les
lymphocytes, a une prolifération cellulaire, a ’expression de marqueurs membranaires
comme CD80 et CD86 et a la transcription de genes codant pour la cytokine pro-

inflammatoire, IL-6 (Zarnegar et al. 2004 ; Jacobson et al. 2005) (Figure 16).

& (DL Memhr:me
plasmique
Présentation Inflammation

antigénique

CD80/CD86

Figure 16 : La voie de signalisation du complexe CD40-CD40L via les voies classique et alterne du NF-

kB dans les LB (D apres Corinti et al. 1999).
Chez les LB engagées par le CD40L, le récepteur CD40 induit le recrutement de TRAF2 pour 1’activation de
deux voies de signalisation : la voie alterne du NFkB et la voie classique. La molécule TRAF2 se lie a une kinase
afin d’activer le complexe IKK. Et ceci est la voie alterne de NF-kB. Concernant la voie classique, la molécule
TRAF2 recrute la TRAF6 via le complexe CD40L-CDA40 toujours afin d’activer la voie inflammatoire. TRAF2 et
TRAFG6 induisent la phosphorylation du complexe IKK-NF-kB pour libérer ce dernier. Une fois les diméres NF-
kB sont libérés par le complexe IKKa-IKKP, ils migrent vers le noyau et se lient aux sites caractéristiques. Ceci
entraine la transcription des génes codant pour des protéines impliquées dans : la prolifération cellulaire des LB,
I’immunité (en activant par exemple, CD80-CD86), et I’inflammation: en activant I’'IL6 (cytokine pro-
inflammatoire).
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V1.5.1. La molécule CD40 :

Le récepteur CD40 (Cluster of Differentiation 40) est une glycoprotéine
transmembranaire de 48KDa appartenant a la superfamille des récepteurs TNF (Noelle et al.
1992). C’est une protéine de co-stimulation présente souvent sur les CPA, on la retrouve aussi
a la surface des LB, qui d’ailleurs I’expriment t6t et tout au long de leur développement
(Stamenkovic I et al. 1989 ; Clark E.A et al. 1990 ; Uckun F.M et al. 1990). Egalement, le
récepteur CD40 est retrouvé sur les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques
(Freudenthal P.S & Steinman R.M. 1990 ; Alderson M.R et al. 1993 ; Gerritse K et al, 1996 ;
van Kooten C & Banchereau J. 2000). Des cytokines telles que : IFN-y, IL-1, IL-3, IL-4,
TNF-a et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) peuvent
augmenter I’expression de CD40, tandis que le TGF-B (Transforming Growth Factor-f)
I’inhiberait (Nguyen et al. 1998 ; Schonbeck U & Libby P. 2001).

Il est intéressant de noter que le marqueur CD40 a été fortement associé a la survenue
de la PR (anti-CCP+/FR+). Ceci a laissé suggérer que cette molécule pourrait jouer un role
dans la production des LB et des autoanticorps (Wang C.R & Liu M.F. 2003). De plus, le
blocage de la voie CD40-CD40L a ét¢ envisagé comme une approche thérapeutique dans le
traitement des patients atteints de la PR, du SLE et la MICI (Wang C.R & Liu M.F. 2003 ;
Toubi E. 2004 ; Orozco G et al. 2010).

Par ailleurs, une ¢tude fonctionnelle cas/témoins réalisée sur 66 patients atteints de SA
et 30 témoins a montré que l'expression de CD40L (LT) dans le sang était plus €élevée chez les
patients SA que chez les controles et les patients PR (p <0,001). Cette équipe a suggéré qu’il
serait possible que la molécule CD40L ait un effet important dans la physiopathologie de la
SA (Qu Lin et al. 2010). En revanche, une autre étude portée sur 44 patients SA et 38
controles Frangais n’a pas pu montrer une association entre le taux du ligand soluble de CD40
(CD40Ls) et la spondylarthrite (p=0,83) (Sari et al. 2010). La taille des échantillons étudiés
devrait étre plus importante afin de confirmer ou d’affirmer ces résultats.

De plus, dans les cellules tumorales et les cellules B normales, il a été récemment
rapporté que les protéines CD40 et c-Rel forment un hétéro dimeére ayant une activité
régulatrice de la production de I'IL12 et I’'IL23 par les CPA. Ces cytokines ont été rapportées
au cours de la physiopathologie de la spondylarthrite (Visekruna A et al. 2012).
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VI1.5.2. Le géne CD40 :

Le géne CD40 est situé sur le chromosome 20ql13.2, il a une taille de 16.3Kb
comprenant 9 exons. L’exon I code pour la séquence promotrice de la protéine, les exons II-V
pour le domaine extracellulaire, I’exon VII pour le domaine transmembranaire et les exons
VIII et IX codent pour le domaine intracellulaire du CDA40.

La protéine finale contient 255 acides aminés, dont la majorité forme la région
extracellulaire (Naismith et al. 1998). Le domaine C-terminale du CD40 est situ¢ dans la
région intracellulaire et le domaine N-terminal se trouve du c6té extracellulaire. Ce dernier est
principalement constituée d’une séquence répétitive riche en cystéines (20 résidus), divisée en

4 domaines (A1, A2, Bl et B2) (Figure 17) (Van Kooten C & Banchereau J. 2000).

Chromosome 20g12-q13.2
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B2
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Figure 17 : Structure du géne CD40 et de la protéine CD40 humaine (Van Kooten & Banchereau J. 2000).
Le géne du CD40 contient 9 exons codant pour le domaine extracellulaire, transmembranaire et
intracellulaire de la protéine (Leader = séquence promotrice ; EC= extracellulaire ; TM= transmembranaire ;
IC = intracellulaire). La protéine du CD40 est principalement constituée d’un long domaine extracellulaire
contenant une séquence de 20 résidus cystéines (lignes horizontales) divisée en quatre domaines comprenant
chacun deux sous-domaines.

VI1.5.3. Les polymorphismes du géne CD40 :

Parmi les variations génétiques les plus explorés sur le géne CD40, il y a le
polymorphisme rs4810485 (G>T) (6042 T/G) situé au niveau de I’intron 4 et le rs1883832 (-1
C/T) localisé sur le promoteur. Il a ét¢ montré que ces deux polymorphismes se trouvent dans
un bloc de DL qui s’étend sur une grande partie du géne CD40 et sa région intergénique en
5’UTR (Jacobson EM et al. 2007 ; Blanco-Kelly F et al. 2010).

Les résultats d’une méta-analyse de deux études GWAS faite sur des sujets

d'ascendance Européenne ainsi qu’une réplication indépendante ont montré que les
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polymorphismes rs4810485 et le rs1883832 du géne CD40 ont été trouvé associés a la PR.
Ces SNPs ont été trouvés dans un bloc de DL (presque parfait : 7°=0,95) (Raychaudhuri S et
al. 2008). Cette étude a trouvé que 1’allele C du SNP rs1883832 augmenterait le taux de la
traduction de la protéine CD40, ce qui donne 15 a 32% de plus de la protéine CD40 que dans
la présence de l'allele T. Ceci a été expliqué par le fait que ce polymorphisme semble
perturber la séquence Kozak (1 codon d’initiation de traduction AUG) du geéne CD40
(Raychaudhuri S et al. 2008).

Plusieurs travaux concernant 1’association du polymorphisme rs4810482 ont rapporté
des résultats intéressants avec certaines MAI dont la maladie de Crohn (Blanco-Kelly F et al.
2010) et la PR (Raychaudhuri S et al. 2008). Ce SNP a été représenté étant un marqueur
confirmé au risque de développement de cette maladie (Raychaudhuri S et al. 2008). Par la
suite, il a été fortement associé a la vitesse de destruction articulaire chez les patients PR
(ACPA+) (Van der Linden M et al. 2009 ; Orozco G et al. 2010).

Cependant, aucune étude d’association a la SA n’a été faite a 1’heure actuelle
concernant le polymorphisme [CD40] rs4810485 (G>T) mais ces deux SNPs ont été trouvés
en parfait DL (Raychaudhuri S et al. 2008). Nous avons donc sélectionné 1’étude de I’impact

de ce SNP sur le développement de la SA dans notre population d’étude.

VI.6. Association entre I’enzyme PKC-théta et la spondylarthrite ankylosante :

V1.6.1. La famille PKC :

La PKC est une famille de protéines Sérine/Thréonine Kinases, activées en présence
des phospholipides de maniére réversible par un lipide neutre le diacylglycérol (DAG).
Plusieurs PKC ont ¢té décrites et regroupées en trois catégories. D’abord, les PKC
conventionnelles (cPKC) qui répondent a la définition d’origine de régulation par le calcium
et le DAG. Puis, les deux autres PKC qui ne sont pas sensibles au calcium et sont dites
nouvelles (nPKC) ou atypiques (aPKC) selon qu’elles sont ou non activées par le DAG (Royet
J. 1998). Mis a part le mécanisme d’activation de ces iso-types, des différences distinctes
existent aussi au niveau de leur réseau d’expression tissulaire, de leur localisation
subcellulaire et les substrats que ces enzymes phosphorylent. Les protéines de la famille PKC
sont impliquées dans plusieurs voies : la désensibilisation des récepteurs, la modulation des
événements de la structure de la membrane, la régulation de la transcription, la médiation des

réponses immunitaires et la régulation de la croissance cellulaire (Wang X et al. 2012). En
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effet, la PKC-théta (PKC-0) est un membre de cette famille et c’est un composant essentiel

dans ’activation optimale des LTs (Altman A & Villalba M. 2008).

VIL.6.2. La PKC-théta :

La PKC-0 est un membre de la famille PKC précisément de la catégorie des nPKC.
Cette kinase a une structure de base composée d'un domaine de régulation N-terminal et d'un
domaine de kinase C-terminal hautement conservé. Ce dernier est attaché par une région
unique ‘V3’ qui contient un motif de polyproline. Cette région joue un rdle essentiel dans la
translocation de PKC-0 a la synapse immunologique (SI). La région régulatrice N-terminal
quant a elle, est suivie de deux domaines C1, en tandem (Cla et C1b), riches en cystéines et
contenant une séquence de pseudo-substrat (V1), ces domaines sont responsables de la liaison
au DAG. Le dernier domaine de cette région est le C2-like, responsable dans la liaison avec

les kinases LCK (Brezar V et al. 2015) (Figure 18).

LCK GLK
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Figure 18 : Structure et réglementation du recrutement de la PKC@ (d’aprés Arendt CW et al. 2002).

Au repos, la PKC-0 est maintenue dans un état inactif ou fermé donc inaccessible aux
substrats cellulaires. Cependant, lors de la stimulation de TCR par un complexe peptide/CMH
(signal 1) et I'engagement du signal co-stimulateur CD28 (signal 2), la protéine kinase Lck
phosphoryle Zap70 qui a son tour active LAT et génére la phospholipase-yl (PLCyl) qui
génere ensuite le DAG. Ce dernier est accumulé sur la membrane plasmatique pour se lier au
domaine CI de la PKC-0. Le contact des LTs spécifiques d'antigéne et les CPA induit la
formation d'une structure hautement ordonnée, appelée complexe d'activation
supramoléculaire (SMAC), au site de contact ou la tyrosine kinase Lck joue un role clés dans

la régulation de la formation du complexe tri-moléculaire CD28-Lck-PKC-0 (Sun Z. 2012).
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Le mécanisme par lequel elle participe au changement de conformation et a
I’activation kinase reste encore peu clair. L’activation de la PKC-0 conduit finalement a un
réseau de transcription ou elle est transloquée au noyau via le signal de localisation nucléaire
(NLS), formant un complexe actif qui comprend I'ARN polymérase II, la kinase MSK-1, la
diméthylase spécifique de la lysine 1 (LSD1) et la molécule adaptatrice 14-3-3. Cette
signalisation permet d’amplifier la transcription de geénes de la prolifération et la
différenciation des cellules T (Brezar Vet al. 2015).

Les études ex vivo ont montré que la PKC-6 est impliquée dans ’activation des geénes
qui codent le NF-kB (c-REL), la protéine d’activation-1 (AP-1), et le facteur nucléaire des
LTs (NFAT). Toutes ces protéines sont indispensables a 1’activation de 1I’'IL-2 qui traduit le
signal & une réponse inflammatoire (Thuille N et al. 2005) (Figure 19).

CD28-LCK-PKC-B

pSMAC

Figure 19 : Recrutement de la PKC-théta a la synapse immunologique (Brezar V et al. 2015).

SMAC : complexe d'activation supramoléculaire, Lek : tyrosine kinase, NLS : signal de
localisation nucléaire, PLCy1 : phospholipase-yl, LAT : linker for activated T-cells, Zap-
70 : protéine kinase associée a la chaine zéta, LSD1 : diméthylase spécifique de la lysine 1,
AP-1 : protéine d’activation-1, NF-KB : Nuclear Factor-kappa B, Pol II : Polymerase II.
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VI1.6.3. Le géne PRKCQ :

La kinase sérine/thréonine PKC-0 est codée par le gene PRKCQ, localis¢ sur le locus
10p15. 1l s’étend sur environ 62 kb et il se compose de 15 exons. Le site d'initiation de la
traduction AUG a été localisé dans I’exon 1, alors que l'exon 15 comprend le site de
terminaison de la traduction UAG ainsi que le signal de polyadénylation AUUAAA. La
protéine produite a un poids moléculaire d’environ 81KDa. Elle est exprimée principalement
dans les tissus lymphoides et en particulier dans les LTs (Kofler K et al. 1998).

La région chromosomique localisée en 10pl5 est caractérisée par trois genes
candidats ; PRKCQ, IL-2RA et LOC399716. En effet, plusieurs travaux ont montré que
certains polymorphismes situés sur ces génes sont susceptibles d’étre candidats a la survenue
de plusieurs MAI notamment, la PR et la SA (Cooper J et al. 2008 ; Barrett JC et al. 2009 ;
Strange A et al. 2010 ; Kiani AK et al. 2015 ; Feilan Chen et al. 2016).

V1.6.4. Les polymorphismes du géne PRKCO :

Quatre polymorphismes situés au niveau des trois genes LOC399716 (rs947474,
rs4750316), PRKCQ (rs11258747) et IL-2RA (rs12722489) ont fait I’objet de nombreuses
¢tudes d’association génétique (Cooper et al. 2008 ; Feilan Chen et al. 2016).

Le gene LOC399716 ou encore appelé DKFZp667F0711 (10p15.1) comprend deux
exons codant pour un ARNm dont le rdle est méconnu (hypothetical protein
DKFZp667F0711) (Barrett JC et al. 2009). De ce fait, les deux polymorphismes identifiés sur
ce gene (1s947474 et le rs4750316) ont été attribués au géne PRKCQ ¢étant le plus proche avec
une distance de 76 Kb (Feilan Chen et al. 2016) (Figure 20).

2047474
sl 2722480
rsdTE0316
3 3
T6EDb
LOC3997T16 PEREECQ IL-2RA

Figure 20 : Positionnement des SNPs sur les géenes PRKCQ, IL-2RA et LOC399716 (d’apres
Barrett JC et al. 2009).
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Le SNP rs12722489 (IL-2RA) a été trouvé associé chez des patients SA avec uvéite et
le SNP rs4750316 (PRKCQ) a été trouvé associ¢ avec le développement de la PR (Cooper et
al. 2008 ; Marieke J.H et al. 2009 ; Hinks A et al. 2010 ; Kiani AK et al. 2015). D’autre part,
il a été¢ montré que les SNPs (rs947474, rs4750316) se trouvent finalement en DL avec le SNP
(rs12722489-1L-2RA) (Cooper et al. 2008 ; Barrett JC et al. 2009). De ce fait, nous avons
choisi d’étudier I’'impact du polymorphisme rs4750316 attribués au géne PRKCQ sur la
survenue de la spondylarthrite, ¢’est un SNP tag de la région candidate 10p15.

VL.7. Association de ’enzyme ACE avec la spondylarthrite ankylosante :

V1.7.1. Le systéme rénine-angiotensine (SRA) :

Le SRA est un systétme autacoide, ce sont des substances organiques spécifiques
formées par les cellules d'un organe. Elles sont déversées dans le sang et provoquent dans les
autres organes des effets semblables a ceux des médicaments. Ce systéme fait intervenir un
précurseur produit dans le foie, 1’angiotensinogene (AGT), pour conduire a la formation
d’angiotensine I (Ang I) dans le sang. Celle-ci est convertie en Ang II dans le poumon par
I’action de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) (Michel JB et al. 1997 ;
Laraqui A. 2006). Quand le volume sanguin diminue, les reins sécrétent la rénine qui
clive I’AGT en Ang I puis en Ang II par I’ACE. L’Ang II exerce un effet
vasoconstricteur et provoque une augmentation de la pression sanguine en stimulant le
systeme nerveux sympathique et la sécrétion d’aldostérone et de vasopressine et ainsi la
réabsorption de sels et la rétention d’eau (Oparil S. et al. 1974 ; Goodfriend T.L et al.
1996). L’ ACE est une enzyme clé du SRA, elle établit le maintien de la pression artérielle et
I’équilibre hydrominéral (Mahi F. 2014) (Figure 21).

-

Figure 21 : Le systeme rénine-angiotensine (SRA) (http://master.univ-paris-diderot.fr, mise a jour 11/2002).
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V1.7.2. Les voies de signalisation du SRA :

Les récepteurs transmembranaires AT1-R et AT2-R lient ’Ang II avec une haute
affinité (Lin S.Y & Goodfriend T.L. 1970). L’ Ang II peut exercer ses effets sur le récepteur
AT2, aux roles approximativement contraires a ceux d’AT1 (Marchesi et al, 2008).

La liaison de 1’Ang II avec ses deux récepteurs AT1-R et AT2-R déclenche différentes
voies de signalisation aboutissant d’abord, a une réponse fonctionnelle immédiate
(hypertension artérielle), puis a une réponse structurale hypertrophiante et a des réponses pro-
inflammatoires et pro-coagulantes (Lin S.Y & Goodfriend T.L. 1970). En effet, I'Ang II
stimule l'expression de molécules d'adhésion aux leucocytes, au recrutement des cytokines
inflammatoires et augmente le stress oxydant, lui-méme responsable du déséquilibre de la
balance endothéliale (par I’activation des MAP Kinases) (Michel JB et al. 2004). Inversement,
les cellules inflammatoires générent des enzymes telles que I'ACE, favorisant une
augmentation de la production locale de I’Ang II dans la paroi vasculaire, instituant un
véritable cercle vicieux (Marchesi et al. 2008). L'Ang 1l agit aussi comme un facteur de
croissance pour les cellules musculaires lisses vasculaires qui produisent le VEGF « Vascular
endothelial growth factor » qui induit la néo-angiogenése et la production du PGE2
(Prostaglandine E-2) et PGI1 (Prostaglandine I-1) par les cellules endothéliales (Gimbrone
M.A & Alexander R.W. 1975 ; Baylis et Brenner. 1978 ; Chua et al. 1998 ; Pupilli et al. 1999)

(Figure 22).
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Figure 22 : Schéma simplifi¢ du métabolisme des angiotensines et de leurs effets
physiologiques mediés par les récépteurs AT (D apres Jean-Baptiste M. 2004).
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V1.7.3. L’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE) :

L’ACE est connue sous différentes dénominations, comme la dipeptide
carboxypeptidase ou la peptidylpeptide hydrolase ou Kininase Il (Laraqui A. 2006). C’est une
métallo-enzyme a zinc, appartenant a la famille des carboxypeptidases. La présence de
I’atome de zinc et du chlore modifie la conformation de son site actif, lui donnant sa
spécificité pour les substrats di-peptidiques. On lui connait de nombreux substrats tels que
I’Ang 1, la bradykinine et I’enképhaline (Chalghouma et al. 2010 ; Amrani A. 2015). L’ACE
est une enzyme ubiquitaire de distribution trés large puisque la forme membranaire est
présente sur toutes les cellules endothéliales et épithéliales (Diall A.A. 2011).

L’ACE est une protéine hautement glycosylée (les sucres représentent selon les
formes, 20 a 30% de son poids moléculaire). Elle est synthétisée sous forme d’un précurseur
avec un peptide signal de 29 aa qui est clivé pour donner la molécule mature (Mahi F. 2014).
La séquence compléete en acides aminés de I’ACE a été déterminée sous trois formes : une
forme membranaire : avec un poids moléculaire de 160 Kda et pourvue de peptide d’ancrage,
une forme circulante : soluble légérement plus petite avec un poids moléculaire de 140 Kda et

une forme testiculaire de 90 Kda.

V1.7.4. Structure du géne ACE :

Le gene codant l'enzyme ACE a été localisé sur le chromosome 17 du génome
humain, en17q23 (Mattei et al. 1989 ; Cambien & sourbier. 1995). 11 s’étend sur 21 kb
portant 26 exons (Hubert C. 1991). Le géne ACE code pour deux iso-enzymes selon
l'utilisation alternative des deux promoteurs, soit le promoteur de type somatique (en 5’UTR),
soit le promoteur de type germinal (intron 12) (Howard et al. 1990). Le plus grand ARNm est
obtenu a partir de la transcription des exons: de 1 a 26, a I’exception de I’exon 13 et il
correspond a ’ACE de type endothélial (ACE somatique). Le second ARNm est transcrit a
partir des exons : de 13 a 26. Il correspond a I’ACE testiculaire (ACE germinale) (Hubert C.
1991).

V1.7.5. Polymorphismes du géne ACE :

Un total de 252 polymorphismes a ét¢ décrit au niveau du gene ACE, dont cinqg de type
SNPs (rs1800764, rs4291, rs4309, rs4331, rs4340) couvrant une région de 15,6kb (Rieder et
al. 1999 ; Rebai et al. 2006). Cependant, le polymorphisme le plus étudié consiste en une
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insertion/délétion (I/D) (rs4340), 1ié a la présence ou 1’absence d’une séquence A/u de 287pb

au niveau de I’intron16 de ce géne. (Figure 23).
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Figure 23 : Représentation schématique du géne de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine humaine
(d’aprés Keavney B et al. 1998).
Les exons sont indiqués par les boites noires, les SNP et la localisation du polymorphisme 1I/D
sont indiqués par des fleches.

Il a été¢ démontré que le taux circulant d’ACE dans une population humaine donnée
suit une distribution bimodale en faveur d’une détermination génétique. Ce déterminisme
génétique a été confirmé lorsqu’on a pu montrer que le polymorphisme [ACE] rs4340 (1/D)
peut revétir trois formes : La forme courte (DD) code pour un taux élevé de I’enzyme
circulante, la forme longue (II) pour un taux plus bas et la forme hétérozygote (ID) pour un
taux intermédiaire (Laraqui A. 20006).

Bien que la nature et l'emplacement du ou des polymorphismes fonctionnels
responsables des taux d'ACE plasmatiques restent un mystere, toutes les études réalisées dans
les populations caucasiennes ont indiqué que la majorité des polymorphismes dans la région
candidate du géne ACE sont étroitement liés au polymorphisme I/D (Sayed-Tabatabaei F.A et
al. 2006). Les chercheurs ont donc continué de 1’utiliser comme marqueur valide pour étudier
les associations entre le(s) polymorphisme (s) fonctionnel (s) et les conditions
physiopathologiques inconnues.

Une masse considérable de travaux a visé 1’évaluation de I’impact du polymorphisme
I/D sur les concentrations plasmatique et tissulaire de I’ACE. L’hypothése d’un role
fonctionnel que pourrait jouer ce polymorphisme a ¢été¢ validée dans une étude quantitative
dont les sujets porteurs de 1’alléle D présentaient un taux presque double de I’expression du
geéne de ’ACE comparé a ceux porteurs de ’allele I (Rigat et al. 1990 ; Costerousse et al.
1993 ; Suehiro et al. 2004). En effet, les génotypes respectifs ID et DD étaient associés a une
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augmentation de 25 a 50% de la concentration plasmatique de I’enzyme ACE comparés au
génotype Il (Wang W et al. 1997 ; Staesson J et al. 1997).

L’ensemble de ces travaux a confirmé que les taux €élevés d’ACE dans le plasma ainsi
que dans les parois des vaisseaux favorisent la formation des molécules de I’Ang II qui
activent le facteur NF-xB et la production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines
(Dalbeth N et al. 2005). Ces angiotensines sont capables ¢galement d’inactiver la bradykinine
qui est un vasodilatateur et un médiateur important dans le systéme kinine qui comprend
plusieurs protéines sanguines, ce systeme joue un role dans I’inflammation, le contrdle de
la pression artérielle, la coagulation et la douleur (Riordan JF. 2003 ; Hong SJ et al. 2003).

Par conséquence, les inhibiteurs de I'ACE empéchent I'activation du NF-kB et inhibent
la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1 et I'lL-6 par les
monocytes et les cellules dendritiques (Dalbeth N et al. 2005). De plus, il a été rapporté qu’un
individu porteur de l'allele D a une activité d’ACE relativement plus ¢levée qu'un individu
porteur de I’allele I dans le plasma et en particulier dans le liquide synovial (Shehab DK et al.
2008 ; Yigit S et al. 2012). Ces phénomenes expliquent 1’intérét potentiel du gene de I’ACE
comme acteur indirect dans la physiopathologie des maladies inflammatoires telles que : la
SA.

Par ailleurs, plusieurs travaux ont rapporté aussi des résultats d’association
significative entre le polymorphisme I/D et la survenue des SpA. Une étude cas-témoins a
montré une association significative entre le génotype DD et ’atteinte oculaire et sacro-
iliaque chez les patients atteints de la SA (Inanir A et al. 2012). Aussi, une autre étude a pu
mettre en évidence une association significative entre le rhumatisme psoriasique (SpA) et
l'allele I (Al-Awadhi AM et al. 2007). Ensuite, 1’é¢tude d’Inanir et ses collaborateurs a montré
que l'allele D a été corrélé avec le développement de la SA (p< 0,001) entre 122 patients et
140 controles (Inanir A et al. 2012). L'étude d' Inal et son équipe quant a elle, a démontré une
association significative entre le génotype II et la maladie (P=0,005, OR > 1) dans la méme
population incluant 38 cas et 71 témoins ([nal E.E et al. 2016). De plus, le génotype DD et/ou
I’allele D semblaient aussi, étre des marqueurs génétiques de développement de la PR dans

différentes populations (Uppal S.S et al. 2007 ; Yigit S et al. 2012 ; Ahmed A.Z et al. 2013).
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VI.8. Association entre les récepteurs Fc Gamma et la spondylarthrite ankylosante :

De récentes études ont montré que les FcyRs jouent un role important dans la
coopération entre le systéme immunitaire innée et le systeme adaptatif. Les récepteurs Fc
forment un groupe hétérogene de glycoprotéines de surface sur les cellules hématopoiétiques.
Ces récepteurs régulent plusieurs réponses a médiation humorale et cellulaire incluant la
phagocytose, la dégranulation et la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).
Ils interviennent également dans la régulation transcriptionnelle des cytokines et de
chimiokines. Ils reconnaissent spécifiquement les différents isotypes d'Immunoglobulines
(IgA, IgG, IgD, IgE et IgM) (Li X et al. 2009).

Chez 'Homme, la famille des FcyRs se divise en trois sous-familles de récepteurs :
FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) et FcyRIIT (CD16). Les récepteurs FcyRI, FcyRITA/FcyRIIC
et FcyRIII sont activateurs alors que le FcyRIIB est inhibiteur notamment de la phagocytose,
de la cytotoxcicité et de la présentation de 'antigene. Ils agissent tous grace aux motifs ITAM
(Immunreceptor Tyrosine Activating Motif) ou aux motifs ITIM (Immunreceptor Tyrosine

Inhibitory Motif) (Li X et al. 2009) (Figure 24).
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Figure 24 : Structure des classes de FcyR humains (Li X et al. 2009).

ITAM (Immunreceptor Tyrosine Activating Motif), ITIM (Immunreceptor Tyrosine Inhibitory Motif)

VI.8.1. Les récepteurs FcyRIII :

Cette sous classe est formée de deux types de récepteurs, le FcyRIIla et FcyRIIIb. Ils
sont codés par les genes FCGR3A4 et FCGR3B, respectivement. Le récepteur FcyRIlla est

exprimé a la surface des monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques et NK, il est
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impliqué dans 1'¢limination des complexes antigéne-anticorps, ainsi que d'autres autres
réponses d'anticorps dépendantes. Ce récepteur est exprimé comme une glycoprotéine
membranaire intégrale ancré par l'intermédiaire d'un peptide transmembranaire alors que le
FcyRIIIb est exprimé a la surface des neutrophiles et des basophiles et il est ancré par une
liaison phosphatidylinositol (PI). Le récepteur FcyRIlla fixe des IgG monomériques avec une
moyenne affinit¢ alors que les deux FcyRIlla et FcyRIIIb se lient efficacement aux IgG
multimériques et aux complexes immuns (Simmons & Seed. 1988 ; Croker & Kimberly.

2005).

VI1.8.2. Les variants de nombre de copie des génes FCGR :

Un cluster de genes localisé sur 1g23.3 est constitué¢ de cinq genes FCGR (Low-affinity
Fc gamma Receptor) : FCGR2A, FCGR3A4, FCGR2C, FCGR3B et FCGR2B, respectivement
(Breunis WB et al. 2009 ; Machado LR et al. 2012). Seulement trois genes dans ce cluster
comportent des régions de variations de nombre de copies (CNVs) (FCGR3A4, FCGR3B, et
FCGR2C), alors que les deux autres génes n’en comportent pas (Breunis WB et al. 2009 ;
Machado LR et al. 2012).

Des duplications et des délétions d'environ 82kb ont été décrite pour le gene FCGR3B
(De Haas M. et al. 1995 ; Koene H.R. et al. 1996), elles sont identiques a 98% (Bailey J.A. et
al. 2002). Une étude a montré par Southern blot que ces CNVs étaient le résultat d'une
recombinaison inégale entre FCGR2A et FCGR2B qui a induit la formation d’un pseudogene

FCGR2C (Warmerdam P.A. et al. 1993 ; Marques R.B. et al. 2010) (Figure 25).
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Figure 25 : Cluster des génes FcyRs au niveau du chromosome 1 (d’aprés Marques R.B. et al.

2010).
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Une plus récente étude a montré que, par ailleurs, il existe plusieurs break points,
distribués sur l'ensemble de la région FCGR, et regroupés dans des clusters de mutations
créant un hot spot de recombinaison NAHR. Ces derniers, favorisent I’apparition de délétions
de différentes tailles entre FCGR3B et FCGR3A (Machado L.R. et al. 2012).

Par ailleurs, le locus FCGR a été largement étudié, précisément, les génes FCGR3, ils
ont été associés au Lupus (Chen JY et al. 2014), a la PR (Graf SW et al. 2012) et a la SA (Li
Wang et al. 2016). L’équipe de Li Wang et al, a montré que les CNVs sur les deux geénes
FCGR3A4 et FCGR3B étaient significativement associés a la susceptibilité de développer la
SA dans la population Chinoise. Cette équipe a suggéré que les carences des protéines
FcyRIlla et FcyRIIIb pourraient étre un facteur de risque génétique a la susceptibilité de la

spondylarthrite (Li Wang et al. 2016).

VI.9. Association entre la chimiokine CCL3L1 et l1a spondylarthrite ankylosante :

V1.9.1. La chimiokine CCL3L1 :

La famille des chimiokines est divisée en deux groupes, les CXCs (ou sous-famille a)
codés par 15 génes, et les membres de C-C motifs (la sous-famille B) codés par 16 genes,
localisés au niveau du chromosome 17q11.2-q12 et 8 génes dispersés sur les chromosomes 2,
7,9 et 16 (Zlotnik & Yoshie. 2000). Parmi les 16 génes (chromosome 17), il existe 2 paires de
genes trés proches CCL3/CCL3LI et CCL4/CCL4L1 (Figure 26). Cette région a été
caractérisée par la présence de CNVs, et les mieux décrits sont ceux du gene CCL3L1 (Modi

W.S. 2004).

Centromére Télomére

CCL3 CCL4 CCL3L3 CCL4L1 CCL3L2 CCL3L1 CCL4L2

pG CpG

Genes chimiokines (Homo Sapiens) Chromosome 17

Figure 26 : Le cluster du géne CCL3L! (d’aprés Shrestha S. et al. 2010).

Orientation et localisation des génes CCL3 (Gene ID : 6348), CCL3L1 (Gene ID : 6349), CCL3L2 (Gene ID :
390788) et CCL3L3 (Gene ID : 414062) sur le chromosome 17.
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Les génes CCL3/CCL3LI codent pour les Macrophages Inflammatory Protein (MIP)-
la, plus particuliérement les isoformes LD78a et LD78p, respectivement. Ce sont des [3-
chimiokines avec un faible poids moléculaire qui agissent comme des cytokines pro-
inflammatoires en induisant l'activation d'une large variété de cellules immunitaires, et plus
particulierement les LTs CD8+, et les cellules dendritiques immatures. Elles sont inhibées par
IL4, IL10 et IL13 (Standiford T.J. et al. 1993 ; Berkman N. et al. 1995). Ces protéines sont
produites pour attirer les lymphocytes et amplifier la présence des macrophages dans le site de
l'inflammation (Menten P. et al. 1999).

L'isoforme LD78B est deux fois plus efficace que l'isoforme LD78a pour le
chimiotactisme des monocytes et les lymphocytes. De plus, I'isoforme LD78f est 1'agoniste le
plus efficace du co-récepteur CCRS qui, par sa fixation, permet une activité anti-virale et
inhibe la réplication du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) lors des infections
(Menten P. et al. 1999 ; Aquaro S. et al. 2001 ; Lederman M. et Sieg. 2007). C'est pour cette
raison que les CNVs du géne CCL3LI ont le potentiel d'influencer les désordres
immunologiques et I'auto-immunité, ce qui a fait de lui un géne candidat fonctionnel dans le

développement des MAL

V1.9.2. Les variations de nombre de copie du géne CCL3L1 :

Le gene CCL3LI (Chemokine C-C motif Ligand 3-like I) est localisé au niveau du
chromosome 17 dans un cluster de genes homologues (CCL3, CCL3L3 et CCL3L2). Ce geéne
peut subir des duplications ou des délétions de 90kb. Il partage environ 96% de séquences
similaires avec son paralogue CCL3 (Ben Kilani M.S. 2014). Le nombre de copie de ce géne
variait entre 0 et 4 copies dans la population Européenne et peut aller jusqu'a 14 copies dans
la population Africaine (Gonzalez E. et al. 2005). Mais ce nombre a été récemment revue a la
baisse pour atteindre 10 copies (Carpenter D. et al. 2012).

Plusieurs ¢tudes ont suggéré que les récepteurs de chimiokines, qui activent la réponse
inflammatoire, auraient un réle dans la physiopathologie des maladies auto-immunes
(Godessart & Kunkel. 2001 ; Ezerzer & Harris. 2007). En effet, les CNVs du géne CCL3L1
ont été significativement associés a la survenue du Lupus, de la PR et du DT1 (Mamtani M. et
al. 2008). De ce fait, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de I’impact des CNVs du geéne

CCL3L1 sur la susceptibilité de développer la SA dans notre population d’étude.
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Objectifs de la these

La spondylarthrite ankylosante (SA) est un rhumatisme inflammatoire chronique. C’est
une pathologie complexe qui résulte de I’interaction de différents facteurs environnementaux
sur un terrain génétique prédisposant. Méme si I’antigene HLA-B27 a été longtemps, le seul
gene associé de fagon certaine a cette maladie, grace aux avancées technologiques, de nouveaux
facteurs génétiques de susceptibilité a la SA ont été identifiés.

Ces découvertes ont permis d’identifier des polymorphismes nucléotidiques simples
(Single Nucleotid Polymorphism ou SNP) sur une vingtaine de locus génétiques afin de mieux
comprendre la physiopathologie de la SA et ont ouvert la voie a de nouvelles pistes
thérapeutiques. Cependant, une large part de la prédisposition génétique reste a expliquer et
I’un des défis actuels consiste a identifier la part d’héritabilité «manquante ».

I1 est admis maintenant que le génome est trés instable et que des régions, qui peuvent
dépasser plusieurs dizaines de milliers de nucléotides sont délétées, remaniées ou dupliquées.
Le génome contient des milliers de ces variations de structure appelées : CNV (Copy Number
Variation). Ces variants ont été retrouvés dans la population humaine et chez les animaux. Ces
régions délétées ou dupliquées du génome représentent une source importante de variabilité
génétique chez I’Homme, c’est pourquoi I’analyse des CNV a suscité un engouement important
dans la recherche sur les maladies complexes humaines ces derniéres années

Le travail présenté dans ce manuscrit s’est organisé autour de deux axes de recherche
complémentaires, avec comme principal objectif une meilleure compréhension des facteurs
génétiques impliqués dans la survenue de la SA dans la population de 1’Ouest Algérien. Le
caracteére complémentaire de ces deux axes renforce les défis portés sur 1’héritabilité
«manquante » de cette pathologie complexe.

Dans le premier axe de ce travail, nous avons eu comme objectif de déterminer la
fréquence de HLA-B27 chez les sujets témoins originaires de 1’Ouest Algérien. Ce travail nous
a permis de de positionner notre échantillon de la population Algérienne par rapport aux
différentes populations du monde. Ensuite, nous avons eu comme but de réaliser des
stratifications entre les groupes de cas et de témoins selon le statut HLA-B27 positif ou négatif.
L’objectif de cette stratification était de pouvoir distinguer les effets des autres genes étudiés

sur la susceptibilité a la SA indépendamment de I’influence de HLA-B27.
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Dans le deuxieme axe de cette these, notre premier objectif a été d’investiguer différents
marqueurs génétiques de geénes candidats par des €tudes d’association génétique cas/témoins.
En effet, nous avons sélectionné des polymorphismes de type SNP situés sur quatre genes
différents [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et
[PRKCQ] 154750316 (G>C). Ce choix a été fait par rapport aux données publiées dans les
GWAS et dans les études d’association cas/témoins réalisées sur la survenue de la SA et de la
polyarthrite rhumatoide (PR). Ensuite, nous nous sommes également intéressés a explorer
I’impact du polymorphisme insertion/délétion (I/D) (rs4340) du gene ACE sur la susceptibilité
de développer la maladie. Cette exploration était motivée par 1’effet de ce polymorphisme dans
I’induction des mécanismes d’inflammation par la synthése de cytokines pro-inflammatoires.

Le dernier objectif de cette partie a porté sur I’étude de marqueurs génétiques de type
CNVs au niveau de trois genes candidats : FCGR3A4, FCGR3B et CCL3L1. Ce choix a été basé
selon les différents et récents travaux réalisés sur la prédisposition de la SA et la PR dans la

littérature.
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Materiel et Meéthodes

I. Population d’étude :

La présente étude a été réalisée sur deux échantillons, le premier comprenait les
patients atteints de la SA et le deuxiéme comprenait les contrdles sains. La collection d’ADN
a ¢té ¢établie au niveau du laboratoire de Génétique Moléculaire et Cellulaire (LGMC) de
I’USTO-MB. Tous les sujets de I’étude sont originaires de 1’Ouest Algérien (Oranie). Cette
région regroupe les villes dont les coordonnées géographiques sont comprises entre latitude
36°20’° nord, longitude 14°40’ ouest et latitude 34°20’ sud, longitude 1°15 ouest. L’origine «
Ouest-Algérienne » de chaque individu a été définie par rapport au critére de naissance dans
cette région, en plus d’avoir une ascendance née dans cette région sur au moins deux
générations (les parents et les grands parents). Les individus participant a cette étude ont signé
un consentement éclairé, donnant leur accord pour participer a une étude génétique (Annexe

2).

I.1. Le groupe des Cas :

Le premier échantillon (Cas) est constitué de 83 patients atteints de la SA, recrutés au
niveau du service de rhumatologie au Centre Hospitalo-Universitaire d’Oran (CHU d’Oran).
Le diagnostic des patients a été établi selon les criteres d’Amor (Amor et al. 1990) et de
’ESSG (Groupe Européen d’Etude des Spondylarthropathies) (Dougados et al. 1991). L’age
de diagnostic de nos patients était compris entre 10 et 71 ans. Une fiche de renseignements
personnelle et clinique a été remplie par les médecins pour chaque malade (Annexe 3).

I.2. Le groupe des Témoins :

L’¢échantillon des contrdles comprenait deux groupes, le premier appelé « Témoins 1 »
compos¢ de 131 sujets sains non apparentés, agés entre 20 et 64 ans (Tableau 5). L’absence
de consanguinité et de toute maladie auto-immune chez les parents des sujets a été retenue
comme criteére de sélection. Le recrutement s’est déroulé au centre de transfusion sanguine au
Centre Hospitalo-Universitaire d’Oran (CHU d’Oran).

Tableau 5 : Caractéristiques de la population d’étude Cas-Témoins 1

Caractéristiques Cas Témoins 1
83 (%) 131 (%)
Hommes/Femmes 38/45 54/77
(46/54%) (41/59%)
Moyenne d’age (ans) = Ecart type moyen 35,54 £ 14,46 29,31+ 10,34
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Nous avons disposé aussi d'une banque de données de génotypes de témoins concernant
le polymorphisme /D du géne ACE. Ce 2°™ groupe « Témoins 2 » est constitué de 110 sujets
sains recrutés par 1’équipe du Pr. Mediene-Benchekor Sonia (LGMC, USTO-MB). Les
caractéristiques sont représentées sur le tableau 6.

Tableau 6 : Caractéristiques de la population d’étude Cas-Témoins 2

Caractéristiques Cas Témoins 2
83 (%) 110 (%)
Hommes/Femmes 38 54
(46%) (49%)
Moyenne d’age + Ecart type moyen 35,54 £ 12,43 ans 39+ 6,72 ans

I1. Extraction d’ADN :

Les molécules d’ADN ont été extraites a partir du sang total collectés des patients SA
(15ml) par la technique d’extraction au NaCl, appelée aussi « salting out » (Miller S.A. et al.
1988). L’extraction a eu lieu au niveau du LGMC, USTOMB. La concentration d’ADN
génomique a ensuite été mesurée par spectrophotométrie et normalisée a des concentrations
finales de 10 a 100 ng/ul selon les techniques utilisées.

Les études génétiques effectuées sur ces banques d’ADN restent anonymes, et les
informations personnelles restent confidentielles. Chaque personne est identifiée par un

numéro unique, permettant ainsi une tracabilité permanente.

III. Génotypage moléculaire :
II1.1. Technique de discrimination allélique en temps réel (TaqMan) :

Depuis son invention, la PCR est devenue la technique la plus utilisée pour la
détection de I’ADN et de I’ARN. A partir d’une simple copie d’une séquence particulicre
d’acides nucléiques, cette séquence peut étre spécifiquement amplifiée et détectée (Poitras E
& Houde A. 2002). La technologie de la PCR en temps réel est basée quant a elle sur la
détection et la quantification d’un «reporter» fluorescent dont I’augmentation du signal
fluorescent est directement proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons générés durant la
réaction de PCR.

II existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons par PCR
en temps réel : les agents se liant a ’ADN double brin (ex. SYBR Green I) ou les sondes

fluorescentes. Pour cette dernieére catégorie, il existe quatre technologies principales :
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hydrolyse de sondes (7TagMan assay), hybridation de 2 sondes (HybProbes), balises
moléculaires (Molecular Beacons) et amorces scorpion (Scorpion primers). Selon les études,
ces différentes technologies auraient une sensibilité¢ équivalente. Cependant, elles présentent
des différences au niveau de la spécificité (Wittwer et al. 1997 ; Bustin. S.4 2000).

Au cours de cette thése, nous avons utilisé¢ la technologie d’hydrolyse de sondes
appelée aussi « TagMan assay » afin de réaliser le génotypage de quatre polymorphismes
nucléotidiques ainsi que le typage de 1’antigéne HLA-B27. Cette technologie est basée sur
I’activité 5’-exonucléasique de la Taq polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa
séquence cible sur D’amplicon durant 1’étape d’hybridation/extension de la PCR. Un
fluorochrome émetteur (reporter) (ex. FAM) est fixé a Dextrémité 5° de la sonde
d’hybridation et son émission est inhibée par un second fluorochrome suppresseur (quencher)
présent a I’extrémité 3° (ex. TAMRA). Lorsque stimulé, le fluorochrome émetteur transfert
son ¢énergie au fluorochrome suppresseur voisin par le principe FRET (fluorescence
resonance energy transfer) qui dissipe cette énergie sous forme de chaleur plutét que
d’émettre de la fluorescence. Etant donné que I’activité 5’-exonucléasique de la Taq
polymérase est spécifique a ’ADN double brin, les sondes libres en solution demeurent
intactes et aucune fluorescence n’est émise (a). Lors de I’étape d’hybridation, la sonde et les
amorces se fixent a leurs séquences complémentaires respectives. A I’étape suivante, la Taq
polymérase débute 1’¢longation du nouveau brin d’ADN a partir de 1’amorce jusqu’a ce
qu’elle rencontre sur son passage la sonde hybridée qu’elle déplace et hydrolyse avec son
activité 5’-exonucléasique (b). Le reporter est alors libéré de I’environnement du suppresseur
permettant ainsi I’émission de fluorescence qui augmente a chaque cycle proportionnellement

au taux d’hydrolyse de la sonde (¢) (Mackay et al. 2002) (Figure 27).

5 > AN
bl L UL L a
3 5 —
5 ? ? 3
3 \
5
A
vl 5 r
- Ld
@ b
i ~ 2t
~ > ’I
> o A A
I e o C o o
3 : s < 3 = 5
1.1 :sonde TagMan ’I: sonde hydrolysée avec suppresseur mbeee: ADN double brin cible
"% sonde hydrolysée avec fluorochrome stimulé : amplicon : amorce

Figure 27 : Hydrolyse de sondes (TaqgMan assay) (Poitras E & Houde A. 2002).
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II1.1.1 Génotypage de 1’allele HLA-B27 :

La détermination du statut HLA-B27 a concerné 200 ADNs de 81 patients atteints de
la SA et 119 témoins. La présence et/ou 1’absence de ’antigene HLA-B27 chez ces deux
groupes a ¢té déterminée au sein du Laboratoire d’Immunologie a I’Institut Pasteur d’Alger.
Le typage HLA-B27 a été¢ réalis¢ par la PCR en temps réel (TagMan) en utilisant un kit
commercialisé (GeneFinder HLA-B*27 Real Amp kit).

Les réactions d’amplifications ont été refaites pour chaque individu au minimum deux
fois en utilisant un controdle positif et négatif a chaque réaction. La fiche technique du kit ainsi

que les détails du génotypage sont présentés dans I’annexe 4.

111.1.2. Génotypage des SNPs :

Le génotypage des quatre polymorphismes [CTLA4] 1s3087243 (A>G), [REL]
rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et [PRKCQ] 154750316 (G>C) a été réalisé par
discrimination allélique par sondes fluorescentes en temps réel (TagMan®, LifeTech)
(Tableau 7). Ce travail a été fait au Laboratoire Européen de la polyarthrite rhumatoide,
GenoHotel-EA3886 (Genopole d’Evry, France).

Les réactions d’amplification de nos échantillons ont été réalisées sur 1’appareil de
PCR en temps réel « ABI-7500 » (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) selon le
protocole du fabricant. Les conditions ainsi que le protocole de PCR sont les mémes quelque-
soit le polymorphisme étudié, seul le mélange des amorces et des sondes fluorescentes est
spécifique pour chaque polymorphisme (Annexe 5).

Tableau 7 : Les SNPs s¢électionnés pour le génotypage par la technologie TagMan

Genes/ db Assay ID
Locus SNP ID LifeTech SNP Localisation Polymorphismes
CTLA4 rs3087243 C__ 3296043_10 A/G Chr 2 3’UTR
REL rs13031237 C_ 3219755 10 G/T Chr 2 Intron
CD40 rs4810485 C_ 1260190 _10 G/T Chr 20 Intron
PRKCQ rs4750316 C_ 32117918 10 C/G Chr 10 Intergénique

db : data base ; SNP : Single Nucleotide Polymorphism ; Chr : chromosome ; ID : Identification Number.
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I11.2. Technique d’amplification par PCR multiplex :

La PCR multiplexe est I’un des outils les plus utilisés en génotypage pour la détection des
SNP, SSR, STR, microsatellites..., également employée pour identifier des mutations des
maladies génétiques. Le principe de la PCR multiplexe est 1’utilisation d’un set de plusieurs
couples d’amorces pour amplifier simultanément une ou plusieurs cibles d’ADN en une seule

réaction de PCR.

111.2.1. Identification du polymorphisme Insertion/Délétion :

La caractérisation du polymorphisme Insertion/Dé¢létion (I/D) du géne de I’ACE a été
réalisée par PCR classique au niveau du laboratoire de recherche LGMC, USTOMB selon le
protocole et le programme illustré dans ’annexe 5. Aprés amplification, la migration des
fragments amplifiés a été obtenue par €lectrophorese sur gel d’agarose a 3%. Trois génotypes
ont été identifiés : II, ID et DD. Les séquences d’amorces utilisées pour 1’amplification de la
région d'intérét sont présentées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Les séquences des amorces utilisées pour 1’amplification du polymorphisme I/D
du géne de ’ACE

Séquences des amorces Pourcentage GC (%)

PCR classique :

sens 5-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3 54
non-sens : 5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3 48
PCR multiplex :

sens 5’-CATCCTTTCTCCCATTTCTC-3’ 45
non-sens 5’-AATTTTATTCCAGCTCTGAAAT-3’ 27
interne 5’-TGGGATTACAGGCGTGATACAG-3’ 50

L’équipe de Lindpaintner K et al, a constaté que 5 a 10% des sujets « DD » génotypés
par la PCR classique sont en réalit¢ de génotype ID (Lindpaintner K. et al, 1995). Afin de
confirmer les résultats de la PCR précédente (présence ou I’absence de 1’insertion), une 3™
amorce (PCR multiplex) a été utilisée concernant les sujets de génotypes DD (Annexe 5).
Ainsi, nous avons utilis¢ deux amorces flanquantes encadrant la région d’intérét et une
3%meamorce interne. Les séquences des amorces encadrant I’insertion et la séquence de
I’amorce complémentaire de la région interne de 1’insertion sont représentées sur le tableau 8.

La lecture des génotypes a été réalisée apres électrophorese sur gel d’agarose a 2%. Le

génotype DD a été confirmé par 1’absence de 1’amplification du fragment en question.
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Concernant les échantillons amplifiés dans cette étude, 40 ADNs (= 50%) ont été
directement amplifiés par PCR a trois amorces au laboratoire GenHotel EA3886 dont les
conditions d’amplification sont éclairées sur I’annexe 6. Cependant, la lecture des trois
génotypes a été réalisée par électrophorese sur gel d’agarose a 3% mais avec une migration de

1h30 a 150 volts afin de pouvoir séparer les deux bandes de 68 et 87 pb, respectivement.

IT1.3. Technique de 1a PCR QX200 Droplet Digital (ddPCR) :

Apres plusieurs méthodes testées dans l'analyse des variations de nombre de copies
(CNVs), la "Digital PCR (dPCR)" ou "Molecular Copy-number Counting (MCC)" a été¢ mise
en place avec succes (McCaughan & Dear 2010). Une PCR multiplex est réalisée afin
d'amplifier la séquence cible. Les produits de cette PCR sont ensuite amplifiés par une PCR
nichée a amorces spécifiques pour le géne cible et le géne de référence. Les produits PCR sont
séparés par ¢lectrophorése en gel puis un comptage simultané des aliquotes positives ou
négatives se fait pour estimer le nombre de copies (CN) du gene cible par rapport au géne de
référence (Daser A. et al. 2006 ; McCaughan F. 2009). Cette approche a ét¢ améliorée en
développant un systéme de nano fluide sur micro-puces, la Digital-array. Elle est basée sur le
fait que les molécules d’ADN individuelles sont réparties aléatoirement dans plus de 9000
nano-puits de réactions. Une PCR est lancée avec deux sondes fluorescentes spécifiques pour
le géne cible et le géne de référence. Le CN relatif par génome haploide est estimé par le ratio
entre la concentration du gene cible et du géne de référence (Qin J. et al. 2008).

Plus tard, une autre variante de digital PCR a vu le jour, remplacant la distribution des
molécules d’ADN dans des nano-puits par la partition d’un volume final de réaction normale
de qPCR en 20 000 gouttelettes (Droplets) grace au principe d'émulsion d'ou son appellation
Droplet Digital PCR (ddPCR). Une huile pour I’émulsion et le volume réactionnel sont
déposés dans deux puits différents d’une cassette. Ensuite, les gouttelettes sont générées grace
au générateur de droplets, qui va appliquer une pression pour aspirer l'huile. Cette huile va
stabiliser les droplets et le mélange réactionnel a travers des nano-circuits et mélanger les
deux solutions pour former des microgouttes qui seront collectées dans un troisiéme puits. Les
droplets générées sont ensuite transférées vers une plaque de PCR classique et amplifiées par
un thermocycleur conventionnel. Enfin, un lecteur de droplets va mesurer le signal fluorescent
dans chaque gouttelette et compter le nombre d'éveénements positifs et négatifs. Le logiciel
« QuantaSoft™ » quant a lui, estimera les concentrations (copie/ul) pour le géne cible et le
gene de référence et calculer le nombre de copies équivalent (Hindson B.J. et al. 2011)

(Annexe 7).
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L'avantage de cette technologie (ddPCR) par rapport aux précédentes c’est qu’elle
utilise un principe plus simple pour la détection de duplication en tandem qui se base sur le
choix d'une enzyme de restriction qui coupe de part et d'autre de la région amplifi¢e. La
ddPCR est donc plus économique et plus simple puisqu'elle n'utilise pas de puces, consomme
moins de réactifs, et comporte moins d'étapes (Hindson B.J. et al. 2011).

Dans ce travail de these, la QX200™ Droplet Digital PCR (Bio-Rad Laboratories,
California, USA) a été utilisée pour la caractérisation des CNVs situés sur trois geénes
différents (CCL3L1, FCGR3A et FCGR3B) au niveau du laboratoire Européen de la
polyarthrite rhumatoide, GenoHotel-EA3886. L’estimation de nombre de copies a été évaluée
en utilisant deux sondes fluorescentes pour chaque gene cible (CCL3LI, FCGR3A4 et
FCGR3B) portant chacune un fluorophore différent (selon la méthodologie TagMan). La
premicre sonde est spécifique du gene d’intérét (FAM) alors que la deuxiéme est spécifique
d’un gene de référence (VIC) dont le nombre de copies ne varie pas dans le génome. Nous
avons utilis¢ dans cette étude le géne RPP30 (NCBI gene 10556) connu avec 2 copies chez
tous les individus.

Nous avons utilis¢ les mémes conditions d’amplification et de quantification pour
chaque réaction concernant les trois genes explorés. Les détails de la quantification des CNV's
sont présentés dans I’annexe 7. Des tests de controle qualité ont été réalisés suivant le
protocole international dMIQE (Minimum Information for the Publication of Digital PCR
Experiment) (Huggett J.F. et al. 2013).

II1.3.1. Caractérisation des CNVs du géne CCL3L1 :

Les précédentes études ayant investigué les CNVs du gene CCL3LI avec la qPCR en
utilisant une sonde spécifique n’ont pas tenu compte de la présence du pseudogéne CCL3PI
et du géne CCL3L3. Ce dernier a une similarité avec CCL3LI de 99%, ces deux genes ne
varient que par une seule paire de base. Nous avons donc choisi des amorces spécifiques au
géne CCL3LI selon la mise au point réalisée au GenHotel par I’équipe de Ben Kilani (Ben
Kilani M.S. 2014). En effet, cette équipe a utilis€¢ une amorce « sens » spécifique de CCL3L]
avec le nucléotide spécifique a I’extrémité 3’ en plus d’une sonde spécifique.

Afin de déterminer le nombre de copies du géne CCL3LI, nous avons amplifi¢ 81
¢chantillons de cas et 119 échantillons de contréles par la ddPCR. La réaction de
quantification a été réalisée avec les amorces d’amplification et la sonde spécifique du gene
CCL3L1 en plus de la deuxiéme sonde spécifique pour le géne de référence RPP30 (Tableau
9). Les deux controles positifs (NA10851 et NA10852) ont été rajoutés dans chaque
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expérience. De plus, nous avons utilis¢ les mémes conditions préalablement testées au
laboratoire GenHotel (annexe 7).

Tableau 9 : Caractéristiques des amorces d’amplification et de la sonde spécifique du geéne
cible CCL3L]1 et du géne de référence RPP3(

Séquences d’amorces Pourcentage-GC
et des sondes (%)
CCL3L1
F 5’-TCTTCGGGGCTCTCAGGCCG-3’ 70
R 5’-CCATCACCTGCTCCCAATCATGCA-3’ 54
FAM 5’-GGACTCACGTGGTGCAGAGAGGA-3’ 61
RPP30
F 5’-GATTTGGACCTGCGAGCG-3’ 61
R 5’-GCGGCTGTCTCCACAAGT-3’ 61
VIC 5°-CTGACCTGAAGGCTC-3’ 60

F : forward, R : reverse

I11.3.2. Caractérisation des CNVs des génes FCGR3A4 et FCGR3B :

Nous avons utilisé la ddPCR sur les mémes échantillons précédemment testés avec
CCL3L1 afin de déterminer le nombre de copies des génes FCGR3A4 et FCGR3B. La réaction
de quantification a été réalisée dans les mémes conditions que celles utilisées pour CCL3L]
mis a part les sondes spécifiques pour le gene FCGR3A : Hs00139300 cn, AppliedBiosystem
et le géne FCGR3B : Hs04211858 cn, AppliedBiosystem. Les CNVs ont été quantifiés en
comparant la fluorescence du géne cible FCGR3A et celle du géne FCGR3B par rapport a
celle du gene référence RPP30 en utilisant les sondes spécifiques a chaque gene. Les
séquences sont illustrées sur le tableau 10. Comme pour le précédent geéne, les mémes

contrdles positifs ont été utilisés dans chaque expérience (NA10852 et NA10851) (Annexe 7).

Tableau 10 : Caractéristiques des sondes spécifiques des genes FCGR3A4 et FCGR3B

Amorces et sondes Pourcentage-GC
(%)
FCGR3A
70
F 5’-TCTTCGGGGCTCTCAGGCCG-3’ 54
R 5’-CCATCACCTGCTCCCAATCATGCA-3’ 61

FAM 5’-GGACTCACGTGGTGCAGAGAGGA-3’

FCGR3B

F 5’-GATTTGGACCTGCGAGCG-3’ 61
R 5’-GCGGCTGTCTCCACAAGT-3’ 61
FAM 5’-CTGACCTGAAGGCTC-3’ 60

F : forward, R : reverse
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IV. Les tests de stratifications :
IV.1. Stratifications selon les paramétres anthropologiques :

Apres 1’étape de génotypage, nous avons procédé a I’étude d’association génétique
entre tous les polymorphismes étudiés et le développement de la spondylarthrite ankylosante.
Puis, nous avons recherché d’éventuelles associations génétiques entre ces polymorphismes
génétiques selon deux parametres : 1’age du diagnostic et le sexe. Ceci a été fait afin de tester

les effets de ces deux facteurs sur la physiopathologie de la SA.

IV.2. Stratifications selon les paramétres cliniques :

Le groupe des patients atteints de la SA a été stratifié selon leurs expositions a certains
facteurs biologiques et cliniques. D’abord, nous avons ¢élaboré des tests de stratification des
cas et des témoins selon la présence et 1’absence du HLA-B27 concernant tous les marqueurs
génétiques étudiés mis a part 1’insertion/délétion au niveau du géne ACE.

Par ailleurs, le groupe des patients atteints de la SA a été classé et stratifi¢ selon
plusieurs parameétres cliniques et biologiques comme la présence de la protéine CRP, la forme
clinique de la SA et les scores des indices BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index) et BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index).

V. Etude Statistique :
V.1. L’équilibre d’Hardy-Weinberg (HWE) :

L'équilibre d'Hardy-Weinberg est un principe fondamental en génétique, il prescrit que
sous certaines conditions et apreés quelques générations, les proportions génotypiques d'un
locus se fixent autour d'un équilibre (Hardy G.H. 1908). Au cours des générations, la
fréquence des génotypes reste constante d'une génération a l'autre s'il n'y a pas de sélection, si
la population est grande, s'il n'y a ni mutation, ni migration et si les unions se font au hasard.
D’une fagon générale, le modele d’Hardy-Weinberg peut alors €tre utilisé pour vérifier la
distribution génotypique d’une population, en comparant la distribution observée et la

distribution théorique par un test de X2 (chi2).

V.2. Etude d’association géne-candidat :

L’approche la plus classique pour les études d’association consiste a échantillonner
des malades et des témoins (non atteints), indépendants les uns des autres (sans

apparentement), dans la population générale. Puis, comparer la fréquence de différents
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variants entre les deux échantillons par un test de Chi2 d’homogénéité, un test exact de Fisher,
ou tout autre test de comparaison.

Le marqueur utilisé peut étre un polymorphisme sans relation causale suspecté a priori
avec la pathologie ou bien un polymorphisme d’un géne candidat. L hypothése nulle dans ces
¢tudes est I’indépendance entre la présence d’un alléle a un locus et la maladie chez les
individus de la population testée. Si les tests statistiques rejettent cette hypothese cela indique
la présence éventuelle d’une association. Cette approche permet de mettre en évidence si un
allele d’un marqueur est plus ou moins présent dans une population de patients que ne le
voudrait le hasard. Par conséquence, la force de 1’association peut étre mesurée, par la p-value
(valeur p) ou par un Odd Ratio (OR). La p-value (niveau de probabilité comprise entre 0 et 1)
indique la probabilité d'obtenir par hasard un résultat de test au moins aussi extréme que la
valeur réellement observée, assumant que 1'hypothése nulle est vraie. L’OR (rapport de cotes)
est un indice statistique utilis¢é en épidémiologie pour les études cas-témoins (Glas et al.
2003). L’odd (ou cote) d’un individu dans un groupe donné, correspond au nombre
d'individus qui présentent 1’événement, rapporté au nombre de ceux qui ne le présentent pas.
L’OR est le rapport entre 1'odd des patients et celui des témoins.

Au cours de cette these, l'association entre 1’exposition aux différents facteurs
cliniques, biologiques et les variables génétiques «polymorphisme mono-nucléotidique
(SNP), insertion/d¢létion et variation de nombre de copies (CNVs)» a été mise en évidence
par un test Chi2 d'homogénéité. Une valeur p est considérée significative selon un seuil de p <
0,05. Le risque a €té ensuite quantifié par un calcul de I’0OR avec un intervalle de confiance
(IC) a2 95%. Si ’OR = 1, le variant étudié n'est pas associé¢ a la maladie. Si ’OR est > 1, le
variant étudié est associ¢ une augmentation de la prédisposition a la maladie. Et si ’OR est <
1, le variant étudié est associé a une réduction du risque de la maladie (effet protecteur).

Les corrections des tests multiples ont été établies pour I’ensemble des SNPs [CTLA4]
153087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et [PRKCQ]
154750316 (G>C), de I’insertion/délétion du géne ACE et des CNVs au niveau des genes
FCGR3A4, FCGR3B et CCL3L1 en utilisant la correction de Bonferroni (Sonnenberg A. 1985).

Cette méthode consiste a réaliser les tests statistiques avec un seuil de signification de
« 0.05/r » ou m désigne le nombre de comparaisons effectuées. De ce fait, le degré de
significativité pour la valeur pseuil dans notre étude a été limité a 0,006 ; 0,05/9 considérant les

9 marqueurs génétiques testés sur I’ensemble de 1’étude.
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Résultats et Discussion

I. Description de la population d’étude

Dans ce travail de thése, nous avons recruté 83 patients atteints de la SA et on
disposait déja d’une biothéque d’ADN de 131 sujets témoins au niveau de notre équipe de
recherche au laboratoire LGMC, USTO-MB. Les caractéristiques anthropologiques et/ou

cliniques des cas et t¢émoins sont rapportés dans le tableau 11.

Concernant les caractéristiques générales des sujets recrutés dans cette étude, nous
avons trouvé que la distribution du sexe et de 1’age est similaire entre le groupe de cas et celui
de témoins. En effet, le sexe ratio (homme/femme) des sujets SA est de 0,84 tandis que chez
les controles il est de 0,7. De méme, nous n’avons pas observé une différence concernant
I’age moyen entre ces deux groupes. Il était de 39,75+14,54 ans chez les cas, contre
29,32+10,35 ans chez les témoins (Tableau 11). Ces constatations indiquent que les
échantillons d’étude sont équilibrés. Cette distribution de 1’age et du sexe est similaire a celle
observée dans 1’étude réalisée chez les patients atteints de la SA et les témoins de la
population Chinoise (Wang N.G. et al. 2015). Cependant, des résultats discordants concernant
le sexe ratio ont été retrouvées dans différentes populations (Tayel M.Y et al. 2012 ; Hamdi W.
et al. 2012). Cette discordance est due a la différence de la taille des échantillons étudiés ainsi

qu’aux objectifs de recrutements des patients spondylarthriques.

Concernant les caractéristiques cliniques du groupe des cas, 72% des patients avaient
des antécédents familiaux de SA ou de SpA. Le mode de début est pelvi rachidien dans 20 cas
(24%), périphérique dans 9 cas (11%) et mixte dans 54 cas (65%). De plus, 41 et 62% des cas
présentaient un syndrome d’uvéite et d’atteinte périphérique, respectivement (Tableau 11).
Ces résultats ont été retrouvés similaires dans d’autres travaux (Tayel M.Y et al. 2012 ; Wang

N.G. etal. 2015).

Par ailleurs, les moyennes des parameétres d’activité et de sévérité de la maladie étaient
de 3.8+0.3 cm, 3.9+0.3 cm pour le BASDAI et le BASFI, respectivement. Le taux moyen de
la vitesse de sédimentation (VS) était de 36,01+£2,5 mm/heure alors que 72% des patients
présentaient une CRP (C- Reactive Protein) > 6 mg/L (Tableau 11). Ces résultats sont en
concordance avec les études effectuées chez les patients spondylarthriques Nord Africains

(Tayel M.Y et al. 2012 ; Belkhou A et al. 2013).
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Tableau 11 : Caractéristiques anthropologiques et cliniques des patients et des témoins de la

population de I’Ouest Algérien

Caractéristiques Patients Témoins

des sujets 83 (%) 131 (%)

Caractéristiques générales

Sexe :

Hommes 38 (46) 54 (41)
Femmes 45 (54) 77 (59)

Age de survenue :

Moyenne + ES 39,75 + 14,54 29,32 £ 10,35

Age du diagnostic :
<30,n (%) 33 (40) 70 (53)
> 30, n (%) 50 (60) 61 (47)

Caractéristiques cliniques

Antécédents familiaux :

Présence/Absence n (%) 59 (72)
Forme :
Axiale 20 (24)
Périphérique 09 (11)
Mixte 54 (65)
Syndrome clinique :
Uvéite 34 (41)
Atteinte périphérique 51(62)
Parameétres d’activité :

BASDAI (moyenne + ES), cm 3,840,3
BASFI (moyenne + ES), cm 3,9+0,3
VS (moyenne + ES), mm/heure 36,0142,5

CRP > 6 mg/L, n (%) 59 (72)

ES : Erreur Standard, n : nombre de, % : fréquence en pourcentage HLA-B27 : Antigene leucocytaire Humain-
B2, BASDAI : Indice d’activité de la spondylarthrite ankylosante (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index), BASFI : Indice de séverité de la spondylarthrite ankylosante (Bath Ankylosing Spondylitis Functional
Index). VS : Vitesse de Sédimentation. CRP : Protéine C - réactive.



Résultats et Discussion

II. Résultats de DP’étude d’association de HLA-B27 avec la

spondylarthrite ankylosante

La présence et/ou I’absence de ’antigene HLA-B27 a été déterminée pour 204 ADNs
dont 81 ADNs de sujets atteints de SA et 123 ADNs de controles. Le génotypage de
I’antigene HLA-B27 a été fait au laboratoire d’immunogénétique et de transplantation au
département d’Immunologie a I'institut Pasteur d’Alger. Les résultats de la distribution de

I’antigéne HLA-B27 entre le groupe de cas et de témoins sont présentés dans le tableau 12.

Nous avons constaté que parmi les 81 patients SA de 1’Ouest Algérien, 52% sont
porteurs de I’allele HLA-B27. Alors que parmi les 123 controles, seulement 5% le portent.
Ceci a mené a une distribution significative de HLA-B27 entre les cas et les controles de la
population de 1’Ouest Algérien (p= 10°, OR= 14.62 [6.43-33.20]) (Tableau 12). Cette
distribution a été retenue méme apres correction de Bonferroni (pseuit < 0,006). Ces fréquences
ne sont pas tres différentes de celles observées précédemment dans la population Algéroise ou
63% des patients atteints de la SA sont porteur de I’antigene HLA-B27 contre 4% pour les
témoins (Amroun H. et al. 2005). 11 apparait que le HLA-B27 joue un réle important dans la
physiopathologie de la SA dans la population Algérienne.

Ces constatations sont en corrélation avec les études réalisées dans les populations
maghrébines. En fait, chez nos voisins Tunisiens et Marocains, ces €études ont trouvé des
fréquences de HLA-B27 (+) de 43 et 58% chez les patients SA et de 3 et 5% chez les sujets
témoins, respectivement (Sakly N. et al, 2009 ; Atouf O et al, 2012 ; Hamdi W. et al. 2012).
De plus, I’étude de Tayel MY. et al, a trouvé des fréquences de HLA-B27 (+) similaires en
Egypte (58,7% vs. 4%) (Tayel MY. et al, 2012). Cependant, les études faites aux pays
d’Europe du Nord et aux pays Arabo-asiatiques ont retrouvés des fréquences beaucoup plus
elevées (90% et 74% vs. 5 a 9%, respectivement) (Reveille J.D. et al, 2001 ; Sieper J. et al.
2006 ; Pertuiset E. 2008 ; Zochling J et Smith E.U. 2010 ; Abdelrahman MH. et al, 2012).

Ces résultats indiquent qu’il existe une discordance concernant la distribution de la
fréquence de HLA-B27 entre les pays des continents du Nord et ceux du Sud. Cette différence
de fréquence de I’antigéne HLA-B27 entre ces populations confirme la théorie que 1’allele

HLA-B27 suit un gradient décroissant Nord-Sud (Piazza et al. 1980 ; Khan M.A. 1995).
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Tableau 12 : Distribution de I’antigéne HLA-B27 entre les patients SA et les controles dans la
population de I’Ouest Algérien.

Patients SA Controles Valeur OR
81 (%) 123 (%) p IC 95%)
Présence de
HLA-B27 (+) 42 (52) 07 (5) 1
Absence de 39 (48) 116 (95) 10°6 14.62 [6.43-33.20]
HLA-B27 (-)

% : fréquence en pourcentage, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras sont
significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,006), OR : odd ratio, IC :
intervalle de confiance, a : allele/ génotype de référence.
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III. Résultats de D’étude d’association entre les polymorphismes,
[CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485
(G>T), [PRKCQ] rs4750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) et la survenue de
la spondylarthrite ankylosante

II1.1. Recherche des fréquences des alléeles mineurs dans notre population d’étude :

L’analyse du génotypage des sujets témoins de la population de 1’Ouest Algérien nous
a permis pour la premicre fois, d’établir les fréquences des alléles mineurs (MAF : Minor
Allele Frequecy) des cinq polymorphismes explorés dans la population de 1’Ouest Algérien :
[CTLA4] rs3087243 (4>G), [REL] 1s13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ]
154750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D).

II1.1.1. Fréquence de 1’alléle mineur du polymorphisme rs3087243 du géne CTLA4 :

Nous avons génotypé 123 sujets témoins concernant le polymorphisme [CTLA4]
rs3087243 (A>G). La distribution des fréquences alléliques nous a révélé que 1’allele G est
I’allele mineur avec une fréquence de 0,49 (Tableau 13). L'allele G du polymorphisme
1s3087243 (A>G) a été largement étudié, sa fréquence change selon l'origine ethnique des
populations. La fréquence observée dans notre population est semblable a celles rapportées
dans les populations Tunisienne (Benmansour J. et al. 2010), Européenne (Farago B. et al.
2010) et Chinoise d’ethnie Han (Wang N.G. et al. 2015) (MAF < 50%), alors qu'elle est
différente dans les populations Asiatiques (Lei C. et al. 2005 ; Tsukahara S et al. 2008) et
Américaines (Pincerati M.R et al. 2010, Torres-Carrillo N. et al. 2013) (MAF > 50%).

I11.1.2. Fréquence de 1’alléle mineur du polymorphisme rs13031237 du géne REL :

Pour le polymorphisme [REL] rs13031237 (G>T), la distribution des fréquences
alléliques a été recherché chez 131 sujets témoins. Nous avons montré que l’allele T est
I’alléle mineur avec une fréquence de 0,35 (Tableau 13). Ce résultat a été trouvé identique
dans une ¢étude GWAS réalisée dans la population Nord-Américaine ou l’allele T de ce
polymorphisme était 1’alléle mineur avec une fréquence de 0,35 (Gregersen P.K. et al. 2009).
Cette fréquence a été aussi trouvée dans une étude de réplication dans la méme région a 0.34
(Gregersen P.K. et al. 2009). Une autre étude GWAS et méta-analyse réalisées en 2010 sur la
population Européenne a attesté que 1'allele mineur T avait une fréquence similaire de 0,37
(Stahl et al. 2010). De plus, dans la méme année, I’étude d’Eyre et al, a trouvé une fréquence
de 0,30 pour I’allele mineur T dans la population Américo-Canadienne (Eyre et al. 2010).

Toutes les études publiées rapportent des fréquences similaires de I’allele mineur T du
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Tableau 13 : Distribution des fréquences alléliques des quatre polymorphismes [CTLA4]
rs3087243 (4>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et [PRKCQ]
rs4750316 (G>C) dans la population Témoins de I’Ouest Algérien.

Témoins
Polymorphismes
génétiques Allele mineur n (%) Alléle majeur n (%)
[CTLA4] G : 121 (49) A:125(51)
rs3087243 (4>G)
[REL] T: 93 (35) G : 169 (65)
rs13031237 (G>T)
[CD40] T : 59 (23) G : 203 (77)
rs4810485 (G>T)
[PRKCO] C:80(31) G : 182 (69)
rs4750316 (G>C)

% : fréquence, n : nombre
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polymorphisme [REL] rs13031237 (G>T). Cependant, une récente ¢tude réalisée par I’équipe
de Rahmoun et al, a trouvé que 1’allele mineur de ce polymorphisme est plutot 1’allele G avec
une fréquence de 0,28. Cette ¢tude a été faite sur un petit échantillon de 28 nourrissons

originaires de 1’Ouest Algérien (Rahmoun N. et al. 2018).

II1.1.3. Fréquence de I’alléle mineur du polymorphisme 754810485 du géne CD40 :

L’analyse de la distribution du polymorphisme [CD40] rs4810485 (G>T) sur 131
sujets témoins a montré que 1’allele T représente 1’allele mineur avec une fréquence de 0,23
(Tableau 13). Notre résultat est en concordance avec celui de ’étude d’Orozco et al, la
fréquence de cet alléle a été trouvée a 0,25 (Orozco G et al. 2010). La méme fréquence de
I’allele mineur T a été observée dans une méta-analyse de deux études GWAS réalisée sur
12462 contrdles d'ascendance Européenne (MAF = 0,25) (Raychaudhuri S et al. 2008). De
plus, des fréquences proches pour cet allele ont été observées chez les populations Turque et
Espagnole (MAF= 0,33, MAF= 0,27, respectivement) (Inal E.E et al. 2016) (Garcia-
Bermudez M et al. 2012).

111.1.4. Fréquence de ’alléle mineur du polymorphisme rs4750316 proche du géne
PRKCO :

Concernant le quatrieme polymorphisme [PRKCQ] rs4750316 (G>C), la distribution
des fréquences alléliques des 131 témoins a révélé que 1’allele C représente ’allele mineur
avec une fréquence de 0,31 (Tableau 13). Notre résultat est concordant avec une méta-
analyse de deux études GWAS réalisée sur des contrdles d'ascendance Européenne (MAF =
0,20) (Raychaudhuri S et al. 2008). Dans la méme année, 1’étude de Barton et son équipe a
analysé les résultats de 11238 témoins caucasiens et a trouvé le méme résultat concernant

I’alléle mineur C (MAF = 0,20) (Barton A et al. 2008).

II1.1.5. Fréquence de 1’allele mineur MAF du polymorphisme [4ACE] rs4340 (I/D) :

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme [ACE] rs4340 (I/D)
dans la population témoin a été retrouvée en équilibre d’Hardy-Weinberg (x2= 2,9, p=0,23).

Par ailleurs, 1’analyse de la distribution des fréquences allélique de 110 sujets sains
originaires de I’Ouest Algérien, nous a révélé que 1’allele insertion (I) représente 1’alléle
mineur avec une fréquence de 0,40 (Tableau 14). Ces résultats sont en concordance (MAF<
50%) avec ceux caractérisant les populations Nord-Africaines (Meroufel D.N. et al. 2014 ;
Zawilla et al. 2014 ; Motawi et al. 2016 ; Fekih-Mrissa et al. 2017 ; Hmimech et al. 2017 ;

79|Page



Tableau 14 : Distribution allélique de 1’alléle I du polymorphisme [4CE] rs4340 (I/D) dans les

différentes populations « contrdles »

Polymorphisme
Continents Nations/pays rs4340 (I/D) Nombre de Références
Fréquence de P’allele 1 controles
Afrique du Notre étude 0,36 110 (Dahmani C.A. et al. 2018)
Nord : Algérie 0,30 115 (Hommes) (Meroufel D.N. et al. 2014)
Tunisie 0,44 120 (Fekih-Mrissa et al. 2017)
Maroc 0,235 182 (Hmimech et al. 2017)
Egypte 0,24 279 (Hommes) (Zawilla et al. 2014)
Egypte 0,225 80 (Femmes) (Motawi et al. 2016)
Europe :
Danemark 0,49 382 (Hadjadj et al. 2007)
Allemagne 0,48 719 (Mondry et al. 2005)
Royaume-Uni 0,47 478 (Jackson et al. 2000)
France 0,46 273 (Hadjadj et al. 2007)
Portugal 0,44 510 (Freitas et al. 2008)
Espagne 0,37 364 (Villar et al. 2008)
Italie 0,38 201 (Paterna et al. 2000)
Eurasie :
Turquie (Nord) 0,58 200 (F70%) (Inanir et al. 2013)
Turquie (Sud) 0,31 71 (H70%) (Erkol et al. 2015)
Russie 0,48 947 (Gineviciene Vet al. 2016)
Asie :
Malaisie 0,65 - (Jayapalan et al. 2008)
Taiwan 0,64 - (Jayapalan et al. 2008)
Japon 0,63 407 (Tomino Y et al. 1999)
Chine 0.61 106 (Xiao Zheng et al. 2017)
Kuwait 0,40 100 (Al-Awadhi et al. 2007)
Arabie Saoudite 0,34 145 (Al-Harbi et al, 2015)

H : hommes, F :

Femmes.
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(Fekih-Mrissa et al. 2017) et Européennes (Jackson et al. 2000 ; Paterna et al. 2000 ; Mondry
et al. 2005 ; Hadjadj et al. 2007 ; Freitas A.1 et al. 2008 ; Villar J et al. 2008). De plus, des
résultats similaires ont été retrouvés aussi, dans les pays Eurasiatiques tels que la Turquie et la
Russie (Inal E.E et al. 2016 ; Gineviciene V et al. 2016) et dans quelques pays arabes (4I-
Awadhi A.M et al. 2007 ; Al-Harbi K.M et al, 2015) (Tableau 14). Cependant, les sujets
témoins Asiatiques présentaient plutot des fréquences tres élevées de ’allele I (MAF > 50%)

(Tomino Y et al. 1999 ; Jayapalan J et al. 2008 ; Xiao Z et al. 2017) (Tableau 14).

D’apres les fréquences de 1’allele I du polymorphisme [ACE] rs4340 (I/D) observées
et regroupées dans le tableau 14, il semblerait que la distribution de ces fréquences alléliques
appuie la théorie de I’existence d’un gradient géographique Nord-Sud de I’alléle T ou D dans

le monde. Cependant, cette constatation n’exclue pas non plus le réle du facteur ethnique.

I11.2. Impact des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL)] rs13031237
(G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ)] rs4750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) sur
la susceptibilité de développer la spondylarthrite ankylosante :

Nous avons réalis¢ une ¢étude cas/témoins afin d’explorer I’impact des
polymorphismes [CTLA4] 1s3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485
(G>T), [PRKCQ] 154750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) sur la physiopathologie de la SA
dans notre population d’étude. Pour cela nous avons analysé la distribution des fréquences
génotypiques et alléliques de ces polymorphismes entre le groupe de patients SA et le groupe

de témoins.

111.2.1. Impact du polymorphisme rs3087243 du géne CTLA4 sur la susceptibilité de
développer la spondylarthrite ankylosante :

Il a été admis que la molécule de co-stimulation CTLA-4, semblait avoir un effet
négatif sur 1’organisation des synapses immunologiques. Cette molécule aurait la capacité de
réguler la sécrétion de certaines cytokines pro-inflammatoires par inhibition des facteurs de
transcription dans le noyau des lymphocytes T (LTs) (Waterhouse P et al. 1995 ; Saito T et al.
1998).

Plusieurs études ont montré que 1’isoforme CTLA-4 soluble a été trouvé en grande
quantité chez les patients atteints de SpA comparés aux témoins (Pawlak E et al. 2005 ;
Toussirot E. et al. 2008 ; Toussirot E. et al. 2009). Ces études ont suggéré que la protéine
CTLA-4 soluble semble jouer un role important dans la physiopathologie de la SA et des MAI
(Toussirot E et al. 2009). En effet, les polymorphismes +49 (rs231775 G>A4) et CT60
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(rs3087243 A>G) du gene CTLA4 semblaient avoir un impact sur I’expression de CTLA-4
soluble et le développement des MAI notamment, la SA (Torres B et al. 2004 ; Farago B et
al. 2010 ; Azizi E. et al. 2010 ; Lee W.Y. et al. 2010 ; Spoletini M et al 2013 ; Wang N.G. et
al. 2015). De plus, I’haplotype +49G/CT60G du géne CTLA4 a été trouvé associer a un faible
taux d’ARNm codant le CTLA-4 soluble (Ueda H. et al. 2003).

De ce fait, Nous avons analysé dans ce travail de these, la distribution des fréquences
alléliques et génotypiques du SNP rs3087243 A>G entre 83 patients atteints de la SA et 131
témoins dans 1’Ouest Algérien. Parmi les 83 patients recrutés pour cette étude, deux
¢chantillons n’ont pas pu étre génotypés pour le polymorphisme [CTLA4] rs3087243. Quant a
la population des contrdles, seulement 123/131 sujets sains ont été génotypés. La distribution
de ce polymorphisme dans la population témoin était retrouvée en équilibre d’Hardy-

Weinberg (y2= 0,7, p=0,4).

L’analyse de la distribution des fréquences du génotype mineur GG entre le groupe de
malades et celui de contrdles n’a révélé aucune différence statistiquement significative (p>
0,05). Cependant, 1’analyse de la distribution des fréquences du génotype cumulé GT+GG a
mis en évidence une différence significative entre les cas et témoins (90% vs 70%, p=0,001,
OR=3,46 [1,54-7,79]) (Tableau 15). De méme, I’alléle mineur G du polymorphisme
rs3087243 était surreprésenté¢ dans le groupe de patients par rapport aux témoins (70% vs
49%, p=0,002, OR=1,89 [1,26-2,84]) (Tableau 15). Les résultats de la distribution
génotypique et allélique ont été confirmés apres les corrections de Bonferroni (pseuit < 0,006).
Ceci indiquerait que le polymorphisme [CTLA4] rs3087243 est associ€ a la survenue de la SA
dans la population de I’Ouest Algérien. Ces résultats ont fait I’objet d’une publication

scientifique internationale (Annexe 8).

Nos résultats sont discordants avec la seule étude cas/témoins réalisée dans la
population Chinoise d’ethnie Han (Wang N.G. et al. 2015). Cette étude a montré que l'all¢le
majeur A du polymorphisme rs3087243 a été associé a la susceptibilité de développer la SA
(Wang N.G. et al. 2015). Les résultats de cette é¢tude pourraient étre expliqués par la présence
de I’haplotype spécifique; [CTLA4] +49G/CT60A ; fréquemment rencontré dans la
population Chinoise, alors qu’il est retrouvé rarement chez les sujets d’origine Japonaise par
exemple (Tsukahara S. et al. 2008). 1l serait nécessaire que des études ultérieures soient

réalisées afin de confirmer ces constatations.

Par ailleurs, le role que joue I’allele G du polymorphisme [CTLA4] rs3087243 a été

démontré dans différentes études explorant le développement des MAI notamment, la PR, le
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Tableau 15 : Distribution génotypique et allélique du polymorphisme [CTLA4] rs3087243

(A>G) entre les patients SA et les contrdles

polymorphisme Patients SA Controles Valeur OR
[CTLA4] rs3087243 81 (%) 123 (%) P (IC 95%)
(A>G)

Génotypes :

AA 8 (10) 35(30) 12

AG 41 (50) 55 (50) 12

GG 32 (40) 33 (20) 0,004 1,77 [0,98-3,21]
Génotype groupé :

AG+GG 73 (90) 88 (70) 0,001 3,46 [1,54-7,79]
Alléles :

A 57 (30) 125 (51) 1#

G 105 (70) 121 (49) 0,002 1,89 [1,26-2,84]

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras sont significatives
apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,006), OR : odds ratios, IC : intervalle de
confiance, a : allele/ génotype de référence.
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lupus (LES) et le diabete de type 1 (DT1) (Torres B et al. 2004 ; Farago B et al. 2010 ;
Spoletini M et al 2013). Cependant, il semblerait que 1’effet de I’haplotype +49G/CT60G sur
I’épissage alternatif du géne CTLA4 est plus grand que Ieffet de I’allele CT60G seul (Ueda
H. et al. 2003). De ce fait, il serait intéressant de confirmer nos résultats par I’exploration du
polymorphisme +49 (rs231775 G>A) afin de constituer les haplotypes spécifiques a la

population Algérienne.

I11.2.2. Impact du polymorphisme rs13031237 du gene REL sur la susceptibilité de
développer la spondylarthrite ankylosante :

Le facteur nucléaire NF-kB est un facteur de transcription qui permet le maintien de
I’homéostasie cellulaire (Sen et Baltimore. 1986). Le géne REL code pour une composante de
la voie de signalisation du facteur NF-kB (c-Rel). L’¢étude de Campbell et al, a montré a
travers les souris déficientes en c-Rel que ce dernier joue un réle majeur dans le
développement de l'auto-immunité systémique (Campbell 1.K. et al. 2000). En effet, chez les
patients atteints d'arthrite et de maladies intestinales inflammatoires, le facteur c-Rel active le
processus inflammatoire par l'activation coordonnée de la transcription de plusieurs geénes

candidats a la SA tels que, I'IL12 et I'[L23 (Jane de Lartigue. 2013).

Dans ce travail de these, le polymorphisme [REL] rs13031237 (G>T) a été¢ génotypé
pour 83 patients et 131 contrdles. La distribution de ce polymorphisme chez la population des

témoins de I’Ouest Algérien a été trouvée en équilibre d’Hardy-Weinberg (y*= 0,6, p= 0,4).

L’analyse de la distribution des fréquences génotypiques de ce polymorphisme entre le
groupe de cas et le groupe de contrdles a montré que le génotype TT ainsi que le génotype
cumulé GT+TT ne présentent aucune différence statistiquement significative
(respectivement : 6% vs. 10%, p > 0,05 et 57% vs. 61%, p > 0,05). De méme, 1’analyse de la
distribution des fréquences alléliques n’a révélé aucune différence statistiquement
significative entre les cas et les témoins (31% vs. 35%, p > 0,05) (Tableau 16). Notre étude
suggere que le polymorphisme [REL] rs13031237 n’aurait aucun effet sur la survenue de la

SA dans la population de I’Ouest Algérien.

La présente étude est la premicre a analyser les distributions des fréquences alléliques
et génotypiques du polymorphisme [REL]/ rs13031237 chez des sujets spondylarthriques.
Cependant, le géne REL a été sélectionné comme un geéne candidat a la PR dans les études
GWAS et quelques réplications indépendantes (Gregersen et al. 2009 ; Stahl et al. 2010).

L’¢tude GWAS de Gregersen et al, faite sur la population Nord-Américaine a trouvé une
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Tableau 16 : Distribution génotypique et allélique du polymorphisme [REL] rs13031237

(G>T) entre les patients SA et les contrdles

polymorphisme Patients SA Contrdles Valeur OR
[REL] 1s13031237 83 (%) 131 (%) P IC 95%)
(G>T)

Génotypes :

GG 36 (43) 51 (39)

GT 42 (51) 67(51)

TT 05 (06) 13 (10) NS. -
Génotype groupé :

GT+TT 47 (57) 80 (61) NS. -
Alléles :

G 114 (69) 169 (64)

T 52 (31) 93 (35) NS. -

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p <0,05), OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance,
NS. : Non significative, a : alléle/ génotype de référence.
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association significative entre 1’allele T du polymorphisme rs13031237 et la survenue de la
PR (p=6,01x10"1°, OR=1,27) (Gregersen et al. 2009). Des réplications par études cas/témoins
ont confirmé cette association (p=6,01x101%, OR=1,27) (Gregersen et al. 2009). De plus,
I’é¢tude GWAS de Stahl et al, a attesté aussi une association significative de 1'alléle T de ce
SNP entre les patients PR et les controles dans la population Européenne (p= 7,9x107,

OR=1,13) (Stahl et al. 2010).

Les résultats retrouvés dans ces GWAS et études de réplications peuvent étre le reflet
de la taille des échantillons explorés (> 1000 sujets). Nos résultats montrent une distribution
quasi égale des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme [REL] rs13031237
entre les cas et témoins. De ce fait, nous devrions confirmer ou affirmer ces démonstrations

sur un échantillon plus large. De plus, d’autres SNPs du géne REL pourraient étre explorés.

111.2.3. Impact du polymorphisme rs4810485 du géne CD40 sur la susceptibilité de
développer la spondylarthrite ankylosante :

La molécule CD40 est une protéine de co-stimulation présente souvent sur les CPA et
a la surface des LB. Il a été récemment rapporté que la protéine CD40 posseéde une activité
régulatrice de la production de I'IL12 et I’'IL23 par les CPA. Ces cytokines ont été rapportées
au cours de la physiopathologie de la spondylarthrite (Visekruna A et al. 2012). De plus, il a
¢t¢é montré que I’interaction de CD40 a son ligand CD40L serait capable d’induire
I’expression de 1’IL.23 via une attaque infectieuse (7Tan ZY et al. 2009). De ce fait, nous avons
sélectionné un polymorphisme nucléotidique simple sur le géene CD40 (rs4810485) afin de

chercher son impact sur la survenue de la SA dans la population Algérienne.

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme [CD40] rs4810485
(G>T) a été comparé entre 83 patients et 131 témoins de 1’Ouest Algérien. La distribution

chez le groupe des contrdles a été trouvée en équilibre d’Hardy-Weinberg (¥2= 0,3, p=0,6).

D’apres le tableau 17, I’analyse des résultats des distributions des fréquences
génotypiques (TT et GT+TT) et allélique du polymorphisme [CD40] rs4810485 ne montre
aucune différence statiquement significative entre les patients SA et les controles (6% vs. 5%,
p> 0,05 ; 46% vs. 41%, p> 0,05 et 25% vs. 52%, p> 0,05, respectivement) (Tableau 17). Nos
résultats suggerent que le polymorphisme rs4810485 du gene CD40 ne semble jouer aucun

role dans la susceptibilité de développer la SA dans la population Algérienne.

Les résultats sont concordants avec toutes les études ayant exploré D’effet du

polymorphisme [CD40] rs4810485 sur la survenue de la SA. En effet, I’équipe de Sari I. et
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Tableau 17 : Distribution génotypique et allélique du polymorphisme [CD40] rs4810485

(G>T) entre les patients SA et les contrdles

Polymorphisme Patients SA Controle Valeur OR

[CD40(](§‘¥§10485 83 (%) 131 (%) P IC 95%)
Génotypes :
GG 45 (54) 78 (59)
GT 33 (40) 47 (36)
TT 05 (06) 06 (05) NS -
Génotype groupé :
GT+TT 38 (46) 53 (41) NS -
Alléles :
G 123 (75) 203 (78)
T 43 (25) 59 (52) NS -

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p <0,05), OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance,
NS. : Non significative, a : alléle/ génotype de référence.
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son équipe n’a montré aucune association significative entre ce polymorphisme et la survenue
de la SA dans la population Francaise (44 patients et 38 témoins) (Sari et al. 2010). De plus,
I’équipe de Qu Lin et ses collaborateurs n’ont trouvé aucune différence statistique de la
fréquence génotypique TT entre les cas (n=66) et les témoins (n=30) (p> 0,05) dans la
population Chinoise (Lin Q al. 2010).

En revanche, 1’étude de Orozco et al, a montré dans une grande cohorte Britannique
(3962 patients PR et 3531 contrdles) une association statistiquement significative entre le
génotype TT et la survenue de la PR (p=2x10"*) (Orozco G et al. 2010). Une méta-analyse de
deux GWAS a trouvé une association positive entre le SNPs rs4810485 et le développement
de la PR. Cette étude portait sur 3393 cas PR et 12462 controles tous blancs et d'ascendance
Européenne (Raychaudhuri S et al. 2008).

De ce fait, ’absence d’association entre le polymorphisme [CD40] rs4810485 (G>T)
et la survenue de la SA dans les populations Algériennes, Frangaise et Chinoises pourrait étre
due a la taille limitée des échantillons explorés. Il serait nécessaire que des études sur des
¢chantillons plus larges soient effectuées afin de confirmer ou d’affirmer les résultats

observés.

Par ailleurs, 1’¢tude de Qu Lin et al, a montré que l'expression de CD40L dans le sang
¢tait significativement plus €levée chez les patients SA que chez les controles (p< 0,001) (Qu
Lin et al. 2010). Cependant, 1’¢tude de Sari et al, n’a pas pu montrer une association
significative entre le taux du ligand soluble de CD40 (CD40Ls) et la SA (p=0,83) (Sari et al.
2010). De plus, une surexpression du ligand CD40L a été observée chez les patients atteints
de la PR (Wang C.R. et Liu M.F. 2003), du lupus érythémateux disséminé (LES) (Koshy M et
al. 1996), et de la sclérose en plaques (Filion L.G et al. 2003) par rapport aux témoins. Ceci
engendre une production importante d’auto-anticorps et de cytokines pro-inflammatoires
(Toubi E et Shoenfeld Y. 2004). 11 serait important, d’étudier I’impact du ligand CD40L sur la

survenue de la SA dans la population I’Ouest Algérien.

111.2.4. Impact du polymorphisme rs4750316 proche du géne PRKCQ sur la
susceptibilité de développer la spondylarthrite ankylosante :

Les protéines exprimées par les génes PKC ont été impliquées dans la signalisation de
divers types de cellules immunitaires (Dempsey EC. et al. 2000). En effet, la PKC-théta
(PKC-0) codée par le géne PRKCQ a été impliquée dans la régulation et le contrdle de la

signalisation cellulaire médiée par les LTs. Les études ex vivo ont montré que la PKC-6 est
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Résultats et Discussion

impliquée dans ’activation des facteurs qui traduisent le signal d’activation lymphocytaire a
une réponse inflammatoire comme le facteur NF-kB, la protéine d’activation-1 (AP-1) et le
facteur nucléaire des LTs (NFAT) (Baier G. 2003 ; Thuille N et al. 2005). De ce fait, la PKC-
0 est donc un candidat plausible pour les MAI telles que la SA (Hayashi K. et Altman A.
2007 ; Sun Z. 2012). Dans cette ¢tude, nous avons sélectionné un SNP attribué¢ au gene

PRKCQ (rs4750316) afin de rechercher son impact sur la susceptibilité de développer la SA.

Le polymorphisme 1s4750316 (G>C) du gene PRKCQ a été génotypé chez 83 patients
SA et 131 controles. La distribution des fréquences génotypiques de ce polymorphisme dans

la population témoin était retrouvée en équilibre d’Hardy-Weinberg aussi (y2= 0,03, p=0,8).

L’analyse de la distribution des fréquences du génotype CC du polymorphisme
154750316 (G>C) a montré une différence statistiquement significative limitée entre les deux
groupes de cas et de témoins (2% vs. 5%, p=0,05, OR=0,24 [0,16-0,99] (Tableau 18).
Cependant, cette différence n’a survécu ni apres la correction de Bonferroni ni en présence de
trois doses de I’allele mineur (GC+CC) (p> 0,05). Aussi, 1’analyse de la distribution des
fréquences alléliques n’a révélé aucune différence statistiquement significative entre les cas et
contréles (53% vs. 31%, p> 0,05) (Tableau 18). Nos résultats suggerent que le SNP
[PRKCQ] 154750316 ne semble avoir aucun effet sur la survenue de la SA.

A notre connaissance, aucune ¢tude n’a recherché précédemment, 1’association du
SNP [PRKCQ] 1rs4750316 a la SA. Par contre, ’impact de ce polymorphisme a été largement
¢tudié¢ sur la survenue de certaines MAIL En effet, I’é¢tude réalisée sur une population
Allemande n’a trouvé aucune association positive dans des cohortes de patients atteints de PR
et de maladie ceeliaque par rapport aux témoins (p> 0,05) (Marieke J.H et al. 2009). Alors que
I’é¢tude de Barton A. et son équipe réalisée sur 4106 cas et 11238 témoins Caucasiens a
suggere une association significative du génotype mineur CC avec la survenue de la PR

(p=4x107; OR=0,87) (Barton A et al. 2008).

Il serait nécessaire d’augmenter la taille de I’échantillon étudié¢ dans ce travail pour

confirmer ou affirmer nos résultats dans la population de I’Ouest Algérien.

II1.2. Impact du polymorphisme rs4340 (I/D) du géne ACE sur la susceptibilité de
développer la spondylarthrite ankylosante :

Les résultats du génotypage moléculaire du polymorphisme [ACE] rs4340 (/D) a été
réalisé par la PCR multiplex concernant le groupe des patients. Cette méthode nous a permis

de déterminer les trois génotypes (II, ID et DD) pour 83 ADNs de sujets SA. Concernant
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Tableau 18 : Distribution génotypique et allélique du polymorphisme 154750316
(G>C) proche du géne PRKCQ entre les patients SA et les controles

polymorphisme Patients SA Controles Valeur OR (IC 95%)
[PRKCQ] 83 (%) 131 (%) P

1s4750316 (G>C)

Génotypes :

GG 43 (52) 66 (59) 12

GC 38 (46) 50(36)

CC 02 (02) 15 (05) 0.05 0,24 [0,16-0,99]
Génotype groupé

GC+CC 40 (48) 65 (41) NS -
Alléles :

G 124 (47) 182 (69) NS -

C 42 (53) 80 (31)

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p <0,05), OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance,
NS. : Non significative, a : alléle/ génotype de référence.



Résultats et Discussion

I’échantillon des témoins, nous n’avons pas effectué¢ le génotypage moléculaire étant donné

que nous disposions des résultats du génotypage de 110 témoins.

Il a été démontré que le taux circulant de ’enzyme ACE suivait une distribution en
faveur d’une détermination génétique. Ceci a été confirmé par le fait que le polymorphisme
insertion/délétion (I/D) du géne ACE peut revétir trois formes : la forme courte (DD) qui code
pour un taux élevé de I’enzyme circulante, la forme longue (II) code pour un taux plus bas et
la forme hétérozygote (ID) qui code pour un taux intermédiaire (Laraqui A. 2006).
L’ensemble de ces travaux ont confirmé que les taux élevés d’ACE dans le plasma ainsi que
dans les parois des vaisseaux, favorisent la formation de 1’angiotensine Il (Ang II). Il a été
rapporté que les molécules de 1’ Ang II activent le facteur NF-kB et la production de cytokines
pro-inflammatoires et de chimiokines au cours des MAI (Dalbeth N et al. 2005). Ces travaux

nous ont motivé a rechercher I’impact de ce polymorphisme sur la survenue de la SA.

L’analyse de la distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme [4CE]
rs4340 (/D) entre les groupes de cas et de témoins n’a montré aucune différence
statistiquement significative pour le génotype mineur insertion/insertion (II) ainsi que les deux
génotypes cumulés ID+II et ID+DD (respectivement : 12% vs. 22%, p> 0,05, 42% vs. 60 et
88% vs. 88%, p> 0,05) (Tableau 19). L’analyse de la distribution de la fréquence allélique de
I’allele I a révélé une différence significative limitée entre les cas et les contrdles (27% vs.
40%, p= 0,05, OR= 0,65 [0,42-0,99]) (Tableau 19). Cependant, ce résultat n’a pas survécu
apres les corrections de Bonferroni (psewit < 0,006). Notre étude indique que le polymorphisme
[ACE] rs4340 (I/D) ne semble pas avoir un effet sur la survenue de la SA dans la population

de I’Ouest Algérien. Ce résultat doit étre confirmé sur un échantillon plus large.

Des résultats controversés ont été observés d’une part, dans les deux seules études
ayant exploré ’effet du polymorphisme I/D du géne ACE sur la survenue de la SA. En effet,
I’é¢tude d’Inanir et al, a montré que l'allele D a été associ¢ a la SA (p< 0,001) entre 122
patients et 140 controles Turques (Inanir et al. 2012). Cependant, I'étude d'/nal et al, a
démontré une association significative entre le génotype II et la maladie (p= 0,005, OR> 1)
entre 38 cas et 71 témoins Turques (/nal E.E et al. 2016). D’autre part, des études cas/témoins
ont exploré I’'impact de ce polymorphisme sur la survenue des maladies rhumatismales.
L’¢tude d’Alsaeid et al, a démontré une fréquence tres élevée du génotype Il entre 82 patients
atteints de l'arthrite juvénile idiopathique et 48 contrdles koweitiens (p< 0,003) (Alsaeid K et
al, 2003). Ensuite, Bayram et al, ont révélé que le génotype DD est significativement associé

a l'arthrose et I’ostéo-arthrite dans la population turque (P < 0,001) (Bayram et al, 2011).
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Tableau 19 : Distribution génotypique et allélique du polymorphisme [ACE] 154340 (I/D) entre

les patients SA et les controles de 1’Ouest Algérien.

Patients SA Controle Valeur OR
83 (%) 110 (%) P (IC 95%)

Génotypes :
II 10 (12) 22 (22)
1D 25 (30) 36 (36) NS. -
DD 48 (58) 52 (52)
Génotypes groupés
IDHII 35(42) 60(60)
ID+DD 73 (88) 88 (88) NS. -
Alléles :
I 45 (27) 80 (36) 0,05 0,65 [0,42-0,99]
D 121 (73) 140 (64) 12 1,53 [1,02-2,37]

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p <0,05), OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance,
NS. : Non significative, a : alléle/ génotype de référence.



Résultats et Discussion

Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier I’impact des autres molécules intervenant
dans le systéme rénine angiotensine. En effet, des études ont montré que 1’Ang IV aurait des
effets pro-inflammatoires en activant le facteur de transcription NF-kB et en induisant
I’expression des cytokines, I’IL-6 et le TNFa (Sexton et al. 1979 ; Sim M.K et al. 1994 ;
Gammelgaard et al. 2006 ; Fyhrquist et Saijonmaa. 2008).

IV. Résultats de I’étude d’association des CNVs des génes CCL3LI,
FCGR3A et FCGR3B avec la spondylarthrite ankylosante

Les tests d’interférence réalisés sur les sondes des geénes étudiés CCL3L1, FCGR3A4 et
FCGR3B vis-a-vis le géne de référence RPP30, nous ont montré une séparation correcte des
clusters des événements positifs et négatifs correspondants a chaque sonde. Ceci indique qu’il
n’y a pas eu d’interférence entre les sondes du gene CCL3LI comme le montre la Figure 28
vis-a-vis le géne de référence RPP30.

Ch1+Ch2+- 16418 Ch1+0h2--215080 Chl-Ch2+22500 Chi-Ch2-32417
8000 — - —

0 1000 2000 R 4000
Channgl 2 Amplikude

Figure 28 : Tests d’interférence des sondes des génes CCL3L1 vis a vis le géne de référence RPP30.

Les points bleus : les événements positifs pour les génes cibles. Les points verts : les événements
positifs pour le géne de référence (RPP30). Les points orange : les événements positifs pour les génes
cibles et le geéne de référence (RPP30). Les points noirs : les événements négatifs.

Par ailleurs, apres la quantification des CNVs des trois genes explorés (CCL3LI,
FCGR34 et FCGR3B), les échantillons qui ne répondaient pas a la condition de validation : le
nombre de copies doit avoir une variation supérieure a + 0,25 ou avec un indice de confiance

<90%, n'ont pas été pris en compte pour cette étude.
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Résultats et Discussion

IV.1. Impact des CNVsdu gene CCL3LI sur la survenue de la spondylarthrite
ankylosante :

Les CNVs du premier géne investigué dans cette partie, le géne CCL3LI, ont été
analysés au départ sur 81 patients et 119 témoins. Cependant, tous les échantillons avec un
¢cart au nombre de copies entier supérieure a = 0,25 ont été exclues de I’analyse. Nous avons
pu alors, quantifier les CNVs sur les ADNs de 75/81 patients atteints de la SA et de 99/119

témoins.

IV.1.1. Fréquence des CNVs du géne CCL3L] chez la population témoin :

La distribution des CNVs quantifiés chez les 99 contréles Algériens a montré un
nombre de copies (CN) de 1 a 5. Les fréquences des effectifs et le CN étaient comme suit :
5% / 0 copies, 24% / 1 copie, 47% / 2 copies, 14% / 3 copies, 8% / 4 copies et 1% / 5 copies
(Figure 29).

CCL3L1 / Controbles

H] B B3 N4 H5

1%

Figure 29 : Distribution des CNVs du géne CCL3LI chez les 99 contrdles de I’Ouest Algérien.

Parallélement, des résultats concordants ont été retrouvés chez des groupes de
controles issus de plusieurs populations. En effet, dans chaque groupe de contrdles, les CNVs
du gene CCL3L]I variaient de 1 a 5 copies (Tableau 20). La distribution des CNVs du geéne
CCL3L1 chez les contrdles Algériens était plus fréquente lorsque le CN=2 copies. Ceci a été
observé aussi dans les études réalisées chez les Tunisiens (Ben Kilani M.S. et al, 2016),
Norvégiens (Nordang G.B et al, 2012) et Européens (Carpenter D. et al, 2012) (Tableau 20).
La distribution des CNVs = 0, 1, 3 et 4 copies était également similaire entre les quatre
populations. Cependant, les controles Tunisiens présentaient des fréquences plus élevées

concernant les CNVs= 5 copies (Tableau 20).
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Tableau 20 : Distribution des CNVs du géne CCL3L1 chez les contrdles de différentes origines

ethniques

CNV Controles Controles Controles Controles
CCL3L1 Algériens Tunisiens Norvégiens Européens
n=99 (%) n=102 (%) n= 905 (%) n=252 (%)

0 copie 05 % 08,5 % 01,2 % 01,6 %

1 copie 24 % 20,2 % 17,6 % 19,4 %

2 copies 47 % 31,9 % 58,2 % 59,1 %

3 copies 14 % 24,5 % 19,0 % 17,9 %

4 copies 08 % 05,3 % 03,9 % 02,0 %

5 copies 01 % 09,6 % 00,1 % 00,0 %

n : nombre d’effectif, % : pourcentage. Les valeurs en gras rouge représentent les fréquences des CNVs de

référence (CN= 2 copies).



Résultats et Discussion

IV.1.2. Impact des CNVs du géne CCL3LI sur la susceptibilité de développer la
spondylarthrite ankylosante :

Le géne CCL3LI code pour des B-chimiokines (isoformes LD78f) qui agissent comme
des cytokines pro-inflammatoires en induisant l'activation d'une large variété de cellules
immunitaires. Ces protéines attirent les lymphocytes et amplifient la présence des
macrophages dans le site de l'inflammation (Menten P. et al. 1999). Ce géne est connu pour sa

grande variabilité et présente des CNVs multi-alléliques décrites dans la littérature (Gonzalez E. et

al. 2005).

L’analyse des résultats d’aprés le tableau 21 montre une différence statiquement
significative de la distribution des CNVs du géne CCL3LI entre les patients SA et les
contrdles concernant les CNVs de type « duplications » (> 2 copies) (41% vs 23%, p= 0,05,
OR= 3,17 [1.47-6.82]). Apres les corrections de Bonferroni, cette association n’a pas été
retenue (pseuit < 0,006). Cependant, aucune valeur significative n’a été retrouvée pour la
distribution des CNVs de type « délétions » (CNVs< 2 copies) entre les cas et témoins (p>
0,05) (Tableau 21). Nos résultats montrent que les CNVs du gene CCLL31 ne sembleraient

pas jouer un role dans la susceptibilité de développer la SA dans la population Algérienne.

A notre connaissance, cette étude est la premiére qui explore ’effet des CNVs du geéne
CCL3LI sur la susceptibilité a développer la SA. De ce fait, nous avons comparé nos résultats
avec les études explorant des maladies auto-immunes ayant une physiopathologie proche de la
SA. En effet, I’étude de Carpenter et al, n’a trouvé aucune association significative des CNVs
du gene CCL3LI chez les sujets atteints de la maladie de Croh’n, du psoriasis et de la PR
(Carpenter D. et al, 2012). Le méme résultat a été trouvé dans 1’é¢tude de Nordang et al,
explorant des sujets atteints de PR Norvégiens (Nordang G.B et al, 2012) et I’étude de Ben
Kilani et al, explorant des sujets atteints de PR dans les populations Francaise et Tunisienne
(Ben Kilani M.S. et al. 2016). Ces études concordent avec les résultats observés dans la

population Algérienne.

En revanche, des résultats discordants ont été observés, notamment, 1’étude de
McKinney et al, qui a montré une association significative entre les CNVs > 2 copies et la
survenue de la PR dans une population de Nouvelle Zélande (p=0,009, OR= 1,34 [1,08-1,66])
(McKinney C. et al, 2008). Egalement, I’étude de Mamtani et al, a trouvé que les CNVs > 2
copies du géne CCL3L1 jouent un réle important dans le développement du lupus chez trois
populations ; Colombienne de descendance Européenne (Espagne), Américaine (Caucasiens

et Hispaniques) et Américaine d’origine Européenne (Mamtani M. et al, 2008).
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Tableau 21 : Analyse de la distribution des CNVs du géene CCL3L1 entre les cas et les témoins

dans la population de I’Ouest Algérien

CNV Patients SA Controles Valeur p OR (IC)
CCL3L1 n=75 (%) n=99 (%)
<2 copies 12 (16) 29 (29) NS. -
=2 copies 32 (43) 47 (47) 1?
> 2 copies 31 (41) 23 (23) 0,05 3,17 [1.47-6.82]

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras sont
significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,006), OR : odds
ratios, IC : intervalle de confiance, a : alléle/ génotype de référence.



Résultats et Discussion

La disparité des résultats observée entre ces différentes études pourrait étre due a la
variété des pathologies testées, a 1’hétérogénéité des populations étudiées ou aux différentes
techniques de quantification. En effet, la quantification des CNVs par la qPCR, quantifie
¢galement le pseudogene de CCL3L1, ce qui induit une surestimation des valeurs de nombre de
copies. Il a été démontré que ce pseudogene est présent dans environ 10% des individus ayant
entre 1 et 2 copies du gene et dans 80% des échantillons ayant un nombre de copies entre 3 et 4
(Walker S. et al. 2009). Ainsi, si ce pseudogeéne est présent chez certains patients, le nombre de
copies sera surestimé par rapport aux controles, ceci pourrait introduire un biais dans les analyses
d’association (Ben Kilani M.S. 2014). Au regard des variabilités des protocoles techniques et
ethniques, de nouvelles études d’association utilisant des protocoles spécifiques pour le geéne

CCL3LI (comme celui décrit dans cette étude) doivent étre réalisées dans d’autres populations.

IV.2. Impact des CNVs du géne FCGR3A et FCGR3B sur la survenue de la
spondylarthrite ankylosante :

La quantification des CNVs des génes FCGR3A4 et FCGR3B a été réalisée sur 181
sujets. Comme pour le géne CCL3L1, nous avons exclu les échantillons avec un écart au CN
entier > £ 0,25. Pour I’étude du géne FCGR3A, 11/81 patients et 6/100 controles ont été

¢liminés de I’analyse et 8/81 patients et 3/100 contrdles ont été exclus pour le gene FCGR3B.

VI1.2.1. Fréquence des CNVs de FCGR3A4 et FCGR3B chez la population Témoin :

La distribution des CNVs quantifiés chez les 94 contréles Algériens a montré un CN
de 1 a 3 copies pour le géne FCGR3A. Les fréquences des effectifs étaient comme suit : 3% /
1 copie, 95% / 2 copies et 2% / 3 copies (Figure 30). De méme, le géne FCGR3B était
caractérisé par une distribution de 1 a 3 copies chez les 97 contréles Algériens avec des

fréquences d’effectifs/CN de 15% / 1 copie, 80% / 2 copies et 5% / 3 copies (Figure 30).

FCGR3A / Contrbles FCGR3B / Contrdles
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Figure 30 : Distribution des CNVs des génes FCGR3A4 et FCGR3B chez les contrdles de 1’Ouest Algérien.
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Résultats et Discussion

La distribution des CNVs des deux genes FCGR3A4 et FCGR3B dans les différentes
populations contrdles étudiées est indiquée sur les tableaux 22 et 23, respectivement. Les
résultats de cette distribution des CNVs des genes FCGR3A4 et FCGR3B semblent étre
similaires entre toutes les populations contréles Africaine, Caucasienne et méme chez les
Taiwanais, Hindous et Chinois (Zhou X-J et al, 2009 ; Chen JY. et al, 2014 ; Wang L. et al.
2016 ; Jianming W. et al, 2016). Les résultats de la distribution indiquent que les CNVs= 2
copies des génes FCGR3A et FCGR3B sont les plus fréquemment retrouvées. De plus, toutes
les populations ne présentaient aucune variation de 0 copie de ces deux genes. Cependant, les
¢tudes investiguées sur la population Chinoise a montré la présence des CNVs= 4 copies

(Zhou X-J et al, 2009 ; Wang L. et al. 2016).

Par ailleurs, 1’étude de Wang L. et al, a montré une distribution des CNVs des genes
FCGR3A4 et FCGR3B différente de celles observées dans les autres populations notamment,
I’étude de Zhou X-J et al, réalisée sur les controles Chinois d’ethnie Han. De ce fait, I’étude
de Wang L. et al, a utilisé par le calcul de la médiane, les CNVs= 4 copies comme variation

de référence spécifique de la population Chinoise étudiée (Wang L. et al. 2016).

Cette différence concernant la distribution des CNVs des genes FCGR34 et FCGR3B
chez les Chinois pourrait étre expliquée par les différentes méthodes de quantification

utilisées dans ces études ou par I’hétérogénéité des sous-populations Chinoises explorées.

VI1.2.2. Impact des CNVs des geénes FCGR3A4 et FCGR3B sur la susceptibilité de
développer la spondylarthrite ankylosante :

L’étude de I’'impact des CNVs sur la survenue de la SA a ensuite porté sur les CNVs
localisées sur les genes FCGR3A4 et FCGR3B. Ces deux genes codent pour les deux récepteurs
FcyRIlla et FcyRIIlb, respectivement. Ces récepteurs sont impliqués dans la réponse
inflammatoire et plus précisément dans la reconnaissance des IgGs (Simmons & Seed. 1988 ;
Croker & Kimberly. 2005). 11 a été démontré que des CN'Vs situés dans les genes FCGR3A et
FCGR3B pouvaient altérer l'efficacité a phagocyter les complexes immuns. De ce fait, il
pourrait avoir des conséquences sur le développement de certaines maladies auto-immunes
telles que la SA (Salmon J. E. et al. 1992). Le locus FCGR a été largement étudié,
précisément, les CNVs localisées sur les génes FCGR3A et FCGR3B qui ont été associés au
développement de la spondylarthrite dans une seule étude (Wang L. et al. 2016). Nous avons

donc voulu déterminer I’impact de ces CNVs sur la survenue de la SA en Algérie.
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Tableau 22 : Distribution des CNVs du géne FCGR34 chez les contréles de différentes origines ethniques

CNV Controles Controles | Contréles Controles Controles Controles
FCGR34 Algériens Africains | Caucasiens | Han Chinois Taiwanais Chinois
n=94 (%) n=300 (%) | n=371(%) @ n=146 (%) | n=1420 (%) | n=399 (%)
0 copie 00 % 00 % 00 % 00 % 00 % 00 %
1 copie 03 % 01 % 02 % 4,1% 1,34 % 00 %
2 copies 95 % 97 % 93 % 87,7% 90,14 % 0,3 %
3 copies 02 % 02 % 05 % 7,5% 8,52 % 08,8 %
4 copies - - - 0,7 % - 62,4 %
5 copies - - - - - 23,8 %
6 copies - - - - - 04,3 %
7 copies - - - - - 0,5 %

n : nombre d’effectif, % : pourcentage. Les valeurs en gras rouge représentent les fréquences des CNVs de

référence de chaque étude.

Tableau 23 : Distribution des CNVs du géne FCGR3B chez les contréles de différentes origines ethniques

CNV Controles Controles Controles Controles Controles Controles
FCGR3B Algériens Africains | Caucasiens | Han Chinois Hindous Chinois
n=97 (%) n=300 (%) | n=371 (%) n= 146 (%) n=100 (%) | n=399 (%)
0 copie 00 % 00 % 00 % 00 % 00 % 00 %
1 copie 15 % 14 % 07 % 19,2 % 21 % 00 %
2 copies 80 % 77 % 86 % 64,4 % 77 % 0,3 %
3 copies 05 % 09 % 07 % 11,0 % 02 % 11,5%
4 copies - - - 55% - 60,9 %
5 copies - - - - - 22,6 %
6 copies - - - - - 4,0 %
7 copies - - - - - 0,8 %

n : nombre d’effectif, % : pourcentage. Les valeurs en gras rouge représentent les fréquences des CNVs de

référence de chaque étude.




Résultats et Discussion

L’analyse de la distribution des fréquences des CNVs entre le groupe de SA et le
groupe de contrdles a montré des différences statistiquement significatives pour le géne
FCGR3A. En effet, nous avons montré une association significative concernant les délétions
du gene FCGR3A4 (CNVs < 2 copies) entre les cas et les témoins (23% vs 3%, p= 0,0001,
OR= 7,74 [2.32-25.74]). Cette différence statistique a survécu aprés la correction de
Bonferroni (pseuit < 0,006) (Tableau 24). Cependant, aucune valeur significative n’a été
trouvée pour les duplications (CNVs > 2 copies) au niveau de ce méme gene (Tableau 24).
Par ailleurs, la distribution des fréquences de CNVs entre les groupes de cas et de témoins n’a
montré aucune différence statistiquement significative pour le géne FCGR3B ni pour les

CNVs > 2 copies (p > 0,05) ni pour les CNVs < 2 copies (p > 0,05) (Tableau 24).

Notre étude suggere d’une part, que les délétions des CNVs du géne FCGR3A4
pourraient avoir un effet prédisposant a la SA, d’autre part, les CNVs du géne FCGR3B ne

sembleraient avoir aucun effet sur la survenue de la SA dans la population Algérienne.

A I’heure actuelle, une seule étude réalisée dans la population Chinoise s’est intéressée
a explorer I’effet des CNVs des deux génes FCGR3A et FCGR3B sur le développement de la
SA. Les résultats indiquaient une association significative entre les CNVs < 3 copies et la
survenue de la SA concernant le géne FCGR34 (OR= 2.17 [1.41-3.34]) et les CNVs <3 du
gene FCGR3B (OR= 1.87 [1.25-2.79]) (Wang L. et al, 2016). Les résultats de cette étude

concordent avec les ndtres concernant les CNVs du géne FCGR3A.

Dans la littérature, les résultats d’association entre la délétion du gene FCGR3A4
divergent. Actuellement, une seule étude s’est intéressée a explorer I’effet des CNVs du gene
FCGR3A4 sur le développement de la SA. Cette étude a montré une association significative
entre les CN'Vs < 3 copies et la survenue de la SA (OR= 2.17 [1.41-3.34]) dans la population
Chinoise (Wang L. et al, 2016). Nos résultats discordent avec ceux trouvés par Thabe et al,
qui n’ont rapporté aucune association significative entre les CNVs du géne FCGR3A4 et le

développement de la PR dans une population Caucasienne (Thabe M.M. et al, 2009).

Parall¢lement, 1’étude des CNVs du géne FCGR3B a induit des résultats discordants
concernant la délétion de ce geéne. En effet, une association significative entre les CNVs < 3
du géne FCGR3B et la survenue de la SA a été mise en évidence en Chine (OR= 1.87 [1.25-
2.79]) (Wang L. et al, 2016). Une méta-analyse des ¢tudes effectuées sur le développement de
la PR a encore confirmé 1’association de la délétion du géne FCGR3B chez les Caucasiens

(McKinney C & Merriman TR. et al, 2012). Cependant, nos résultats concordent avec ceux
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Tableau 24 : Analyse de la distribution des CNVs des genes FCGR3A4 et FCGR3B entre les

cas et les t¢émoins dans la population de I’Ouest Algérien

CNV Patients SA Controles P value OR (I0)
FCGR34 n=70 (%) n=94 (%)
<2 copies 16 (23) 3(3) 0,0001 7,74 [2.32-25.74]
=2 copies 54 (77) 89 (95) 1#
> 2 copies 00 (0) 02 (2) NS. -

CNV Patients SA Controles P value OR (I0)
FCGR3B n=73 (%) n=97 (%)
<2 copies 11 (15) 14 (14) NS. -
=2 copies 57 (78) 78 (80) 1?
> 2 copies 05 (07) 05 (06) NS. -

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras sont
significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,006), OR : odds ratios,
IC : intervalle de confiance, a : alléle/ génotype de référence.
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retrouvés dans 1’étude de Ben Kilani et al, qui n’a montré aucune association entre les CNVs

du géne FCGR3B et la survenue de la PR en France (Ben Kilani M.S. 2014).

Des recherches antérieures ont démontré que les individus porteurs d’un nombre de
copies réduit de FCGR3 exprimaient significativement moins de protéines FcyRIII sur les
cellules NK et les neutrophiles, que ceux porteurs d’un nombre ¢élevé (Chen JY. et al, 2014).
Les récepteurs Fc-gamma régulent diverses réponses immunitaires humorales et cellulaires, y
compris la clairance des complexes immunitaires ; ainsi, l'expression de ceux portant les
délétions de FCGR3A peut réguler ces réponses immunitaires pour augmenter le risque de la
survenue de la SA par FcyRIIIA (Wang L. et al. 2016). De plus, il a été démontré que les
FcyRIII fonctionnent comme récepteurs inhibiteurs de l'ostéoclastogenese. Ceci a été
confirmé par 1'expression de FcyRIII qui diminue & mesure que l'ostéoclastogenése progresse
et qu'une formation efficace d'ostéoclastes a ¢té¢ observée dans les cellules ‘précurseur’ des
ostéoclastes avec un faible taux de FcyRIIl (Negishi-Koga T et al. 2015). Par conséquence,
I’expression de FcyRIII est crucial pour le processus physiologique de I'ostéoclastogenése, ce
qui peut entrainer 1'augmentation du risque de survenue de la SA chez les individus porteurs

d’un nombre de copies réduit de FCGR3.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les génes FCGR3A4 et FCGR3B étaient
localisés dans un cluster de geénes homologues sujets a de nombreuses recombinaisons
permettant ainsi I’apparition de CNVs multi-alléliques de différentes tailles, compliquant
I’interprétation des résultats (De Haas M. et al. 1995 ; Koene H.R. et al. 1996 ; Machado L.R.
et al. 2012). Cependant, la ddPCR a été rapportée comme étant la meilleure technique a
utiliser pour la quantification absolue des CNVs. Cette technique a 1’avantage de pouvoir
séparer les copies en tandem grace a la génération des droplets. Méme dans le cas ou la
distance entre deux copies en tandem est petite, un protocole préalable de digestion

enzymatique de I’ADN pourra étre utilisé pour 1’identification de ce type de copies.

L’équipe de Ben Kilani M.S a montré que lors de la génération de droplets par la
ddPCR, le partitionnement fragmente I’ADN et par conséquent, lorsque la distance qui sépare
deux copies en tandem est assez grande, comme c’est le cas pour CCL3LI, FCGR3A et
FCGR3B (~90kb), les duplicats sont séparés dans deux droplets différentes permettant ainsi

une estimation correcte du nombre de copies sans 1’étape de digestion (Ben Kilani M.S. 2014).
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V. Stratifications des résultats selon le statut HLA-B27

V.1. Impact des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237
(G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et [PRKCQ)] rs4750316 (G>C) sur la survenue de la SA
selon le statut HLA-B27 :

Nous avons étudié la distribution des quatre polymorphismes précédemment étudiés
[CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et [PRKCQ]
14750316 (G>C) par rapport au statut HLA-B27 entre le groupe des cas et des témoins. Les

résultats sont présentés sur le tableau 25.

Parmi ces polymorphismes, aucune association significative n’a été déterminée
concernant 1I’impact des trois SNPs [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T) et
[PRKCQ] 154750316 (G>C) sur la survenue de la SA selon la présence/absence de HLA-B27
(p > 0,05) (Tableau 25). Cependant, la distribution des fréquences alléliques du
polymorphisme [CTLA4] rs3087243 (A>G) a montré une différence significative selon le
statut HLA-B27 et elle a tout juste survécu apres correction de Bonferroni (68% vs. 51%, p =
0,006, OR= 2.10 [1.23-3.59]) (Tableau 25). Il semblerait que 1’allele G du SNP [CTLA4]
rs3087243 est associé¢ a la SA exclusivement dans le groupe HLA-B27 négatif (-) (Tableau
25). Cette partie de résultats a fait I’objet de la publication scientifique (Annexe 8).

Nous rappelons que dans notre étude, 52% des patients atteints de la SA sont HLA-
B27 positif (+), alors que presque 90% des patients spondylarthriques caucasiens portent cet
antigene (Reveille J.D. et al, 2001). Ceci mene a penser que d’autres génes tels que le CTLA4
pourraient jouer un rdle indépendant de HLA-B27 dans le déclenchement de cette maladie

dans la population de 1’Ouest Algérien.

Ila été rapporté que certains SNPs de plusieurs genes candidats a la SA étaient associés
dans le groupe de HLA-B27 (-) McGarry F et al. 1999 ; Talpin A. 2013 ; Akkog¢ N et al.
2017 ; Qian Y et. 2017). Ces travaux ont suggéré que ces polymorphismes ont un effet
indépendant de I’antigéne HLA-B27 dans la contribution génétique de la SA. Cependant, ces
travaux discordent avec les résultats de plusieurs études, qui ont montré que la molécule
CTLA-4 agit plutot en synergie avec les molécules HLA classe II chez les patients atteints de
plusieurs maladies auto-immunes (Agarwal K et al. 2000 ; Einarsdottir E et al, 2003). 11 a été
récemment montré aussi, que la forte association du géne ERAPI a la SA est retrouvée
seulement chez les patients HLA-B27 (+) (Popa O.M et al. 2016 ; Akko¢ N et al. 2017).
Ainsi, des études antérieures pourraient confirmer si le polymorphisme [CTLA4] rs3087243 a

un effet indépendant vis-a-vis la spécificit¢ HLA-B27 dans la population Algérienne.
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Tableau 25 : Distribution de I’antigéne HLA-B27 entre les patients SA et les controles selon
les quatre polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40]
154810485 (G>T) et [PRKCQ] 154750316 (G>C).

Présence Absence
HLA-B27** HLA-B27* Test statistique
Cas Témoins Cas Témoins Valeur OR
42 (%) 07 (%) 39 (%) 116 (%) P (IC 95%)
[CTLA4]

rs3087243
A 32 (38) 06 (43) 25 (32) 115 (49) 1?
G: 52 (62) 08 (57) 53 (68) 117 (51) 0,006™ 2.10

[1.23-3.59]"
[REL]

rs13031237
G: 61 (73) 08 (57) 49 (63) 150 (65) NS -
T: 23 (27) 06 (43) 29 (37) 082 (35)

[CD40]

rs4810485
G: 57 (68) 12 (86) 62 (79) 179 (77) NS -
T: 27 (32) 02 (14) 16 (21) 053 (23)

[PRKCQ]

rs4750316
C: 20 (24) 05 (36) 21 (27) 074 (32) NS -
G: 64 (76) 09 (64) 57 (73) 158 (68)

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p <0,05), Les valeurs indiquées en gras sont
significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,006), OR : odds ratios, IC :
intervalle de confiance, a : alléle/ génotype de référence.
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V.2. Impact des CNVs des génes CCL3L1, FCGR3A et FCGR3B sur la survenue
de la SA selon le statut HLA-B27

Nous avons comparé¢ les trois variations de nombre de copies de génes précédemment
¢tudiés (CCL3LI, FCGR3A et FCGR3B) selon la présence/absence de I’antigéne HLA-B27
entre le groupe des cas et des témoins. Les résultats sont présentés sur les tableaux 26 et 27

selon les geénes étudiés CCL3L1 et FCGR3, respectivement.

Concernant le géne CCL3LI, nous avons observé une différence statistiquement
significative concernant les CNVs > 2 copies uniquement en présence de 1’antigéne HLA-B27
« HLA-B27 (+) » (Tableau 26). En revanche, nous n’avons trouvé aucune corrélation
significative concernant les CNVs < 2 copies selon le statut HLA-B27 (Tableau 26). De ce
fait, nous pouvons conclure que les duplications des CNVs du géne CCL3LI ont un effet
additif par rapport a la forte relation génétique entre la SA et la spécificité HLA-B27 dans la
population de I’Ouest Algérien.

Concernant les deux génes FCGR3, nous avons observé des corrélations significatives
concernant le géne FCGR3A seulement. En effet, lorsque le nombre de copies du gene
FCGR3A4 était < 2 copies, nous avons trouvé une différence significative dans le groupe des
patients HLA-B27 (-) cette fois-ci (p= 0,002, OR= 7,98 (1,74-36,55) (Tableau 27). Ce
résultat a été retenu apres la correction de Bonferroni (psewit < 0,006). Cependant, nous n’avons
pas trouvé des différences significatives concernant la distribution des CNVs > 2 copies du

gene FCGR3A4 selon le statut HLA-B27 (Tableau 27).

Ces résultats indiquent que les délétions des CNVs du géne FCGR3A4 ont un effet
indépendant de la spécificité HLA-B27 dans la susceptibilité¢ de la SA dans la population de
I’Ouest Algérien. Ceci renforce les travaux qui ont montré que 1’expression des récepteurs
FcyRIII est crucial pour le processus physiologique de I'ostéoclastogenese, ce qui peut
amplifier le risque de développement de la SA chez les individus porteurs d’un nombre de

copies réduit de FCGR3.

Par ailleurs, aucun résultat significatif n’a été observé pour la distribution des CNVs
du géne FCGR3B entre les cas et les témoins. Ceci pourrait étre due a I’absence d’association
des CNVs de ce gene a la SA, a la taille réduite de notre effectif ou bien a une particularité
ethnique spécifique de la population Algérienne. Il serait intéressant d’augmenter I’effectif de

notre échantillon d’étude afin de confirmer ou affirmer ces résultats.
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Tableau 26 : Distribution de I’antigéne HLA-B27 entre les patients SA et les controles selon
les CNVs du géne CCL3LI.

CCL3Ll/ Sujets CNVs CNVs CNVs
HLA-B27 <2 copies =2 copies >2 copies
Patients 1
Absence* n=34 (%) 6 (18) 15 (44) 3 (38)
HLA-B27 Contrdles
n=89 (%) 28 (32) 41 (46) 20 (22)
Patients
Présence** n=41 (%) 05 (15) 13 (41) 18 (44)
HLA-B27 Contrdles
n=10 (%) 02 (20) 08 (80) 0 (00)
Valeur
Tests p NS 1? 0,003**
Statistiques OR 23,3
(I10) - - [1,23-43,9]

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras
sont significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations génétiques, alpha= 0,000),
OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance, a : alléle/ génotype de référence.
Tableau 27 : Distribution de I’antigéne HLA-B27 entre les patients SA et les controles selon

les CNVs des geénes FCGR34 et FCGR3B, respectivement.

FCGR3A4/ Sujets CNVs CNVs CNVs
HLA-B27 <2 copies =2 copies >2 copies
Absence™ Patients 6 (18) 27 (82) 00 (00)
HLA-B27 n=33 (%)
Controbles 02 (02) 84 (97) 01 (01)
n=87 (%)
Patients 10 (27) 27 (73) 00 (00)
Présence** n=37 (%)
HLA-B27 Controbles 00 (00) 04 (80) 01 (20)
n=05 (%)
Valeur
Tests p 0,002* 1? 0,02
Statistiques OR 7,98 3,43
(IC) (1,74-36,55) - (0,17-69,51)
FCGR3B/ Sujets CNVs CNVs CNVs
HLA-B27 <2 copies =2 copies >2 copies
Absence* Patients
HLA-B27 n=34 (%) 07 (20) 26 (76) 01 (04)
Controbles
n=92 (%) 14 (15) 73 (80) 05 (05)
Patients
Présence®* n=39 (%) 04 (10) 31 (80) 04 (10)
HLA-B27 Controles
n=05 (%) 00 (00) 05 (100) 00 (00)
Valeur
Tests p NS 1? NS
Statistiques OR
(€D - - -

% : fréquence, n : nombre, p : valeur de signification (p < 0,05), Les valeurs indiquées en gras
sont significatives apres les corrections de Bonferroni (9 variations genétiques, alpha= 0,0006),
OR : odds ratios, IC : intervalle de confiance, a : alléle/ génotype de référence.
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VL. Stratifications des résultats selon le sexe et I’age

VI.1. Impact des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237
(G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ)] rs4750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) sur
la survenue de la SA selon les facteurs sexe et age :

Nous avons comparé¢ la distribution des fréquences génotypiques et alléliques des
polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (4>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485
(G>T), [PRKCQ] 154750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) entre le groupe des cas et témoins

selon les facteurs sexe et age. Les résultats significatifs sont présentés sur le tableau 28.

La stratification selon le facteur sexe n’a déterminé aucune association significative
concernant la distribution génotypique et allélique des polymorphismes [REL] rs13031237
(G>T), [CD40] 1s4810485 (G>T), [PRKCQ] 154750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) sur la
survenue de la SA (résultats non présentés). En revanche, ’analyse de la distribution des
fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme [CTLA4] rs3087243 (A>G) entre le
groupe de SA et de controles a montré des différences statistiquement significatives dans le
groupe des femmes. En effet, nous avons trouvé que la fréquence du génotype cumulé
AG+GG ¢était statistiquement plus élevée chez les cas SA de sexe féminin que chez les
témoins de sexe féminin (93% vs. 71%, p= 0,004, OR= 4,85 [1,46-16,13]). Cette association a
survécu apres correction de Bonferroni (pseuit < 0,006) (Tableau 28). De plus, cette différence
de distribution génotypique a été¢ confirmée par une différence statistiquement significative de
la distribution de 1’allele G du polymorphisme [CTLA4] rs3087243 entre les cas et témoins
féminins méme aprés correction de Bonferroni (70% vs. 48%, p= 0,001, OR= 2.42 [1,39-
4,21]) (Tableau 28). Cependant, aucune différence significative des distributions des
fréquences génotypiques ou alléliques n’a été observée entre le groupe des cas et témoins

masculins (86% vs. 70%, p > 0,05 et 60% vs. 50%, p > 0,05, respectivement) (Tableau 28).

De ce fait, ces résultats indiquent que ’allele G du SNP [CTLA4] 1rs3087243 pourrait
influencer le développement de la maladie chez les patientes spondylarthriques dans la
population de I’Ouest Algérien. Il semblerait que le facteur sexe pourrait accélérer le risque de

survenue de la SA. Ces résultats ont fait partie de la publication scientifique (Annexe 8).

Par ailleurs, la distribution des fréquences génotypique et allélique des
polymorphismes [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] 1s4810485 (G>T) et [PRKCQ] rs4750316
(G>C) apres stratification selon le parametre age, n’a montré aucune différence
statistiquement significative (résultats non présentés). Par contre, ’analyse de la distribution

des fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G) et
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Tableau 28 : Distribution des fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G) et [ACE] rs4340 (I/D) entre
les cas et témoins selon le gendre et 1’age.

Stratifications Selon le facteur sexe Selon le facteur dge
Femmes Hommes <30 ans > 30 ans
Polymorphismes Patients Controles Patients Controles Patients Controles Patients Controles
CTLA4 CT60
AA 03 (07) 21(29) 05 (14) 15 (30) 04 (17) 24 (28) 04 (07) 12 (32,5)
AG 21 (48) 34 (46) 20 (54) 21 (40) 11 (46) 40 (47) 30(53) 15 (40,5)
GG 20 (45) 18 (25) 12 (32) 15 (30) 09 (37) 22(25) 23 (40) 10 (27)
AGH+GG* 41 (93) 52 (71) 32 (86) 36 (70) 20 (73) 62 (78) 53(93) 25 (67,5)
A 27 (30) 77 (52) 30 (40) 51 (50) 19 (40) 89 (51) 38(33) 39(53)
G* 61 (70) 71 (48) 44 (60) 51 (50) 29 (60) 85 (49) 76 (67) 35(47)
P value 0,004*, 4,85 [1,46-16,13] 0,001%*, 5,82 [1,79-18,89]
OR (95%) 0.001%%*,2.42 [1,39-4,21] NS NS 0.008**,2,21 [1,22-4,01]
ACE I/D
DD 27 (63) 30 (54) 19 (50) 22 (41) 20 (56) 10 (37) 26 (58) 42 (51)
ID 12 (28) 18 (32) 13 (34) 18 (33) 09 (25) 04 (15) 16 (36) 32(39)
I* 04 (09) 08 (14) 06 (16) 14 (26) 07 (19) 13 (48) 03 (07) 09 (11)
ID+II 16 (37) 26 (46) 19 (50) 32(59) 16 (44) 17 (63) 19 (42) 41 (49)
D 60 (81) 69 (73) 45 (71) 53(59) 45 (71) 22 (44) 60 (87) 100 (75)
I* 14 (19) 25(27) 18 (29) 37 (41) 18 (29) 28 (56) 09 (13) 34 (25)
P value 0,05*, 0,28 [0,10-0,91]
OR (95%) NS NS 0,003**, 0,32 [0,15-0,69] NS

* Ou ** : mentionne le génotype ou I’alléle concernés par les tests statistiques significatifs, p : valeur seuil < 0,05, OR : Odd ratio avec un intervalle de confiance a
95%. Les valeurs indiquées en gras sont significatives apres les corrections de Bonferroni (p < 0,000).
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[ACE] 154340 (I/D)entre le groupe de cas et de témoins a montré des différences

statistiquement significatives dans le groupe des sujets > 30 ans.

Concernant le SNP [CTLA4] 1rs3087243, nous avons observé une différence
significative de la distribution du génotype cumulé¢ AG+GG entre les cas et témoins avec un
age > 30ans (93% vs. 67,5%, p= 0,001, OR=5,82 [1,79-18,89]). Cette association a survécu
apreés correction de Bonferroni (pseuit < 0,006) (Tableau 28). Ainsi, la différence de
distribution génotypique a été confirmée par une différence statistiquement significative de
I’allele G entre les cas et témoins > 30 ans (67% vs. 47%, p= 0,008, OR= 2,21 [1,22-4,01])
(Tableau 28). Cependant, la distribution des fréquences allélique n’a pas était retenue apres
correction de Bonferroni. Par ailleurs, aucune différence significative des distributions
génotypiques ou alléliques n’a été observée dans le groupe des patients dans I’age est < 30 ans

(p > 0,05) (Tableau 28).

Ces observations montrent que le polymorphisme [C7TLA4] rs3087243 aurait un
impact sur le développement de la SA chez les sujets agés de plus de 30 ans dans la
population de I’Ouest Algérien. Il semblerait que le facteur age pourrait augmenter le risque

de la survenue de la SA.

Contrairement aux résultats obtenus pour le SNP [CTLA4] rs3087243, la distribution
des fréquences alléliques du polymorphisme [ACE] rs4340 (I/D) a montré des différences
significatives entre le groupe de cas et témoins ayant un age < 30 ans (29% vs. 46%, p=
0,003, OR= 0,32 [0,15-0,69]) (Tableau 28). Cette différence statistique observée pour ’all¢le
insertion (I) a pu persister aprés les corrections de Bonferroni (pseuit < 0,006). D’autre part,
nous n’avons trouvé aucune différence significative de la distribution des fréquences

alléliques dans le groupe de sujets ayant un age >30 ans.

Il semblerait que 1’alléle 1 de ce polymorphisme protégerait contre le développement
de la SA chez les sujets avec un age < 30 ans dans la population de I’Ouest Algérien

(Tableau 28).

Les résultats de stratification concernant les polymorphismes [CTLA4] rs3087243
(A>G) et [ACE] rs4340 (I/D) selon les parametres sexe et age indiquent qu’il serait possible
que des facteurs endocriniens pourrait influencer le déclenchement de la SA dans notre
population d’étude. En effet, plusieurs études ont montré que le déréglement des hormones
sexuelles (cestrogénes et progestérone) pourrait perturber le systéme immunitaire au cours des

maladies auto immunes (Cutolo et al. 2004).
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VI.2. Impact des CNVs des génes CCL3LI, FCGR3A4A et FCGR3B sur la
survenue de la SA selon les facteurs sexe et age :

Concernant la stratification selon les paramétres sexe et age, nous avons comparé la
distribution des trois variations de nombre de copies de génes CCL3L1, FCGR3A4 et FCGR3B

entre le groupe des cas et des témoins (Tableau 29).

L’analyse des distributions des CNVs < 2 copies et CNVs > 2 copies a été réalisée par
rapport au nombre de copies de référence (CN=2) entre le groupe de cas et des témoins. Les
analyses statistiques n’ont montré aucune différence significative concernant le géne
FCGR3B (résultats non présentés). En revanche, plusieurs résultats significatifs ont été

observés pour les deux autres genes étudiés (CCL3L1 et FCGR3A).

Les résultats de stratifications selon les deux parameétres sexe et age concernant les
CNVs du géne CCL3L1 ont montré des distributions significatives pour les CNVs > 2 copies
entre les cas et témoins. En effet, nous avons observé une association a la SA lorsque les
CNVs ¢étaient > 2 copies dans le groupe masculin (47% vs. 17%, p= 0,01, OR= 3,82 [1,26-
11,58]) et entre les cas et témoins avec un age > 30ans (39% vs. 12%, p= 0,04, OR= 3,69
[1,00-14,15]) (Tableau 29). Ces résultats n’ont pas atteint la signification statistique apres
application de la correction de Bonferroni (pseuit < 0,006). Cependant, nous n’avons trouvé
aucune corrélation significative concernant les CNVs < 2 copies selon ces deux parametres,

respectivement (Tableau 29).

Par ailleurs, des distributions significatives des CNVs < 2 copies du gene FCGR34 ont
été observées entre les cas et témoins apres stratification selon le sexe et I’age. En effet, nous
avons retrouvé une différence statistiquement significative lorsque les CNVs du géne
FCGR3A <2 copies entre le groupe de patients féminins (21% vs. 02%, p= 0,002, OR= 9,93
[1,65-59,64]). Le méme résultat a été constaté entre le groupe de patients et de témoins agés
de plus de 30 ans (24% vs. 02%, p= 0,0003, OR=13,66 [2,26-82,36]) (Tableau 29). Toutes
ces associations ont survécu apres la correction de Bonferroni (psewit < 0,006). Par contre,
aucune différence significative entre ces groupes n’a ¢€té identifiée concernant les CNVs > 2

copies (Tableau 29).

Nous pouvons conclure que les délétions du gene FCGR3A pourrait influencer la
survenue de la SA chez les patientes atteintes de la SA et chez les sujets Algériens ayant plus
que 30 ans (Tableau 29). Ces résultats viennent confirmer encore une fois que le facteur sexe

et le facteur age semblerait multiplier le risque de susceptibilité de développer la SA.
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Tableau 29 : Distribution des fréquences des CNVs CCL3L1 et FCGR3A entre les cas et t¢émoins selon le gendre et 1’age.

Stratifications Selon le facteur sexe Selon le facteur age
Femmes Hommes <30 ans > 30 ans
CNVs . R . R . R . R
Patients Controles Patients Controles Patients Controles Patients Controles
CCL3L1
<2 copies* 05 (13) 15 (26) 07 (19) 14 (34) 05 (15) 21 (28) 07 (17) 08 (32)
=2 copies® 20 (51) 27 (47) 12 (33) 20 (49) 14 (41) 33 (45) 18 (44) 14 (56)
> 2 copies** 14 (36) 16 (28) 17 (47) 07 (17) 15 (44) 20 (27) 16 (39) 03 (12)
P value
OR (95%) NS 0,01** NS 0,04**
3,82[1,26-11,58] 3,69 [1,00-14,15]
FCGR3A
<2 copies* 08 (21) 01 (02) 08 (24) 02 (05) 08 (24) 01 (02) 08 (21) 02 (06)
=2 copies® 30 (79) 53 (96) 25 (76) 37 (93) 25 (76) 61 (95) 30(79) 29 (94)
> 2 copies** 00 (00) 01 (02) 00 (00) 01 (03) 00 (00) 02 (03) 00 (00) 00 (00)
P value 0,002* 0,02%* 0,0003* NS
OR (95%) 9,93 [1,65-59,64] 5,00 [1,11-22,34] 13,66 [2,26-82,36]

* Ou ** : mentionne le génotype ou I’alléle concernés par les tests statistiques significatifs, p : valeur seuil < 0,05, OR : Odd Ratio avec un intervalle de

confiance a 95%. Les valeurs indiquées en gras sont significatives apres les corrections de Bonferroni (p < 0,006).




Résultats et Discussion

VII. Stratifications des résultats selon les facteurs d’activité

VIIL.1. Impact des polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), |[REL]
rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ] rs4750316 (G>C) et [ACE]
rs4340 (I/D) sur la survenue de la SA selon les facteurs d’activité et de sévérité :

Nous avons ¢étudié la distribution des polymorphismes précédemment étudiés [CTLA4]
rs3087243 (A>G), [REL] 1rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ] rs4750316
(G>C) et [ACE] 154340 (I/D) chez les patients SA par rapport aux parametres suivants : Les
indices BASDAI et BASFI (< 4 ou > 4), le taux de la CRP (positive ou négative) et la forme

de la maladie (axiale, périphérique ou mixte) (résultats non présentés).

Apres I’analyse de la distribution des fréquences génotypiques et alléliques de ces
polymorphismes chez les sujets atteints de la SA, nous n’avons pas obtenus des résultats
significatifs ni pour les parametres d’activité (p > 0,05) ni pour les paramétres de sévérité de
la SA (p > 0,05). D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure que la distribution des
polymorphismes [CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T), [CD40] rs4810485
(G>T), [PRKCQ] 154750316 (G>C) et [ACE] rs4340 (I/D) ne sembleraient pas avoir un
impact sur D’activité de la SA (BASDAI et CRP) et la sévérité de la maladie (BASFI et
Forme) dans la population de 1’Ouest Algérien. Afin de valider nos résultats, nous devrions

appliquer des études avec un effectif plus large.

VIL.2. Impact des CNVs de génes CCL3LI, FCGR3A et FCGR3B sur la
survenue de la SA selon les facteurs d’activité et de sévérité :

De méme que pour les polymorphismes des genes précédemment étudiés (CTLA4,
REL, CD40, PRKCQ et ACE), la distribution des CNVs des génes CCL3LI, FCGR3A et
FCGR3B a été établi chez les patients SA par rapport aux méme parametres biologique et
cliniques ; les indices BASDAI (< 4 ou > 4) et BASFI (< 4 ou > 4), le taux de la CRP
(positive ou négative) et la forme de la maladie (axiale, périphérique ou mixte) (résultats non

présentés).

Encore une fois, 1’analyse des CNVs des genes CCL3LI, FCGR3A et FCGR3B chez
les patients SA n’a pas pu mettre en évidence des associations significatives selon les
parametres cliniques concernant les CNVs explorés (p > 0,05). De ce fait, Nous pouvons
conclure, que les CNVs des génes CCL3LI, FCGR3A et FCGR3B ne sembleraient pas
influencer les facteurs de sévérité (BASFI et Forme) et I’activité (BASDAI et CRP) de la SA
dans la population Algérienne. Comme ces différents tests de stratifications n’ont pas ¢été

réalisés auparavant, des études ultérieures devraient étre effectuées.

9 |Page



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Conclusion et Perspectives

Malgré la découverte de plus d’une vingtaine de locus de susceptibilité a la
spondylarthrite ankylosante (SA), le déterminisme génétique de cette maladie reste encore
largement inconnu. En effet, le HLA-B27 semble étre le facteur génétique majeur mais il n’est
pas indispensable a la survenue de la maladie. De plus, I’ensemble des facteurs identifiés a ce
jour n’expliquent que moins d’un quart de I’héritabilité totale de la SA. Nous ignorons encore
combien d’autres facteurs génétiques sont en cause et dans quelle mesure ils interagissent entre
eux et avec 1’environnement.

Durant ces années de thése, nous avons cherché a identifier de nouveaux facteurs
génétiques de susceptibilité a la SA par des études d’association génes-candidats. Nous avons
tout d’abord, vérifié I’association entre 1’antigéne HLA-B27 et la maladie dans la population
de I’Ouest Algérien. Ensuite, nous avons recherché 1’association entre les cinq polymorphismes
[CTLA4] rs3087243 (A>G), [REL] 1s13031237 (G>T), [CD40] rs4810485 (G>T), [PRKCQ]
154750316 (G>C), [ACE] rs4340 (I/D) et la SA. Nous avons également, étudié¢ 1’impact des
variations de nombre de copies (CNVs) au niveau des génes FCGR3A4, FCGR3B et CCL3L1
sur la survenue de cette maladie.

Le premier axe de cette thése, nous a permis d’établir la fréquence de HLA-B27 (+)
chez les controles et les patients spondylarthriques Algériens. Cette fréquence a été trouvée
similaire a celles observée dans les études menées sur des sujets Nord-Africains, notamment,
les Maghrébins. Nous avons pu confirmer 1’association entre la spécificit¢ HLA-B27 et la
survenue de la SA dans la population de 1’Ouest algérien. Ces résultats renforcent le role que
joue I’antigene HLA-B27 et attestent que c’est le facteur génétique majeur dans la susceptibilité
de développer la SA en Algérie.

Dans le deuxieme axe, nous avons mis en €vidence un SNP significativement associé
au développement de la SA parmi les cing polymorphismes explorés dans cette partie. Il s’agit
du polymorphisme [CTLA4] 1rs3087243 (A>G). Apres stratification selon 1’dge et le sexe,
I’association de ce polymorphisme a la SA a été retrouvée dans le groupe de femmes et le
groupe de sujets ayant un age > 30 ans. Les tests de stratification ont permis de conclure que
les facteurs sexe et age pourraient influencer le déterminisme génétique de cette maladie dans

la population de 1I’Ouest Algérien.
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Conclusion et Perspectives

Comme les conséquences fonctionnelles de la majorité des polymorphismes de
susceptibilité a la SA sont encore largement méconnues. Nous avons recherché les associations
des variants structuraux du génome tels que les CNVs avec cette maladie. L’¢étude de
quantification des CNVs au niveau des génes CCL3LI, FCGR3A et FCGR3B a montré que les
délétions du géene FCGR34 (CNVs < 2 copies) semblent avoir un impact sur la survenue de la
SA dans la population de 1’Ouest Algérien. Les tests de stratifications selon 1’age et le sexe ont
montré que seules les délétions du géne FCGR3A4 sembleraient influencer la survenue de la SA
chez les patientes Algériennes et chez les sujets ayant plus que 30 ans. Ces résultats ont
confirmé encore une fois le role que jouent le facteur sexe et le facteur age. Ces facteurs
semblent augmenter le risque de susceptibilité de la SA.

Nous relevons dans cette étude que la technique employée dans ce travail, la ddPCR,
présente une faiblesse car elle ne permet pas I’identification des copies des génes cibles sur
chaque chromosome. En effet, pour des CNVs multi-alléliques d’un gene donné, il peut y avoir
plusieurs configurations possibles de génotypes. Par exemple, les échantillons ayant 4 copies
peuvent avoir un génotype homozygote 2/2 ou hétérozygote 3/1 ou 4/0. Ceci souligne la limite
de la ddPCR pour I’identification des génotypes et nous indique I’avantage des analyses
familiales pour la caractérisation des CNVs multi-alléliques de genes candidats. Par
conséquence, afin de pouvoir constituer les génotypes des CNVs caractérisées dans ce travail
de thése, nous devrions avoir recours aux études familiales.

Par ailleurs, nous avons stratifi¢ tous les marqueurs génétiques explorés dans le
deuxieme axe de ce travail par rapport a la présence/absence de I’antigéne HLA-B27. Cette
stratification nous a donné la possibilité de distinguer les effets des génes étudiés sur la
susceptibilité a la SA indépendamment de I’influence de HLA-B27. Les résultats suggerent que
le SNP [CTLA4] rs3087243 (A>G) et les CNVs <2 copies du géne FCGR3A auraient des effets
indépendants de I’antigéne HLA-B27 dans la susceptibilité¢ a la SA. Cependant, les CNVs > 2
copies du gene CCL3LI auraient des effets plutot additifs dans la population de 1’Ouest
algérien.

Les résultats que nous avons obtenus dans ce travail de thése, concordent avec les
quelques études publiées dans les populations proches ou voisines de la population Algérienne.
Cependant, afin d’atteindre une forte puissance statistique, nos travaux de recherches futures
doivent s’orienter vers la confirmation de ces résultats sur des échantillons plus élargis et la

réplication des associations génétiques identifiées.
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Conclusion et Perspectives

Les ¢études d’association génétique sont particulierement intéressantes lorsqu’il existe
plusieurs loci impliqués. Il serait donc intéressant de réaliser des études portant sur I’implication
des autres polymorphismes de geénes candidats sélectionnés dans ce travail, notamment, les
polymorphismes fonctionnels du géne CTLA4. Ces perspectives nous permettront d’identifier
les haplotypes associés a la SA et spécifiques a la population Algérienne.

Compte-tenu de 1’absence d’association génétique des SNPs investigués dans ce travail,
il serait important de poursuivre cette étude par la confirmation des SNPs de génes-candidats
déja associés a la SA comme (ERAPI, ILI2B, IL23R, IL17...) ou par la recherche d’autres
variants structuraux comme les délétions, les duplications, les inversions. De plus, une étude
familiale serait préconisée afin d’établir les modeles de transmissions des CNVs étudiés.

Contrairement a ce que 1’on pouvait espérer, les découvertes de nouveaux genes
impliqués dans les maladies complexes comme la SA n’ont pas encore apporté beaucoup de
solutions, ni pour leur diagnostic, ni pour leur thérapeutique. Les principales avancées semblent
plutot concerner la compréhension de la physiopathologie de ces maladies. Il est donc important
de garder a I’esprit, que l’accumulation d’associations positives mais sans réel sens
physiopathologique est due au fait que la partie « fonctionnelle » du travail de recherche est
considérablement plus longue que celle de I’identification. Une illustration de ce probléme
concernant la SA est la relation qui existe entre l'allele HLA-B27 et la maladie dont le rdle
pathogénique de cette molécule n’a toujours pas été €lucidé. Le défi de demain consistera alors
a transcrire les avancées génétiques en avancées thérapeutiques, ce qui nécessite une
compréhension fine des mécanismes reliant la variabilité génétique a la pathogénie.

En raison de la fréquence de plus en plus ¢élevée de la SA, des retombées importantes
sur le plan de la santé publique en découleront. Ainsi, la connaissance des mécanismes
moléculaires impliqués dans la SA permettrait d'améliorer le diagnostic, de définir plus
facilement un pronostic et de développer des traitements plus appropriés et plus efficaces par

des ¢études pharmacogénétiques.
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Annexes

Annexe 1
Les indices d’activitée BASDAI et de sévérité BASFI :

1- L’indice BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) :

C’est I’indice habituellement employé pour évaluer ’activité clinique de la maladie. II est
calculé a partir des réponses données par le patient a six questions portant sur sa fatigue, ses
manifestations axiales et périphériques ainsi que sa raideur matinale. Il fournit une appréciation
globale en calculant la moyenne des réponses données sur une échelle visuelle analogique (deux
questions étant dédi¢es a 1’appréciation de la raideur matinale, mais regroupées en une valeur
avant le calcul final).

Il s’agit 1a d’une mesure strictement subjective, entierement basée sur les déclarations du
patient faire appel a I’appréciation du médecin. Cependant, c’est encore 1’indice qui est utilisé
dans la plupart des essais cliniques, il est utile a déterminer certaines thérapeutiques comme les
biothérapies (4dbdelmalek S. 2015).

La valeur de 4/10 est celle retenue pour considérer une SA comme active cliniquement,
et justifiant en particulier I’introduction d’un agent anti-TNF (si les traitements de premicre
intention se sont avérés insuffisants). Une diminution d’au moins 50 % ou de deux points est
requise apres trois mois de traitement pour conclure a un bénéfice thérapeutique significatif
(Abdelmalek S. 2015).

Le patient y répond en marquant d’un trait ses réponses a chacune des questions et en
se référant aux derniéres 48h ou a la derniére semaine. Le score final est calculé en faisant la
moyenne des réponses 5 et 6 additionnée des réponses aux quatre premieres questions. Il varie

de0al10oude0al100 (Toussirot E et al. 2009a ; Lepka F.C. 2010).
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2- L’indice BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index) :

Dans le cadre de retentissement fonctionnel au cours de la SA, le BASFI évalue les
capacités fonctionnelles et les aptitudes physiques du patient lors d’activités de la vie
quotidienne. Elles sont appréciées au moyen de dix questions, avec pour chacune d’entre elles
une échelle visuelle analogique évaluant la possibilité pour le malade d’effectuer la tache en
question, depuis son accomplissement sans difficultés jusqu’a la compléte impossibilité de la
réaliser.

Le calcul du BASFI s’effectue alors en moyennant les valeurs obtenues aux dix
questions, aboutissant a une valeur comprise entre 0 et 10. Cet indice est reconnu et validé
comme ayant une bonne sensibilit¢ au changement. En revanche, I’interférence possible
d’autres pathologies (rhumatologiques comme 1’arthrose, les troubles neurologiques ou encore
cardiovasculaires) le rend peu spécifique et ne doit par conséquent étre employé que chez un
patient dont le diagnostic de SA est certain et interprété dans le contexte d’éventuelles

pathologies ou comorbidités associées (Astier F. 2012 ; Abdelmalek S. 2015).

e La sévérité de la maladie :

Il n’existe pas dans la littérature d’unanimité sur la définition d’une spondylarthrite sévere
ni sur le(s) facteur(s) prédictif(s) d’une évolution péjorative de la spondylarthrite. A partir des
données de la littérature (essais cliniques comparatifs, suivis de cohortes, revues, consensus et
recommandations d’experts), un accord professionnel s’établit concernant les facteurs associés
a la gravité¢ de la maladie. Il est recommandé de définir la gravité ou la sévérité d’une
spondylarthrite par I’un des constats suivants :

a- Il existe une manifestation « sévére » évidente.
b- Le médecin constate a au moins deux reprises (a 3 mois d’intervale), malgré la prise d’AINS
a la dose maximale recommandée ou tolérée, 1’une des manifestations suivantes :
- Plus de 3 atteintes articulaires inflammatoires simultanées
- Activité de la spondylarthrite : BASDAI > 4 sur une échelle de 0 a 10.
- incapacité fonctionnelle importante (BASFI > 4 sur une échelle de 0 a 10).
c- une prise permanente d’ AINS a la dose maximale recommandée ou tolérée est nécessaire pour

contrdler les symptomes.
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Score BASFI varie de 0 a 100 et est obtenu en faisant la moyenne des réponses aux 10 questions
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Annexe 2

Consentements en francgais et en arabe des prélévements sanguins des sujets

Identité du Médecin :

Consentement de prélévement dans un but d’étude génétique et / ou de conservation dans une banque
d’ADN chez une personne MAJEURE

Consentement établi en deux exemplaires dont un a été remis a I’intéressé(e).
Je SoUSSIZNE(€). . uvneenieiii e Né(@)le v
DCMEUIANT Q... ottt e e e

accepte que soit effectué chez moi un prélévement sanguin afin de faire réaliser une étude de génétique
moléculaire, qui peut aider au diagnostic ou a la prévention de la
MAlAdIC & Lo pour moi-méme ou des membres de
ma famille, selon la proposition du Docteur ............cccoeeiiiiniiiiiiinnn.e

Dans certains cas, la connaissance de mon origine géographique est nécessaire pour orienter les études génétiques.

J’en autorise le recueil. Je n’en autorise pas le recueil.
(Rayer la mention inutile)

Cette ¢tude sera faite a partir de I’ADN extrait du sang prélevé, qui sera conservé dans la banque d’ADN du
Laboratoire de Génétique Moléculaire et Cellulaire de I’'USTO. Dans certains cas, cette étude peut s’étendre sur
plusieurs années. A tout moment je peux demander que mon ADN me soit restitué ou détruit.
Je déclare avoir été pleinement informé(e) de la nature des études qui seront effectuées et des conséquences
éventuelles des résultats qui peuvent m’étre donnés.
Ces résultats seront transmis uniquement au Docteur ......................... en étre informé(e) par lui.

Je souhaite Je ne souhaite pas
(Rayer la mention inutile)

Je consens au recueil, a la saisie et au traitement des données contenues dans mon dossier médical par des
personnes tenues au secret professionnel. Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je
n’en autorise la consultation qu’aux personnes qui collaborent a I’analyse. Je pourrai a tout moment demander que
mon dossier soit détruit.

Conformément a la loi Informatique et Libertés, je peux exercer mon droit d’acces aux données qui me concernent
par ’intermédiaire d’un médecin de mon choix.

L’utilisation éventuelle de mon ADN a des fins de recherche médicale, pour une étude non directement
liée a celle a laquelle je consens ce jour, nécessitera un nouveau consentement de ma part.

Signature du Signature de
médecin recueillant L’intéressé(e)
le consentement

109|Page



Annexes

G953 paaal) dika b Bial) i [ g dbad) A ol o 4881 gal) Jai (pa clial) 33

Crlaiaadl) &) 3aal PEN Cubael 5% & 338) gal) S
TP S () B OO RU PP disl pamed U

.................................................................................................................. & e
e A g el acld o Say s ¢ Agall B ale dul e el aY (J e dne b dall s LS 2 J 8

Oo gVBY Wy oglle SE Sl il s ol ey
Al Sl am sl L el Ll gal ddpaal VAN Gmn (A DSl

el i al Ul L2l il G

& s paaald) el L Ley BlEaY) st )5 e (e Cinan S (5553 Gaeall U g 2 Akl aall callati i all o328
Gllal o) (Say iy gl O sin s o giad Aul ) oda 8 (YA sy 3 USTO aglall g 4 jall 154 oo yiida
(sl sssd asall jat o sale)
oAl L bl el Jladie il Aldsall il sdatdl cludpall depl WU Wl e il oled
Lo al Ul Gl i

(el paia G Cila)

(o Aaliall UL ey dyigall S e ) gand] paladl OB (e dpdall Dl 8 UL dadlea s pan o 488 e U
el Gy of cdy ol 8 bl o ey Jdadl A sl ol (alaE W) [ewl YU A
SR Gl A e Al ) Jeadl Ga ool of ol el s oglal

e Buaa ddilee callal oAl Ay @l Al eagd W Akl Gadll gasll Gameall aladia) A4

Gadal) g gl cl) o g8

110|Page



Annexes

Annexe 3
La fiche de renseignement clinique du patient atteint de la SA :

Identification

NO QU dOSSIET & i

Date : l L | | 1 “ 1 1 1 J
NOmM €t Prenom 1

Sexe : Homme ] Femme ]

Date et Lieu de Naissance : l [ —— TR L VU UUTUURTT
PrO eSS IO |
NOde TEIEPhONE : oo e e e

MEdECIN traltant © oot

Date de début de la maladie : NI ) R | E S —

Date de diagnostic de la maladie: L— 1L o+ L+ o+ 1 |

Antécédents
1) Antécédents personnels :
e Atteinte oculaire Oui Non
e Urétrite ou cervicite dans le mois qui précéde le début Oui Non
e Diarrhée dans le mois qui précede le début Oui Non
e Diarrhée chronique Oui Non
e Lésions cutanées ou muqueuses (sioui préciser) Oui Non
— Psoriasis
— Balanite
— AULIES e e e
Pathologies associées :
2) Antécédents familiaux :
e Spondylarthropathie ]
e Rhumatisme psoriasis ]
e Entérocolopathie inflammatoire ]

@ AULTES & e e et et e e s en s

3) Antécédents obstétriques :
e Nombre de Grossesses (-

e Nombre d’avortements 1«
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Examens cliniques

Date de I’examen clinique : ........ /........... [oiiiiiinnn,
POIdS = o,
Tallle 1 et

Histoire de la maladie

Mode de début :
1) Atteintes articulaires

e Manifestations rachidiennes Oui ] Non ]
e Manifestations extra rachidiennes : Oui [ Non ]
— Monoarthiculaire ]
— Oligoarthiculaire ]
— Polyarthiculaire ]

e Articulaires périphériques
e Atteinte des enthéses :

2) Atteintes extra-articulaires
e QOculaire

[
e Cardiaque ]
e Cutanée ]
e Digestive ]
o Uro-génitale ]
@ AUBIES & i e et e e e ettt h R e e et e sheehe et bt ee e bt s e e e e

Signes Cliniques
Douleurs rachidiennes inflammatoires :
e Cervicale
e Dorsale
e Lombaire

OO

Douleurs fessiéres :

e Bilatérales
e Unilatérales
e Abascule

O

Raideur rachidienne matinale

Sciatalgie ] Talalgies ] Autres entésopathies ]
Oligo arthrite asymétrique : Oui ] Non ]
1S o4
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Douleur de la paroi thoracique antérieure : Oui H Non H

Durée du dérouillage matinale : ...

Sensibilité aux antis inflammatoires non stéroidiens (AINS) : Oui ] Non ]
Examen clinique

a) Mobilité du rachis

e Cervical:
— DMS:
— DOM:
e Lombaire:
— DDS:
— Indice de Schober :

b) Rachis dorsal :

— Indice Hirtz:
— DDM:

¢) Déformations :
— Cyphose: Oui ] Non ]

Autres :

Membres supérieurs : Oui ] Non L]

Membres inférieurs :

e Hanche []
H

e Genoux
e Pied:
— Au pied: ]

— Mediotarse L]
— Arriere pieds ]

Examen des entheses : Si douleur a la palpation Oui ] Non [

[Rotule- TTA - gd trochanter - branche ischiopubienne - talon]

Examen somatique

Cardiovasculaire :

e Trouble du rythme oui U Non ]

e Valvulopathie oui U Non ]

e Trouble de conduction oui U Non [
Pleuro-pulmonaire : Oui [ Non [ Pneumopathie [
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e EFR:

e Indice Hirtz:
Uvéite :
Digestif :
Urinaire :

Autre :

Oui
Oui
Oui

Non |:|
Non |:|
Non |:|

Tableau réalisé :

Forme axiale |:|

Nombre d’articulations douloureuses :

Nombre d’enthésites : L1
Evaluation douleur (0-100) :
Evaluation globale (0-100) :
ASDAS :

e ASDAS-CRP:
e ASDAS-VS

Forme périphérique

1 L

[

Forme mixte |:|

Nombre d’articulations gonflées :  L——

Autres explorations :
Recto-coloscopie : Oui

Biopsie (ANAPATH) :

Normale

Pathologique ]

Examens Biologique :

Examen complémentaires

Paramétres

Valeurs

Date

VS

CRP

Hb

Plaquettes

Créatinémie

GB

GR

SGOT

SGPT

Antigéne HLA-B27

Positif

[

Négatif [
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Radio du bassin :
Sacroilite :

e Droite |:|
e Gauche []
Coxite :

e Droite |:|
e Gauche []

Radio du rachis :
e Syndesmophyte :

Oui

Radiologie

Stade :
Stade :

Colonne bambou :
Image en rail de tramway
Spondylite art de romanus
Spondylodiscite inflammatoire
Déminéralisation
Pieds :

e Avant pied ]

e Mediotarse [l

e Arriere []

Entesopathies :

N T P

Téléthorax :
e Fibrose
e Autre

Autres examens :
e EFR
e ECG
e Ecographie

e Biopsie jéjuno-duodénal

e Biopsie cutanée

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui

Oui
Oui

[l
[

[

Non
Non
Non
Non
Non

Non

Non

[]
Non ]

[
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Traitement symptomatique

Date de début du traitement

Posologie

Date d’arrét

Cause d’arrét

Antalgiques

AINS

corticoides

Autres

Traitement de fonds

Nom du produit Date de début du Posologie Réponse au traitement Date d’arrét
traitement Efficacité Inefficacité
salazopyrine
Méthotrexate
Autres

Effets secondaires : Oui ] Non ]
Hématologique ] Anémie ] Leucopénie ] Thrombopénie [
Cutanés H Digestifs H Rénaux H
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Annexe 4
Typage de HLA-B27 par le kit GenFinder
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PROTOCOL o

A. Specimen

This product has to be used for genomic DNA samples
extracted from blood (with EDTA). Do not use blood
sample in heparin which can lead to PCR reaction
inhibition.

B. DNA Extraction
It is recommended to use commercialized extraction kit
such as QlAamp DNA blood mini kit.

C. Reagent Preparation
Before setting up PCR, all components need to be

thawed, gently mixed and centrifuged briefly to collect
solution at the bottom.

1. Mix S pL of B27 2X Axn and 1 puL of B27 DNA pol. to
prepare master mixture per each reaction (refer to
the below). Prepare enough wvolume of master
mixture for all the reactions plus extra to prevent
pipetting error.

2. After mixing well, place 6 pL of master mixture into
96-well plate or PCR tube.

3. Add 4 pyL of extracted DNA sample into 96-well
plate* or tube, then mix all components by pipetting.
Proceed in the same way with other DNA samples,
positive and negative control (Ultrapure quality water,
PCR-grade).

., For CFX96, it is recommended to use BR white
plateftube for the best resuit.

4. Accurately close the tube with the cap or seal the
96-well plate. 1

5. Transfer the tubes or 96-well plate for test into the
real-time PCR and start for the amplification.

Component Per reaction (uL)

B27 2X ARxn 5

B27 DNA pol. 1

DNA sample or PC or NC El
............ s st

'.Pc.puh-v;omu;'.ﬂc.mm

Annexes

118|Page



Annexes

119|Page



Annexes

Annexe 5

Protocol de génotypage par PCR en temps réel (TaqgMan)

- Le génotypage des polymorphismes [CTLA4] 1s3087243 (A>G), [REL] rs13031237 (G>T),
[CD40] 154810485 (G>T) et [PRKCQ] 154750316 (G>C) a été réalis¢ par PCR en temps réel
(ABI7500) en adaptant la chimie et les conditions recommandées par le fournisseur (4pplied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

La réaction de PCR a été réalisée dans un volume final de 10 ul contenant :

- 5 ul de Master mix (2X)
- 0,5 pl de I’Assay (x40)
-1 ul d’ADN (10ng/ul)

- QSP (10 pl d’eau)

Les conditions de la PCR utilisées étaient standardisées par le fournisseur set ont comme suit :

L’¢étape de dénaturation Smin a 95 °C,
L’étape des 40 cycles de :
15 secondes a 94 °C,
45 secondes a 55 <C,
45 secondes a 72 <C,

Et la derniere étape d’élongation 10 min a 72 C.

-L’analyse des résultats a été effectuée grace au logiciel « 7500 System Software ».
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Annexe 6

Protocol de la PCR classique et multiplex concernant le polymorphisme [ACE] rs4340
/D) :

1. Protocol de la PCR classique concernant le polymorphisme [4CE] rs4340 (I/D) :

Nous avons réalisé I’amplification de la région d’intérét qui contient le fragment de 287pb
(séquence Alu) inséré au niveau de I’intron 16 du gene ACE afin de distinguer trois génotypes :

DD : homozygotes pour la délétion, ID : hétérozygote et Il : homozygote pour [’insertion.

Protocol pour 25 pl de volume final (un seul ADN) :

Tampon : 2.5 ul
MgCl2 (25mMol) : 1 pul
DMSO (5%) : 2.5 ul
dNTPs 2mM) : 1.5 pul
ACE EC3 (50pM) : 1,5 ul
ACE EC5 (50pM) : 1,5 ul
Taq : 0.1
ADN (50-200ng) : 1
H20 : QSP

Programme d’amplification :

Phase 1 (1 cycle) :
95°C pendant Smin
58°C pendant 1min

72°C pendant 2min 30 sec
Phase 2 (34cycles) :
92°C pendant 1 min
50°C pendant 1 min
72°C pendant 2min 30sec

Phase 3 :
72°C pendant 10min

Electrophorese :

Gel d’agarose a 3% (150v pendant 20min) :
1 bandes pour I’all¢le « insertion » : 490pb
1 seule bande pour I’alléle « délétion » : 190pb
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2. Protocol de la PCR multiplex concernant le polymorphisme [4CE] rs4340 (I/D) :

Ensuite, nous avons réalisé une deuxiéme amplification de la région d’intérét afin de

confirmer la présence ou 1’absence du fragment inséré au niveau de I’intron 16 du géne ACE.

Protocol pour 25 pl de volume final (un seul ADN) :

Tampon : 2.5 pl
MgCI2 (25mMol) : 2.5 pul
DMSO (5%) : 2.5 ul
dNTPs 2mM) : 1.5 pl
ACE 1 (50pM) : 1 ul
ACE 2 (15pM) : 0.3 ul
ACE 3 (50pM) : 1 pul
Taq: 0.1
ADN (50-200ng) : 1
H20: QSP

Programme d’amplification :

1- 94°C pendant Smin

2-40cycles :
94°C pendant 1min
55°C pendant 1min
72°C pendant 1min

3- 72°C pendant 10min
4- 10°C a I’infini

Electrophorese :

Gel d’agarose a 3% (150v pendant 20-30min) :
2 bandes pour I’all¢le « insertion » : 370pb + 63pb

1 seule bande pour I’alléle « délétion » : 83pb
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Annexe 7
Protocol de PCR QX200 Droplet Digital (ddPCR) :

= Test de quantification :

Nous avons utilis¢ les mémes conditions d’amplification et de quantification pour
chaque réaction concernant les trois génes explorés dont nous avons pris, 20ng d'ADN, 1X de
Master Mix (contenant les réactifs nécessaires a I’amplification), 1X de chaque assay (sondes
fluorescentes et amorces spécifiques du gene d’intérét et du géne de référence respectivement).
Des tests de controle qualité ont été réalisés suivant le protocole international dMIQE
(Minimum Information for the Publication of Digital PCR Experiment) (Huggett, Foy et al.
2013).

Les CNVs ont été quantifiés en comparant la fluorescence des geénes cibles et celle du
gene de référence RPP30 en utilisant des sondes spécifiques. Deux contrdles positifs avec un
nombre de copies connu ont été utilisés, I'un avec deux copies et l'autre avec trois copies

(NA10852 et NA10851, respectivement).

La réaction de quantification a été réalisée avec la QX200™ Droplet Digital PCR
(Bio-Rad Laboratories, California, USA). La réaction a ¢été réalisée dans un volume final de

22ul selon le protocole suivant.

1- Préparation du mélange réactionnel :
Schématiser d’abord, un plan de plaque a 96 puits, puis, déposer I’ADN dans chaque
puit de barettes de 8 (déposer par colonnes).

La quantification des CNVs CCL3L1 a été réalisée selon les conditions suivantes (22pl) :

Déposer 1,6 ul d'ADN (10-30ng) sur chaque puit de la plaque (96)
Mélange réactionnel :
900nM (amorces F/R) + 250nM (sonde) (CCL3L1)
0,5 ul de chaque Assay Reférence (RPP30) (x20)
10 pl de tampon Supermix (2X)
QSP H20.
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-La quantification des CNVs FCGR3A4 et FCGR3B a été réalisée selon les conditions suivantes

Déposer 1,6 pul d'ADN (10-30ng) sur chaque puit de la plaque (96)
Mélange réactionnel :
0,5 ul de chaque Assay Target (x20) (FCGR3A4 et FCGR3B)
0,5 ul de chaque Assay Reférence (x20)
10 pl de tampon Supermix (2X)
QSP H20.

-Ajouter 21 pl de mélange réactionnel a chaque ADN déposé dans les puits. Fermer la plaque.
-Laisser 5-10min a température ambiante.
-Vortexer la plaque pendant 1min.

-Centrifuger ensuite, pendant 1min a 500rpm.

2- Génération des droplets :

-Installer la cartouche dans la cassette selon 1’orientation et la verrouiller.
-Transvaser 8 mélanges a 1’aide d’une pipette multicanaux réglée sur 20ul en utilisant des cones
-Rainin vert (vérifier les bulles) sur les puits respectifs de la cartouche (Ligne ‘sample’).

-Ajouter 70 pl d’huile dans chacun des 8 puits de la cartouche (Ligne ‘0il’) (Figure 31).

- .
Ch.1 Ch. 8

Figure 31 : Photo d’une cassette DG8 QX200 pour la ddPCR.

La ligne « sample »pour déposer le mélange réactionnel sur 8 puits. La ligne « 0il » pour mettre 70ul de I’huile

d’émulsion dans chaque puit. La ligne « droplet » est spécifique a la génération de droplets.
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-Charger la cassette dans le générateur et refermer. La génération des droplets dure 2-3min

(Figure 32).

Figure 32 : Photo d’une cassette DG8 placée dans le générateur de droplets QX200.

3- Réaction d’amplification :

-Transférer a chaque fois les 8 puits avec droplets vers la plaque 96 puits avec la pipette Rainin
8 canaux 40 pl. Prélever et déposer en biais pendant 8-10sec.

-A la fin, allumer le scelleur de plaque et apposer le film alu sur la plaque (bande rouge en haut).
-Fermer et appuyer sur Seal.

-Lancer I’amplification dans un thermocycleur avec le programme suivant :

1- 95°C pendant 10min

2- 40cycles :
94°C pendant 30sec
60°C pendant 1min

3- 98°C pendant 10min
4- 8-12°C a I’infini

4- Lecture des résultats :

-Ouvrir le logiciel QuantaSoft reli¢ au lecteur des droplets. Mettre la plaque sur la place

indiquée (Figure 33).

= |

Figure 33 : Photo de lecteur de droplets QX200 et ses consommables (BioRad).
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-Indiquer les informations nécessaires a chaque puit.
-Sélectionner les puits a analyser et lancer la lecture de la fluorescence.

-Exporter les résultats (Figure 34).

() Quantasolt Yersion 1, 3200 = 3
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Figure 34 : Photo prise sur les caractéristiques d’une plaque de ddPCR sur la
plateforme du logiciel QuantaSoft™.

L’avantage de ’utilisation de la ddPCR était de pouvoir séparer les copies en tandem par la
génération de droplets. Cependant, cet avantage s’applique seulement aux longues duplications
en tandem. De ce fait, I’équipe de Ben Kilani, a émis I’hypothése que le partitionnement, lors
de la génération de droplets par ddPCR, fragmente I’ ADN et par conséquent, lorsque la distance
qui sépare deux copies en tandem est grande, comme c’est le cas pour CCL3LI, FCGR3A4 et
FCGR3B, les duplicats sont séparés dans deux droplets différentes. Cette technique permet ainsi
une estimation correcte du nombre de copies (Ben Kilani M.S. 2014). En revanche, dans le cas
des geénes avec des CNVs simples ou uniques, la distance entre deux copies en tandem est
largement inférieure, c'est pourquoi un protocole préalable de digestion de I’ ADN est nécessaire

pour l'identification des copies en tandem.
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1 | INTRODUCTION

| A.Boudjemal

Summary

Ankylosing spondylitis (AS) is a complex inflammatory disease that represents a
major health problem both in Algeria and worldwide, Several lines of evidence sup-
port that genetic risk factors play a role in AS etiology and the CTLA4 gene has at-
tracted a considerable attention. In this study, we were interested in evaluating the
HLA-B?7 frequency and in exploring the CTLA4 gene in a sample of the North African
population. The dataset of the current study is composed of 81 patients with AS and
123 healthy controls. All samples were genotyped by TagMan®allelic discrimination
assay. The genetic risk of the HLA-B27 specificity and the CTLA4/CT60 polymorphism
were assessed by odds ratios (OR) with 5% confidence intervals (Cl). High spondyli-
tis risk was detected for HLA-B27 allele (OR= 14.62, p = 1079 in addition to a signifi-
cant association of the CT60*G allele (OR= 1.89, p=.002). After gender and age
stratifications, the association of the CTa0*G allele was still significant in females
sample (OR= 2.10, p=.001) and when age up to 30 years (OR = 2.21, p=.008).
Interestingly, the CT60*G allele revealed an increased spondylitis risk in the B27 neg-
ative group (OR= 2.81, p = .006). The present work showed in West Algerian popula-
tion that the HLA-B27 antigen and the variation in the CTLA4 3'"UTR region played an

important role in the ankylosing spondylitis susceptibility. The heterogeneity of this
disease is deduced by genetic difference found between B27+ and B27- groups.

KEYWORDS
Algerian population. ankylosing spondylitis., CT80 polymorphism. CTLA4, HLA-B27

progressive disease that affects 0.5% of the European population,
0.2% of the Asian, and between 0.2%-0.5% in American, but it is

The ankylozing spondylitis (AS) is a prototype of inflammatory dis-
eases group formerly known as spondyloarthropathies (SpA). It has
been shown that the AS disease is more frequently present in men
than in women at a ratio of 2:1. It often occurs between 20 and
30 years, but sometimes in adolescence or later in life (Feldtkeller,

Khan, wan der Heijde, van der Linden, & Braun, 2003). It is a

uncommeon among Africans (Mg et al., 2007; Reveille et al., 2010). It
appears that the spondylitis frequencies difference depends mosthy
on the Human Leucocyte Antigen-B27 (HLA-B27) frequency in pop-
ulations. Indeed, the study of Piazza, Menozzi, and Cavalli-5forza
(1280) showed that the HLA-B27 allele frequency follows a decreas-
ing north-south geographic gradient (Piazza et al., 1980). In fact, it

Int J iImmuncgenet. 2018;1-9.

wileyonlinelibrary.com/journal/iji
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is true that for a long time several hypotheses have been issued to
explain the role of the HLA-B27 gene in the onset of the spondylitis
disease (Rysnik et al_, 2018). Otherwise, the studies suggested the
involvement of other genes not belonging to the HLA system.

The balance between stimulatory and inhibitory co-signals de-
termines the ultimate nature of T-cell responses. Ankylesing spon-
dylitis is an autoimmune disease and the imbalance of peripheral
tolerance is identified in its pathogenesis. Many studies have shown
that the patients with AS experienced higher numbers of circulating
CD4+ T cells and CD&8+ T cells than the healthy subject (Schirmer
etal., 2002). The T-cell activation mediated by the T-cell receptor
{TCR) complex after antigen recognition requires co-stimulation by
co-receptors such as CD28 and cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
([CTLA-4) (Alegre, Frauwirth, & Thompson, 2001). The CD28 re-
ceptor provides positive signals that promote T-cell response while
CTLA-4 transmits inhibitory signals to attenuate T-cell activation
by competing for the B7 ligands with its homologue CD28 (van der
Merwe, Bodian, Daenke, Linsley, & Davis, 1997).

Genome-wide scans have implicated regions contributing
in the spondylitis genetic risk on chromosomes 2q, &p, 6q. 10q.
11q. 16qg, 17g and 19g (Brown et al, 1998; Laval et al., 2001). The
CTLA4 geneis located on chromosome 2q33 and encodes a protein
actively involved in regulating T-cell activation (Dariavach, Mattei,
Golstein, & Lefranc, 1988). CTLA4 has become one of the main
genes of research interest for association studies and has been
considered as a target for immunotherapy because it has a crucial
role in immunological homeostasis (Scalapino & Daikh, 2008). 1t
consists of four exons, the alternative splicing of the CTLA-4 tran-
script generates three forms, a complete trans-membrane form
{exons 1-4), a soluble CTLA-4 (sCTLA-4) (lacking exon 3) and a
short form encoded only for exons 1 and 4 {Dariavach et al, 1988;
Oaks et al., 2000). Up to now, among hundreds of Single Nucleotide
Polymorphisms (SMPs) tested in CTLA4 gene, three of them have
been associated with high AS risk (-318°C/T, +49°A/G, and CTé0)
(Kristiansen, Larsen, & Pociot, 2000). The CT60 (rs3087243) poly-
morphism leads to a transition from A to G at the position 60 of
the 3'UTR (Song, Kim, & Lee, 2013) located 279 base pairs down-
stream of the 3" major polyadenylation site (Malquori, Carsetti, &
Ruberti, 2008). The Ueda's report indicated the influence of the
CT&0 SMP in the soluble CTLA-4 splicing and production (Ueda
etal, 2003). The association of the CTS0°G allele with lower
mRMA levels of the sCTLA-4 isoform was also observed [Ueda
et al, 2003). Furthermore, the study of Toussirot et al. (2009)
showed that the sCTLA-4 isoform rate was found higher in a SpA
group compared to controls (Toussirot et al., 2009). These find-
ings suggest that the soluble CTLA-4 plays an immune-genetic
role in the activation and the regulation of the T cell. Also, the
CT&0 SMP was reported to confer risk for autoimmune diseases in
numerous studies such as Type 1 Diabetes (T1D) (Spoletini et al.,
2013), systemic lupus erythematous (SLE) (Torres et al, 2004),
Grave's disease (GD) (Kavvoura et al., 2007) and rheumatoid ar-
thritis (RA) (Farago, Kisfali, Magyari, Polgar, & Melegh, 2010). It

was recently associated with the AS risk in a Chinese study (Wang,

Wang, Tan, Wang, & Yuan, 2015). However, results are controver-
sial, some findings could not reveal any association (Barton et al.,
2004; Pincerati, Dalla-Costa, & Petzl-Erler, 2010) such as a recent
meta-analysis (Chen et al., 2016). In this case-control study, we
investigated the CTLA4 CT&0 polymorphism and the HLA-B27 al-
lele genotyping. This is the first time that such association study
was performed in spondylitis patients living in the Morth African

population.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study population

A total of 81 patients diagnosed with AS (37 males and 44 females)
were randomly selected and treated in the Rheumateology Service
at the Oran University Hospital Center (CHU) in the diagnosis age
range of 10-72 years. The diagnosis of spondylitis patients was
made based on the Amor and the European Spondylarthropathy
Study Group (ESSG) criteria (Amor, Dougados, & Mijivawa. 1990;
Dougados et al., 1991). Clinical characteristics including the age at
the initial symptom, the HLA-B27 status, the SpA family history and
the medication history were summarized in Table 1. The control
group selected in the same geographical areas as cases was com-
posed of 123 healthy subjects (31 males and 72 females) in the age
range of 20-50 years, which have never suffered from any rheuma-
telogic or inflammatory diseases.

All enroled patients and controls in this study were unrelated.
Informed consent was obtained from all participants before sam-
pling and the expenment was supported by the Oran University
Hospital Center's Ethics Committee. The patients and control groups
were stratified in according to age and gender (Tables 3 and 4). For
age stratification, two groups were set as follow: under 30 years
and ower 30 years, as the AS disease occurs often before 30 years
(Feldtkeller et al., 2003). Furthermore, we have stratified the CT60
allele’s distribution into two groups, HLA-B27 negative (HLA-B27-)
and HLA-B27 positive (HLA-B27+) individuals in Table 5.

2.2 | DNA isolation

Approximately 35 ml of peripheral blood samples were collected in
EDTA tubes and stored at —20°C until analysis. The DMNA was iso-
lated from peripheral white blood cells by a standard manual salting-
out methad {Miller, Dykes, & Polesky, 1288).

2.3 | SNP genotyping

Firstly, the HLA-B generic typing was performed by real-time pol-
ymerase chain reaction (GeneFinder HLA-B27 RealAmp kit). All
samples underwent at least two reactions to confirm the geno-
types. Then, the CTLA4 CT&0 SMP (rs3087243) was genotyped
using the TagMan SNP 5-Allelic Discrimination (AD) assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Two reference samples (from CEPH

“Centre d'Etude du Polymorphisme Humain" families, France) were
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co-genotyped for each experiment to 2 reproductive data. Moreover,
10% of randomly chosen samples were genotyped a second time in

an independent experiment to avoid compliance issues.

2.4 | Statistical analysis

Statistical description of continuous variables was indicated by a
mean and a standard error (SE); frequencies and percentages were
used for categorical data. The distribution of the CTLA4 CTé0 SMNP
among controls was analysed according to Hardy-Weinberg equi-
librium (HWE). The distribution of the demographic variables (age,
gender) and the polymorphism freguencies distribution between
cases and controls were performed by the Pearson's chi-square
(x:] test and p values were considered significant when p < 05. The
genotypic and allelic distributions of the CT60 polymorphism were
assessed by the odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (Cls).

The multivariate analysis of age of diagnostic (> and =30 years),
gender (female/male), HLA-B27 status (presence or absence) and the
AS clinical characteristics (including the CRP test, the SPA family his-
tory, and the Uveitis status) stratifications were performed using the
Statistical Package for Social Sciences (5pss) software version 22.0

for Windows [SP55 Inc., Chicago, IL).

3 | RESULTS

The demographical and clinical characteristics of 81 patients and 123
controls are summarized in Table 1. In this study, the sex ratio was 44
females per 37 males in patients with AS while it was 72 females per
51 males in the controls. The mean age of the cases was 39.80 + 1.6;
while as mean age of the healthy group was 30.02 £ 0.95. There was

no statically significant difference in mean age and gender distribu-
tions between cases and controls, Indicating 3 well-matched study

population (p » 03). Interestingly, AS frequency was higher among
individuals more than 30 years compared to those less than 30 years.
It was a statically significant difference between the two age groups
{p < .035). Comparing the AS frequency between males and females,
females were more commonly affected than males (70% vs. 30%).
As expected, the HLA-B27 allele frequency distribution was higher
in our patients than controls (p = 10_0'} (results not shown). The clini-
cal syndromes of patients with AS were presented, which 42% of
patients were diagnosed with uveitis, 63% with peripheral arthritis
and the majority (63%) of patients have the mixt form (axial and pe-
ripheral). We have observed that the frequency of positive CRP test
(C-reactive protein) in patients with AS was very higher (73%).
Genotyping experiments are reproducible as the 10% randomly
samples genotyped twice revealed no discrepancy. The distribution
of allele and genotype frequencies of the CT40 SMP between patient
and control groups is presented in Table 2. At first, allelic distribution
was consistent with the assumption of the HWE in controls {p » .03).
There were significant differences in the frequencies distribution
of the CT60°G allele (OR = 1.89 [1.26-2.84], p = .002) and also of
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TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of AS patients

and healthy controls

Healthy
AS patients  control
Subject characteristics (N=81) (N=123)
Gender”
Females, n (%) 44 [54) 72 (58)
Males, n (3) 37 (46) 51(42)
Age” [mean + SE), years 3980+ 16 3002 +0.95
30, n (%) 24 (30) 86 (70)
*30, n (%) 57 (70) 37 (30)
HLA-B27*
HLA-B27+,n (%) 42 (52) 7(5)
HLA-B27-. n (%) 39 (48) 114 (25)
Family history
Presence, n (%) 59 (73)
AS forms
Axial form, n (%) 22(27)
Peripheral form, n (%) 8(10)
Mixt form, n (%) 51(63)
Clinical features
Age of symptom (mean = SE), 314016
years
Disease duration {mean + SE), 86109
years
Diagnosis delay (mean + SE), 416+07
years
Clinical syndromes
Uveitis, n (%) 34 (42)
Peripheral arthritis, n (%) 51 (53)
Deformation (kyphosis), n (%) 14 (17)
Laboratory test
BASDAI {mean + SE), cm 36202
BASFI (mean £ 5E), cm 39x0.25
SGOT (mean = SE). Ul 2274 +187
SGPT (mean + SE), UI 2324:23
ESR {mean + SE), mm/hr 3595+24
CRP »6 mg/L,n (%) 59 (73)
Medication history
NSAIDs use, n (%) 65 (80)
NSAIDs sensibility, n (%) 55 (84)
DMARD= use, n (%) 35 (43)

The data are presented as the mean + standard error; n, number; %, fre-
quency; *p < .05 considered as statistically significant.

AS, ankylosing spondylitis; HLA-B27, human leukocyte antigen-B27:
BASDAI bath ankylosing spondylitis disease activity index; BASFI, bath
ankylosing spondylitis functional index; ESR, erythrocyte sedimentation
rate; CRP, C-reactive protein; SGOT, serum glutamooxaloacetate trans-
ferase; SGPT, serum glutamopyruvate transferase; NSAIDs, non-
steroidal anti-inflammatory drugs; DMARDs. disease-modifying anti
rheumatic drugs.
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TABLE 2 The distribution of allele and

N e om e

Genotypes spondylitis (AS) patients and controls

CT&60"AA 8 (10} 35(30) = =

CTE0°AG 41(50) 55 (50) - —

CTE0°GG 32 (40) 33 (20) 177 [0.98-3.21] 004

CT&0"AG+GG 73(90) 88(70) 346 [1.54-7.79] 001
Alleles

CTE0"A 57 {20) 125 (51) = =

CTE0°G 105 (70} 121 (49) 1.89 [1.26-2.84] 002

The walues are presented as genotypes and alleles number (N} and frequency in percentage (%). p,
significance; OR, odds ratio; Cl, 95% confidence interval. Bold p values mean a significant association

with p < .05 and OR > 1 [Cl 95%].

TABLE 3 The distribution of the allele and genotype frequencies of the CTS0 SNP (rs3087243) after gender and age stratifications

Female group Statistical analysis Apge >30 years old group Statistical analysis
Patients Controls Patients Controls
N=44(%) N=72(%) OR[CI] p values N =57 (%) N =37 (%) OR [C1] pvalues
Genotypes
CT&0"AA 2{7) 21 {29) — 41(7) 12 (32.5) = =
CT60"A G 21 (48) 34 (48) — 30 (53} 15 (40.5) - —
CTE0°GG 20 {45) 18 (25) 2.51 [1.14-5.52] 006 23 (40) 10 (27) 1.78 [0.74-4.32] 006
CTEO"AGHGG 41 (93) 52 {71) 4.85[1.46-16.1] 004 53 {23) 25 |67.5) 5.82 [1.80-18.89] 001
Alleles
CT&0"A 27 (30) 77{52) = 38(33) 39 (53) = ==
CT60°G 61 (70) 71 (48) 2.42 [1.39-4.21] 001 76 (67) 35 (47) 2.21[1.22-4.01] 008

The values are presented as genotypes and alleles number (M)} and frequency in percentage {%). p, significance; OR, odds ratio; Cl, 95% confidence in-
terval. Bold p values mean a significant association with p < .05 and OR = 1 [C] 95%].

the CT60"(AG+GG) combined genotypes (OR = 3.46 [1.54-779],
p = .001) between cases and contrals.

To better study the effect of the difference observed between
female and male patients (Table 1), we explored age and gender
stratification analysis; results were summarized in Table 3. Firstly,
there was a significant difference in the allelic and genotypic dis-
tributions between female cases and controls [CT80°G allele (OR=
242 [1.39-4.21], p=.001) and CT60*(GG+AG) genotypes (OR= 4.85
[1.46-16.13], p=.004])] (Table 3). Secondly, we alzo showed in the
group of age »30 years that the CTé0"G allele and the CTE0%(GG+AG)
genotypes frequencies were significantly higher (OR= 2.21 [1.22-
401], p=008 and OR= 582 [1.B0-18.89], p= 001, respectively)
(Table 3). Interestingly, when we combined the results observed in
Table 3, we showed 2 significant association between the CT60°G
allele and the AS susceptibility in women with age *30 years (OR =
3.38 [1.40-8.19], p = .005) (Table 4).

Later to consider association of the HLA-B27 allele and the
CT&D polymorphism, we analysed the CT&0 allele's distribution
into the HLA-B27- and HLA-B27+ individuals (Table 3). A signifi-
cant association of the CT60*G allele with AS risk is restricted to

HLA-B27- sample (OR = 2.10 [1.23-3.59], p = .004) while it has no
effect in the B27+ sample (p > 05). Subsequently, the CT40 allelic
and genotypic distnibutions results according to the AS clinical char-
acteristics were presented in Table 6. We observed a significant
difference of the CT60*(AG+GG) genotypes considering AS family
history status (OR = 4.85 [1.46-16.13], p = 02) and of the CT60"GG
genotype considering the CRP test (OR =3.72 [1.20-21.48], p = 02).
However, no difference was found considering the uveitis status
(p=.05).

4 | DISCUSSION

We conducted a case-control study to investigate a relationship
between the HLA-B27 status, the CTLA4 CT&0 polymorphizm and
the AS susceptibility in a Western Algerian population. Ankylosing
spondylitis is associated with the HLA system, particularly the HLA-
B27 antigen. Mevertheless, the strength of this association may vary
in different ethnic populations (Gonzalez-Roces etal., 1997). Qur

study was conducted to assess the prevalence of HLA-B27 antigen
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TABLE 4 The distribution of allele and

ol At ETAEND Females with age »30 years Statistical analysis
(rs3087243) only in female group with age Patients Controls
»30 years CT60 SNP N =39 (%) N=14(%) OR [C1] pvalues
Genotypes
CT60°AA 2(5) 6 (43) = =
CT60"AG 20(51 5(36) = =
CT60°GG 17 (44) 3(21) 2.55 [0.46-9.86] 003
CT60" AG+GG 37{95) 8 (57%) 11 47 [2.23-58.99] 0007
Alleles
CTe0"A 24(31) 17 (61) s —
CT60°G 54 (59) 11(39) 3.38 [1.40-8.19] 005

The values are presented as genotypes and alleles number (N) and frequency in percentage (%). p,
significance; OR, odds ratio; Cl, $5% confidence interval. Bold p values mean a significant association
with p < .05 and OR > 1 [C1 95%].

TABLE 5 The CT60-CTLA4 (rs3087243)

- -B27- = +
and HLA-HLA-B27 alleles’ distribution HEA-Baf sttt HERRET eiaop EaB eroup
amaong patients and controls CTLA4 alleles CT60°A CT60°G CT60°A CT60°G
AS patients 25 53 32 52
Controls 115 115 & 10
Statistical analysis p=.006 NS
OR=210

Cl=[1.23-3.59]

The values are presented as genotypes number, p, significance; OR, odds ratio; Cl, 95% confidence
interval. Bold p values mean a significant association with p < 05 and OR > 1 [Cl $5%].

TABLE & The CTé0 (rs3087243) allele and genotype distributions in the ankylosing spondylitis {AS) clinical characteristics

SpA family history Uveitis status CRP test
Presence Absence Presence Absence Positive (»6 mg/L) Negative (<6 mg/L)
N=59 (%) N=22(%) N=34(%) N =47 (%) N=5% (%) N=22(%)
Genotypes
CT60"AA 3(05) 5(23) 31{9) 5(11) 610} 219)
CT60°AG 33 (56) 8 (34) 16 (47) 25 (53) 25 {42) 16(73)
CT60°GG 23 (39) 9 (41) 15 (44) 17 (36) 28 (48) 418}
CTA0"AG+GG 56 (95) 17 (77) 31(91) 42 (89) 53(90) 20(91)
Alleles
CTE0°A 39 (33) 18 (41) 22{32) 35 (37) 37 (31) 20 (45)
CTE0"G 79 (57} 26(59) 46 (58) 59 (63) 89 (69) 34 (55)
OR[C1] oR[CH] OR[CI]
Statistical analysis  p values p values pvalues
CTe0*GG NS N5 OR=372[118-11.72]
p=102
CT60*(AG+GG) OR =485 NS N5
[1.46-16.13]
p=.02
CTE0°G allele NS NS NS

The values are presented as genotypes and alleles number (M) and frequency in percentage (%). p, significance; OR, odds ratio; Cl, 95% confidence in-
terval: SpA. spondylarthropathies; CRP. C-reactive protein. Bold p values mean a significant association with p < .05 and OR = 1 [C1 95%].
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among patients with AS disease living in the West of Algeria. The
HLA-B27 frequency's distribution between cases and controls (OR
= 14.62 [6.43-33.20]) (results not presented) suggests that this al-
lele is involved in the predisposition to the spondylitis in the West of
Algeria. The frequency of the HLA-B27 antigen already described in
Algerian population was 5%. This value is similar in several Maghreb
countries (3% to 5%) but is lower than observed in the Caucasian
population (6% to 8%) (Sieper, Rudwaleit, Khan, & Braun, 2006).
In our study, the HLA-B27 was found to be positive in 52% of the
spondylitis patients, at a lower percentage compared to Caucasian
of European ancestry patients (203%) (Reveille, Ball, & Khan, 2001),
to Asian {61%) (Abdelrahman etal, 2012) and to Arabian (74%)
(Abdelrahman et al., 2012). A study on 100 AS Algerian patients
reported a frequency of 63% (Amroun etal, 2005). Eguivalent
HLA-B27 frequencies have been described in the Morth African
countries: Egypt (59% (Tayel et al, 2012})), Morocco (58% (Atouf
et al, 2012)) and Tunisia [43%, Sakly et al., 2009). Various ancestral
genetic components in the northern Africa have been described be-
cause of a complex history of demographic events [Bekada et al.,
2015). One of the most relevant ancestors of West Algerian region
were the Berbers but, historical events testified to numerous inva-
sions and migrations by the Phoenicians, the Romans, the Arabs,
the Spanish, the Ottomans and the French (Bosch et al., 19%7; Henn
etal., 2012).

CTLA-4 (CD152) is an important co-stimulatory molecule,
which can inhibit the function of T lymphocytes. Indeed, CTLA4
gene variations might participate in genetic susceptibility to auto-
immune diseases by modifying the inhibitory effect on T-cell activ-
ity. Importantly, the study of Maier and colleagues demonstrated
that the CT60°G allele alters the signal pattern of CD4_T cells in
the autoimmune diseases, suggesting a direct mechanistic link
with T-cell function (Maier, Anderson, De Jager, Wicker, & Hafler,
2007). The CT&0*G allele has been extensively studied, but its fre-

quency changes with ethnicity. In our population, the minor allele
frequency (MAF) of this variant in controls group (MAF <50%) was
found similar to those reported in European (Farago etal., 2010)
Tunisian (Benmansour et al.,, 2010) and Chinese Han (Wang et al.,
2015) populations, whereas it was different (MAF >50%) in Asian
(Lei et al., 2005; Tsukahara et al., 2008) and American populations
(Pincerati et al., 2010; Torres-Carrillo et al., 2013).

Considering the present genetic association study, the
CT60G allele may be associated with the AS risk in Algerian pop-
ulation {Table 2). In contrast, a case-control study in Chinese Han
population reported that the major allele CTa0*A was involved
in the AS susceptibility (Wang et al., 2015]). One reason for this
discrepancy is the difference ohserved in the MAF of CT60"G
between populations. It was lower ([MAF <50%]) in the Chinece
Han controls (Wang et al., 2015), but it was so higher in other
Chinese and Japanese populations (MAF »50%) (Lei et al., 20053;
Tsukahara et al., 2008). One reason for this discrepancy between
these Asian populations could be the difference in haplotype
frequencies, as the haplotype +49°G/CT&0°A was rarely found in
Japanese population whereas it was mare frequent in the Chinese

one (Tsukahara et al., 2008). It seems that the biclogical impact of
genetic markers on the risk for common diseases may usually be
consistent with different erigins (loannidis, Mtzani, & Trikalinos,
2004). The ethnic differences and the genetic heterogeneity in
our population may be another major reason to explain the con-
troversial findings between the present Algerian study and the
Chinese findings (Wang et al., 2015).

In this study, we observed that the AS cohort randomly re-
cruited (n = 81) consists of slightly more women than men (34% vs.
44%). This observation is in accordance with the recent article on
the Chinese population {55% wvs. 43%) (Wang etal., 2015}, but, it
does not imply that women are more affected by the spondylitis
in Algeria. Additionally, the CT60°G allele was statistically associ-
ated in the female patients compared to females control after gen-
der stratification in Table 3. Our result can be in accordance with
the Lei's report in which it is supposed that the CT80°G allele was
associated with the RA risk in 3 Chinese population with a female
predominance (65%) (Lei et al,, 2005). The sex factor could play an
important role in AS susceptibility in Algeria. On the other hand,
the mean age of AS cases in our study was 32.8 years (Table 1). This
observation is similar to findings from the Wang et al's (2015) study
(36 years) (Wang et al., 2015). Interestingly, the mean age in our
AS females was observed so higher (45.7 years). This observation
iz in accordance with findings from the Wang et al's (2015) among
female patients with AS (49.6 years) (Wang et al, 2015). After the
age-adjustment in our study, the CT60°G allele was associated with
the AS risk in the group of age »30 years (Table 4). It seems that
the age factor could play an important role in the occurrence of
spondylitis disease. The involvement of the sexual hormones in the
immune response has been extensively studied, particularly estro-
gens as much as a modulator of humoral immunity and progesterone
as a natural suppressor of immunity. Indeed, a hormone-immune
imbalance could contribute to the autoimmune disease's etiology
(Cutolo et al, 2004). Curiously, we have cbserved in Table 4 that
the CT60°G allele was associated with the AS risk in the group of
the females with older age (>30 years). It is also possible that AS
development was declared in the oldest of females because of the
harmonal disequilibrium during menopause, but further studies are
required to confirm this hypothesis.

To evaluate whether the association of the CT60 SNP is inde-
pendent of the HLA B27-AS relation, we stratified the CT&0 allele’s
distribution into HLA-B27- and HLA-B27+ groups (Table 5). About
52% of our patients with spondylitis were HLA-B27+ whereas in
Caucasian populations this value was estimated to be 20% (Reveille
et al., 2001), this suggests that other genes such as CTLA4 could
have an important effect on the disease susceptibility in our pop-
ulation. Other studies found that several candidate gene polymor-
phisms are associated with AS development in HLA-B27- subgroup
{Gonzalez et al, 2001; Popa et al., 2016) suggesting genetic fac-
tors with an independent effect on the overall contribution of this
disease. Whether this set of genetic factors has a direct effect or
represents an additive contribution in AS susceptibility remains to
be determined.
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For several decades, it has been known that AS disease inher-
ited due to shared susceptibility factors. We have found in our study
a significant association between the CT0°AG+GG genotype and
the SpA family history (Table &), suggesting that the CTLA4 CT40
SMP could be involved in AS heritability in Algerian population.
Furthermore, we identified an increased risk between the CT60°GG
genotype and AS patients with a CRP up to 6 mg/L, the CTé0 SNP
might therefore be associated in our population with AS disease
progress. Nevertheless, our findings should be confirmed with simi-
lar studies performed on larger samples.

Ankylosing spondylitis genetic predisposition associated with
HLA-B27 antigen seems to be confirmed in our West Algerian sam-
ple. Various studies suggest that apart from of the strong associa-
tion between HLA-B27, ERAP, IL23R genes and the AS susceptibility
{Duan et al., 2012; Popa et al, 2014; Reveille et al, 2001}, other ge-
netic factors could be considered in the spondylitis dizease devel-
opment. To our best knowledge, this is the first time that the CTLA4
gene association was analysed with AS risk in an Algenan popula-
tion sample. Qur findings suggest that the CT60 polymorphism is
involved in genetic AS susceptibility but, curiously this SNP was
associated only in the female group and in older patients. Further
stratification based on the HLA-B27 status showed that the CT60°G
ase in the HLA-B27- group.
This association study strengthens our understanding of the link
between the inhibitory signal resulting from the CTLA-4/CD80-

allele was also associated with the dise

CD8é binding and the AS pathogenesis. However, such studies
should be performed on larger populations to deal with the statis-
tical limitations. Moreover, it is important to include other variants
in CTLA4 gene as the effect of some haplotype containing CT40
polymorphism seems higher than the effect of this SNP alone. This
has to be confirmed with haplotype study in Algerian population.
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