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La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de I’intestin
(MICI), elle intéresse successivement, simultanément ou isolement un ou plusieurs
segments du tube digestif, de la bouche a 1’anus avec une prédilection pour 1’iléon, le colon
et I’anus. L’atteinte y est discontinue, hétérogeéne et transparietale (Peyrin-Biroulet et al.,
2010)

Un gradient Nord/Sud existe pour la maladie de Crohn avec des régions a plus forte
incidence qui sont le Royaume Uni, les Pays-Bas et la Somme alors que les régions qui ont les

plus faibles incidences sont situées en Grece. (Molodecky et al., 2012)

L’étiologie de la MC reste actuellement inconnue, mais de nombreux spécialistes
s’accordent sur une origine multifactorielle faisant intervenir le systéme immunitaire, la
génétique, I’environnement et la présence d’agents pathogeénes, son incidence et sa

prévalence sont en constante augmentation dans le monde. (Bernstein et al., 2013)

La MC qui est plus diagnostiquée chez le jeune adulte, est posée sur la base des
symptomes et des résultats endoscopiques et radiologiques (Baumgart et al., 2012). Son
traitement dépend de la gravité de la maladie, de la localisation de la maladie et du sous-
type de maladie (Rahimi et al., 2006)

Le gene ABCBL1 est localisé en position 7g21.1 (Bodor et al., 2005), hautement
polymorphe, a été largement étudié pour les polymorphismes caractéristiques et environ 50
SNP pour ABCB1 ont été identifiés (Hamidovic et al., 2010). G2677T/A est un
polymorphisme triallélique de I’exon 21 lié a la substitution d’une Guanine par une
Thymine ou une Adénosine, Cela pourrait affecter la structure secondaire et la
conformation de la protéine. Il est associé & des modifications de I'activité de la protéine in
vivo (Khosravi et al., 2019). Ce polymorphisme été associé a la MC, mais son rdle dans la

susceptibilité a la maladie reste incertain. (Mijac et al., 2018)

Dans le présent travail nous nous sommes intéressés a 1'étude de 1'un des
parameétres moléculaires (le polymorphisme A2677T du gene ABCBL1) en relation avec la

survenue de la MC




Ce fut notre théme d’étude, dont les objectifs sont :

» Maitriser les outils et les techniques de bases de biologie moléculaire
 Etudier la distribution du polymorphisme A2677T du géne ABCB1 dans un

échantillon de la population Algérienne.
» Déterminer une possible contribution du polymorphisme A2677T du géne ABCB1

dans la pathogénése de la MC.




Maladie de
Crohn
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1. Définition :

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI) sont des maladies
chroniques caractérisées par la présence de lésions inflammatoires pouvant toucher tout ou
une partie de 1’appareil digestif. La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique

(RCH) sont les deux principales formes de MICI.

La MC résulterait de I’interaction de facteurs environnementaux, y compris le
microbiote intestinal, avec le systtme immunitaire de 1’hdte, chez des individus
génétiquement prédisposés. (Qin., 2012). La preuve d’une contribution génétique dans la MC
est largement établie. Il a ét¢ montré que le fait d’avoir un membre de la fratrie atteint

augmentait de plus de 26 fois le risque de développer la maladie (Thia et al., 2010)

C’est une maladie inflammatoire chronique récurrente-rémittente affectant le tractus
gastro-intestinal. Elle représente un trouble inflammatoire chronique caractérisé par des

périodes de maladie active suivies d'une rémission ultérieure.

La maladie évolue par poussées d'intensité variable avec des rémissions parfois
incomplétes et souvent spontanément régressives. La complication la plus courante de la MC
est une occlusion intestinale causée par un épaississement de la paroi intestinale a cause du

gonflement provoqué et des tissus cicatriciels.

En fonction du site de l'inflammation, trois grandes classes de MC, de prévalence

différente, sont décrites (Baumgart et al., 2012) :

* L’iléite de Crohn uniquement localisée au niveau de l'iléon,

* La MC iléo-colique qui atteint a la fois I'iléon terminal et le gros intestin,

O La colite de Crohn qui ne concerne que le gros intestin




C

Figure 1 : localisation de la maladie de Crohn (WILLS et al., 1997).

les lésions anopérinéales (LAP) de la MC sont souvent méconnues ou négligées
pendant I’évolution de la MC alors qu’elles peuvent toucher pratiquement un malade sur deux
.En effet, les malades masquent des symptomes parfois considérés comme honteux (fistule
ano-vaginale) ou humiliants (incontinence anale) d’une part et d’autre part les médecins
recherchent peu ce type de manifestations qu’ils pensent s’intégrer dans la progression de la
MC et pour lesquelles la prise en charge thérapeutique est souvent complexe. Pourtant, les
progrés réalisés au cours des dix derniéres années ont permis de mieux comprendre I’histoire
naturelle de ces LAP, en permettant un acces facile et peu invasif aux fistules et abcés de la
MC. (Ward et al., 2013)

2. Histoire de la maladie
La maladie existait probablement bien avant le début du siecle car certaines descriptions

anatomo-cliniques remontant a I’antiquité correspondent rétrospectivement avec le diagnostic

(Wills et al. 1997)

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales sont trés anciennes. La premiere
explication de cette maladie a été exprimée par le médecin italien Giovanni Battista Morgagni
(1682-1771) en 1769, alors qu'il a diagnostiqué cliniquement un jeune homme ayant une

diarrhée chronique et maladie invalidante.

Depuis, la maladie s’est propagée et c’est en 1932, que le gastro-entérologue Burril

Bernard Crohn (et deux de ses confréres Gordon D. Oppenheimer et Leon Ginzburg) I’ont fait
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connaitre. Bien que le docteur Crohn ne parvienne a déceler la cause de la maladie, il traitait des

patients en provenance du monde entier dans 1’errance thérapeutique.

Les premiers a parler de granulome non spécifique de I’intestin gréle furent
Masschowitz et Wilensky en 1923 et 1927, mais la paternité de cette maladie revient en 1932
a Burril B .Crohn, médecin américain, qui a donné son nom a la maladie avec 1’aide de ses
collaborateurs. 11 a rapporté 14 cas de malades opérés « d’iléite terminal » nommé a 1’époque
« entérite » ou « iléite régionale ». Plus tard, la maladie portera le nom de I'un de ces

observateurs pour devenir ainsi la maladie de Crohn. (Crohn et al., 1932)

La description de ces lesions par B.Crohn était déja assez compléte, et peu de
nouveauté sont intervenues dans ce domaine par la suite. Il s’est avéré que les mémes

anomalies tissulaires étaient retrouvées en d’autres endroits du tube digestif

En 1993 est signalé le cas d'une souris présentant une mutation du géne de
I'interleukine et atteinte de troubles digestifs proches de la maladie de Crohn3, ce qui en fait le

premier modele animal de cette affection. (Sadlack et al., 1993)

Des années apres sa découverte et aprés la premiere parution publique des ses
symptomes et effets, la maladie reste encore aujourd’hui mal comprise et difficile a cerner.

(Paulo., 2013)




[MALADIE DE CROHN] [

3. Epidémiologie

La prévalence de la MC a pu étre mise en relation avec l'incidence de la maladie. Un gradient

Nord-Sud est retrouvé avec des incidences plus élevées dans les états au Nord de I’ Amérique
du Nord et dans le centre du Canada. La maladie émergeant dans les pays en voie de
développement peut suggérer que I'évolution épidémiologique est liée a I'occidentalisation du
mode de vie et de l'industrialisation. La fréquence de la MC est en hausse dans de nombreuses
régions, mais l'incidence s'est stabilisée dans de nombreuses régions de haute incidence.
L’occidentalisation du style de vie impliquant des modifications des habitudes alimentaires, la
consommation de cigarettes et d’autres modifications dans I’environnement liées a

I’industrialisation pourraient expliquer cette augmentation (Satimai.,. 2017)
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Figure 2 : Evolution de I’incidence et de la prévalence combinée de la MC dans le monde
entre 1960 et 1979 (COSNES., 2011).
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Tableau 1 : Incidence, prévalences et rapports femme/homme de la maladie de Crohn de

quelques pays et zones géographiques

Zones Population Incidence Prévalence/10 | Ratio F/H | Références
(continent/pays) concernée (%) | moyenne/10s (année)
(année)
Europe
Royaume-Uni 0.18% 9.56 (2003-7) 181.8(2012) 1.8/1 (Steed et al. ,2010)
France 0.11% 6.7 (2006-7) 110 (2000) (Chouraki et al ., 2011)
Croatie 0.47% 5.7 (2001) 46.4 (2001) (Lakatos et al. 2006)
Amérique du nord
Les Etats Unis 0.17% 5.64 241.3 (2008) (Lfrus et al,. 2002)
Canada 0.37% 13.6 369 (2012) 1.3/1 (Fondation canadienne
des MII., 2012)
Asie et Océanie
Corée du sud 0.5  (198690) (Yang et al., 2008)
1.34
(2001-05)
Japon 0.021% 1.2 (1998) 21.2 (2005) 0.5/1 (Leong et al., 2004)
chine
0.0035% 1 (2006) 3.5 (2006) M>F
Afrique
Afrique du sud 2.6 (Blancs) (Gower-Rousseau y
2012)
1.8 (Métis)
0.3
(Noirs)(1980-
84)
Algérie (Alger) 1.49 (2003-6) 22.3 (2003-6) 1.064/1 5(Balamane et al .,
2013)
Amérique du sud
Brésil 0.0056% 35 3.65 (2005) F>M (Victoria et al ., 2009)
Australie 0.137% 17.4 (2008) 137.3 (2005) 1.43/1 (Wilson et al., 2010)
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L’incidence et la prévalence de la MC sont en constante augmentation dans le monde
surtout dans les pays développés. Elle affecte de fagon prédominante, les sujets de race
blanche, essentiellement, dans les pays les plus riches au monde ou industrialisés, a
savoir I’Europe et les Etats Unis. L’incidence annuelle de la MC est estimée en
Europe entre 0,3 et 12,7 cas pour 100000 habitants et la prévalence est de 0,6 a 322 cas
pour 100000 habitants( Shah et al., 2017). La sex-ratio homme/femme pour la MC est de 0.8.
Les jeunes de plus en plus touchés. (Colombel et al., 2007) elle est en augmentation dans les
pays récemment industrialisés, comme la Croatie ou I’incidence de la maladie a été multipliée

par 10 entre 1980 et 2000. (Loftus., 2004)

En France, L’incidence annuelle de la maladie est voisine de 5.6 a 6 nouveaux cas /an/
100000 habitants (d’apres le registre EPIMAD). Sa prévalence est de 100/100000 habitants,
elle a augmenté de 1988 a 1999 pour se stabiliser ensuite, sauf pour le taux des formes
pédiatrique (moins de 20 ans) qui continue d’augmenter. En USA D’incidence est élevée :

6.19/100000 habitants et en Europe du Nord, elle est de 7.10/200000 habitants.

Elle est exceptionnelle en Amérique du Sud. (Peyrin et al., 2010) et En Afrique, elle varie de
0.32 2.6/100000 habitants

Selon une étude en population Algéroise : la prévalence globale de la MC entre 2003-
2006 est 22.35/100000 habitants et 1’incidence annuelle est de 0.79 (1981-1985) ; 1.64 (19941998)
; 1.49 (2003-2006). (Balamane., 2015)

4. Physiopathologie

Le chorion normal contient de diverses cellules immunitaires et de cytokines
sécrétées. Celles-ci comprennent les médiateurs anti-inflammatoires (TGF-$ et IL-10), ainsi
que les médiateurs pro-inflammatoires qui limitent I'entrée excessive de microbiote intestinal
et défendent ’intestin contre les agents pathogenes. La phagocytose par les macrophages,
contribuent probablement a cette défense tout en minimisant les lésions tissulaires. Un
équilibre homéostatique est toujours maintenu entre les cellules T-régulatrices (T-régs etc.) et
les cellules

T effectrices (Thl, Th2 et Th17). (Hakansson et al., 2011)

La pathogenese de la MC est basée sur I’inflammation des tissus, causée par une

réponse immunitaire irrésistible contre les antigénes bactériens luminaux. Les cellules
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immunitaires telles que les cellules T CD4, les cellules T CD8, les cellules B, les monocytes

CD14 et les tueurs naturels sont impliquéees dans ce processus. (Wallace et al., 2014)

La pathogenése est également entretenue par l'interaction de ces cellules avec des
intégrines, des molécules d'adhésion et de multiples chimiokines, responsable pour le
production de niveaux élevés de cytokines inflammatoires, représentant la cible des cellules
Immunitaires et non immunitaires et la promotion de I'inflammation muqueuse. (Simone et
al., 2015)

L’inflammation intestinale est initiée par une augmentation de l'exposition bactérienne,
entraine une perméabilité intestinale accrue qui entraine une pénétration bactérienne dans le
chorion. Les cellules innées répondent en sécrétant des taux accrus de TNF-a et d'autres
cytokines pro-inflammatoires, y compris 1L-12, IL-23 et les chimiokines (Abraham et Cho.,
2009).

Acide gras polyinsaturé

{acide arachidonique)
Conditions : Maladie de
physiologiques Crohn
Celhule gliale =l Cellule gliale
entérigue I5-LOX-2 = entérique
sainea 73 pathologique
~
AS-HETE | s A degradation Z
Barriaére intestinale Barriére intestinale
saine altérée
. ZO-1
Qe o i
,1, AMPK |
/—\ 2a@® Permeabll}te
Perméabilité %f augmentée
controlée Agents pathogénes

Figure 3: Représentation schématique d’une paroi intestinale saine et pathologique
(Abraham et Cho., 2009).

La MC débute par une inflammation et des abcés cryptiques, qui se transforment en
petits ulcéres focaux aphtoides. Ces lésions muqueuses peuvent évoluer en ulcérations
longitudinales et transversales profondes avec un cedéme muqueux entre les ulcérations,
donnant a l'intestin un aspect pavimenteux caractéristique. L'extension transmurale de

l'inflammation entraine un lymphceedéme et un épaississement de la paroi intestinale et du
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mésentere. La graisse mésentérique s'étend de fagon caractéristique sur la séreuse intestinale.
Les ganglions mésentériques augmentent souvent de volume. Une inflammation étendue peut
entrainer une hypertrophie de la musculaire muqueuse, une sclérose et la formation d'une
sténose, pouvant aboutir a une occlusion intestinale. (Fatahi et al., 2018) La pathogénese de
la

MC n’est aujourd’hui pas entierement €élucidée. S’il parait clair que les Iésions inflammatoires
sont secondaires a une dérégulation de I’'immunité intestinale, les roles de la génétique et
des facteurs environnementaux et leurs intrications ne sont que partiellement connus a ce jour.

La MC n’a pas de cause unique. On parle de maladie multifactorielle (Jonathan ., 2014)

La maladie évolue sous forme de poussées symptomatiques, entrecoupées d’intervalles
asymptomatiques, les deux étant de durées variables. Cependant, chez 10 a 15% des patients,

I’évolution est continue sans période de rémission (Rowe et al., 2012).

L’effet combiné des facteurs environnementaux et génétiques engendre une diminution
de la sécrétion de mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales, résultant
donc a la perte des mécanismes de contréle de la flore intestinale, ce qui engendre la
dysbiose tout en favorisant le développement des pathobiontes (Manichanh et al., 2006).
Ces facteurs agissent également sur les jonctions intercellulaires au niveau de 1’épithélium,
provoquent 1’augmentation de la perméabilité de cette derniere. Les bactéries pathogenes
pourront ainsi étre en contact direct et de maniére prolongée avec 1’épithélium intestinal, et
envahir le chorion (Kamada et al., 2013). Cette perte de la fonction de barriére provoque une
activation excessive du systéme immunitaire muqueux, puis I’apparition d’une inflammation
chronique caractérisée par les lésions observées chez les patients de la MC (Marcon et al.,
2013).

5. Etiologie

L’¢étiologie de la MC est jusqu’a présent incompleétement compris, il est toutefois
globalement admis qu’elle s’agit d’une pathologie multifactorielle complexes, elle semble étre
la conséquence d'une anomalie de la réponse immunitaire de l'intestin vis-a-vis de composants
de la flore intestinale chez des sujets génétiqguement prédisposés, sous l'influence de facteurs

environnementaux (Kokten et al. 2016).
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5.1 Causes distales

Ce sont les causes les plus éloignées du mecanisme biologique aboutissant a
I’inflammation muqueuse. Il faut comprendre que ces causes ne sont que probabilistes. Elles
ne peuvent a elles seules entrainer la maladie selon un déterminisme précis. Elles contribuent
seulement a définir un terrain a risque, autrement dit une propension pour une personne

donnée a développer la maladie. (Hugot et al., 2015).

5.1.1 Facteurs environnementaux exogenes

* Letabac

Représente le facteur environnemental le plus important dans la MC, aussi bien au niveau de
la prévalence que de la sévérité, il augmente le risque de développer une MC (50 a 60 % des
patients sont fumeurs au moment du diagnostic) et il est déterminant pour la localisation des
Iésions, avec une prévalence plus élevée pour les iléites et plus faible pour les atteintes

coligues par rapport aux non-fumeurs (Cortot et al., 2009).

D’autre part, le tabac est un facteur aggravant de la MC. Il augmente la fréquence de
survenue des poussées et du recours aux corticoides et aux immunosuppresseurs. 1l est associé
a des complications intestinales plus fréquentes et il expose a un taux de récidives cliniques et

chirurgicales significativement plus élevé (Nos et al., 2011).

La consommation de tabac entraine 1’augmentation du taux de monoxyde de carbone
sanguin et de la production muqueuse de radicaux libres. De par son action pro-coagulante, le
monoxyde de carbone favorise la formation de micro-thromboses au niveau de la paroi
intestinale qui aboutit, par conséquent, a une ischémie locale et donc a I’aggravation des

lésions.

Les radicaux libres sont importants dans ’entretien de la réaction inflammatoire muqueuse.
Leur action est normalement modulée par la présence d’antioxydants (vitamine C, B-caroténe,

a-tocophérol...), déficitaires chez le fumeur

Le sevrage tabagique a donc un effet bénéfique indéniable sur la MC et ceci des la
premiére année. Il aurait un effet comparable a un traitement immunosuppresseur sur le risque
de rechute (Jantchou et al., 2006).
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* L’appendicectomie

Certaines études ont montré que le risque de développer une MC était augmenté chez
les personnes ayant subi une appendicectomie. Cependant, 1’appendicectomie n’est pas
considérée comme un facteur de risque a part entiére mais plutét comme la résultante des
prémisses d’'une MC sous-jacente. Un syndrome d’appendicite aigue représente en réalité une

forme d’entrée classique dans la maladie (Bardou et al., 2007).

» Les habitudes alimentaires

Le changement des habitudes alimentaires au cours du XXeéme siécle s’est fait
parallélement a I’augmentation des cas de MC. De plus, les antigénes alimentaires constituent,
avec les antigenes bactériens, la plus grande source antigenique en contact avec la muqueuse
digestive. Il est donc normal que de nombreuses études furent menées afin de mettre en
évidence un role possible de I’alimentation dans I’étiologie de la MC. Les régimes pauvres en
fibres, la surconsommation de sucres raffinés, de graisses, de protéines animales, de
margarine, de fast-food, ou de microparticules (souillures, additifs, anti-agglomérants...) et la
consommation d’eau du robinet ... ont tous été testés, mais aucun facteur n’a pu formellement

étre identifié (Edouard et al., 2010).

» Le contact avec certains agents infectieux

Parmi les agents infectieux directement mis en cause dans 1’étiologie de la MC, on
peut citer les virus de la rougeole et de la varicelle ainsi que Listeria monocytogenes, Candida
albicans, Escherichia coli invasif et surtout Mycobacterium avium paratuberculosis. Cette
derniere, présente dans le lait non-pasteurisé et 1’eau potable, est mise en cause en raison de la
présence de granules tuberculoides chez les bovins, a I'origine de la maladie de Jones
présentant de nombreuses similitudes avec la MC. La encore, aucune étude n’a pu prouver le
role d’un agent infectieux mais la découverte du gene NOD2 dont la mutation entrainerait un

défaut de clairance bactérienne relance cette hypothese (Bardou., 2007).

* L’amélioration au niveau d’hygiene

L’amélioration des conditions d’hygiene, notamment pendant I’enfance, aboutissant a une
diminution des contacts avec les germes, pourrait étre a 1’origine d’un défaut d’ « éducation
» du systéme immunitaire digestif. Cependant, cette thése n’a toujours pas pu étre confirmée

(Cosnes et al., 2006).
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» Contraception oral

La contraception orale augmenterait modérément (risque relatif = 1,46) le risque de
développer une MC. En fonction de la durée d’exposition et du dosage, elle pourrait participer

aux lésions en favorisant I’apparition de troubles thrombotiques vasculaires au niveau digestif.

A T’heure actuelle, le tabac est le seul facteur dont le role est unanimement reconnu,
retrouvé de facon concordante et reproductible dans de nombreuses études. Cependant,
I’hypothése physiopathologique dont 1’élément cl¢ est la microflore intestinale donne du poids
aux facteurs environnementaux que sont I’amélioration de I’hygiéne et la modification des
habitudes alimentaires. Ces modifications du mode de vie en rapport avec la modernisation de
nos sociétés, susceptibles d’agir sur la flore microbienne intestinale, pourraient expliquer en

partie I’influence de I’environnement sur la MC (Klement et al., 2004).
» Facteurs psychologiques :

Nombreux sont les patients qui attribuent I’origine et I’évolution de leur MC a des troubles
psychosomatiques (stress, probléme sociaux, fatigue intellectuelle). Cependant, il est difficile
d’établir un lien clair entre stress et MC dans la mesure ou les études associant le déclenchement
de la maladie et le stress sont rétrospectives, donc peu pertinentes et largement biaisées. En tout
¢tat de cause, les études vont majoritairement dans le sens d’une absence de corrélation entre
grave événement de la vie (type déces d’un proche) et MC. (Lerebours et al., 2003 ; Goodhand
etal., 2012).

5.1.2 Facteurs génétiques endogénes

Crohn lui-méme, en 1934, a rapporté la premiere forme familiale de MC. Les études
ultérieures ont confirmé que la prédisposition aux MICI était en partie génétique, ce qui
explique la présence d’agrégations familiales de ces maladies et la concordance entre jumeaux
monozygotes. L’identification de genes de susceptibilit¢ aux MICI a commencé par
I’identification de NOD2 dans la MC. NOD2 code pour un récepteur de produits de
dégradation ou de renouvellement de la paroi bactérienne. Les mutations de NOD2 sont bien
identifiées et elles restent, a ce jour, les facteurs de risque les plus forts et les plus spécifiques

de la MC, expliquant que la recherche sur ce géne soit trés active (Hugot et al., 2001).

Connue de longue date comme une affection a composante héreditaire, plus commune

chez certains groupes ethniques, la MC posséde un élément génétique. Bien que les
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chercheurs reconnaissent que les marqueurs génetiques sont utiles pour déterminer qui risque
d’étre susceptible a MC, il est aussi reconnu que des ¢éléments déclencheurs
environnementaux ou d’autres sortes d’agents jouent un réle dans ’activation des geénes avant

que la maladie se developpe.

Une étude publiée dans la revue Nature Genetics en 2007 identifie plusieurs régions
génétiques différentes liées a la MC. Elles semblent toutes étre liées a la fonction de réponse

immunitaire du corps (Rioux et al., 2007).

Aujourd’hui, le nombre de génes impliqués dans la prédisposition génétique aux MICI
est supérieur a 160. lls sont pour la plupart partagés par la MC et la RCH (Frank et al., 2010).
Il ne sera en fait jamais possible de dresser une liste exhaustive des variations génétiques

associees a la MC (Kimberley et al., 2017).

La plupart des équipes recherchent actuellement non pas des variations génétiques
anonymes et fréquentes mais plutdt des variations génétiques rares, présentes chez seulement
quelques malades, mais associées a des effets biologiques forts comme c’est le cas pour les
maladies mendéliennes classiques. Quelques résultats encourageants ont été obtenus chez
I’enfant avec des mutations des génes de I’'IL 10 ou de son récepteur, du géne XIAP ou des
genes du complexe NADPH (dont les mutations sont classiquement associées a la

granulomatose septique (Amininejad et al., 2018).
5.2 Causes proximales

Les principales fonctions biologiques clés forment un réseau de causes proximales.
Chaque fonction doit étre dans un état « prémorbide » compatible avec la maladie pour que
celle-ci s’exprime. La maladie apparait lorsque toutes les fonctions sont dans un tel état, selon
un schéma parfaitement déterministe. Il est difficile de dresser aujourd’hui une liste
exhaustive de toutes les fonctions biologiques impliquées dans la MC mais certaines sont
assez bien connues pour expliciter ce qui pourrait correspondre a cet état « pré morbide »
(Hugo et al., 2015).

* Microbiote intestinal

Les MICI sont associes a un déséquilibre du microbiote intestinal connu sous le nom
de dysbiose (Huttenhower et al., 2014). En particulier, la MC est associée a un excés de

bactéries du phylum des Bacteroidetes et un déficit de bactéries du phylum des Firmicutes.
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Elle peut étre uniquement la conséquence d’une inflammation clinique ou infraclinique

(Craven M, et al., 2012).

* Perméabilité intestinale et systéme immunitaire muqueux

Une augmentation de la perméabilité épithéliale est connue depuis de nombreuses
années dans la MC. Elle peut persister entre les poussées et est alors pronostic de la rechute.
Elle est aussi observée chez les apparentés sains. Finalement, elle a été associée aux mutations

du gene NOD?2 et a certaines bactéries commensales (Antoni et al., 2014).

Les lésions de la MC sont caractérisées par la présence de follicules lymphoides. Les
ulcérations aphtoides sont ainsi centrées par des follicules isolés dans le colon ou groupées en
amas dans les plaques de Peyer (PP). Les follicules lymphoides sont le lieu de la mise en
place de la réponse immunitaire muqueuse et il a été montré que celle-ci est exacerbée dans la
MC, avec en particulier la présence d’allo-anticorps de type IgA dirigés contre de nombreux

produits microbiens (Barreau et al., 2010).

* Réponse inflammatoire

Les MICI sont caractérisées par une réponse inflammatoire faisant intervenir de
multiples cellules immunitaires : cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes,
plasmocytes et polynucléaires. La plupart de ces cellules sont mobiles et capables de circuler
dans D’intestin, transportant l’inflammation. Cette inflammation est elle-méme sous la
responsabilité de facteurs génétiques (ex. IL23R, STATS3, IL12R, JAK2, IL10, etc.) et de
facteurs environnementaux (bactéries pathogenes ou saprophytes, additifs alimentaires, etc.)
(Hugot et al., 2015).

* Phénotype inflammatoire

Le phénotype inflammatoire est le maillon final auquel aboutit la chaine de causalité.

(Neurath et al., 2014)
L’inflammation intestinale de la MC est caractérisée par une augmentation de la

concentration en cytokines pro-inflammatoires IL6, TNFa. Ce dernier est produit par les
cellules dendritiques, les macrophages, les adipocytes, les fibroblastes et les lymphocytes. Il
entraine une angiogenese, une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, une

augmentation de la perméabilité intestinale, une destruction tissulaire et la survie des cellules
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T activées. Son role clé dans I’inflammation muqueuse est attest¢ par 1’efficacité

thérapeutique des anti-TNF (Deboer et al., 2018).

6. Diagnostic

Le diagnostic repose sur 1’association des examens cliniques et endoscopiques, mais la
présence d’anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) posséde une sensibilité de 60%

et une spécificité de 85%, ce qui est assez bon (Famularo et al., 2010).

6.1. Imagerie

L’examen-clé pour poser le diagnostic est ’endoscopie digestive, en particulier la
coloscopie qui consiste a introduire dans 1’intestin par 1’anus un tube souple équipé d’un
systéme optique de visualisation de la paroi intestinale. La coloscopie permet d’examiner le
rectum, le cOlon et la partie terminale de I’intestin gréle, 1’iléon, c’est-a-dire les régions ou
siegent le plus souvent les atteintes digestives de la MC. Les médecins peuvent ainsi
également mesurer 1’étendue des 1ésions intestinales, leur aspect et faire des biopsies c'est-a-
dire des préléevements. Les atteintes sont généralement a différents sites et il n’y a pas de
continuité de I’atteinte de la muqueuse digestive. La découverte de granulome au sein des
biopsies est quasi spécifique de la maladie. Les biopsies de la mugueuse montrent une
infiltration de la paroi intestinale par des cellules de I’immunité (lymphocytes et plasmocytes).

(Andreoli et al., 2010).

Dans certains cas, des examens radiologiques peuvent étre demandés, comme I’IRM
ou le scanner abdominal, qui permettent de rechercher la présence de fistules ou d’abceés.
Certains chercheurs essayent de voir s’il est possible de quantifier I’importance et I’extension
de l’inflammation de la paroi intestinale en IRM. L’échographie abdominale et les
radiographies de I’intestin gréle apres ingestion d’un produit de contraste sont également
utilisées pour la recherche des fistules ou d’une sténose (rétrécissement du diametre intérieur
de I’intestin).

(Adami et al., 2010)

6.2. Anatomie pathologique

L’ensemble d’études histologiques et endoscopiques faites sur les prélevements
biopsiques et/ou les piéces opératoires permettent de mettre en évidence la nature et la

localisation des 1ésions. L’apparition de différentes lésions macroscopiques est en fonction de
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la durée et de la sévérité de la maladie. Les lésions de la MC ont un aspect plus ou moins

identique quel que soit le niveau du tractus gastro-intestinal atteint. (Khanna et al., 2016) .
7. Classification de la maladie de Crohn

La classification de la MC est potentiellement un précieux outil d’aide au suivi du patient
malade, notamment en termes d’évolution de la pathologie mais surtout en ce qui concerne le
choix d’un traitement adapté. Cependant, elle reste un domaine complexe dans la mesure ou il
n’existe pas de consensus international et que chaque clinicien a tendance a se référer a une

classification différente (Dalibon, 2015).

Deux types de classification, de Montréal et de Vienne (ou Paris), sont en vigueur pour
classer les différentes formes de MC selon trois critéres : 1’dge du diagnostic, la localisation des

1ésions et le type de maladie ou I’intensité de la maladie.

Cependant ces classifications sont actuellement fortement remises en question étant donne
que ces phénotypes sont liés a la localisation primaire des 1ésions et varient au cours de 1’évolution

de la maladie chez un méme individu (Laas et al ., 2014)

Dans Montréal : L4 peut étre a L1 a3 en cas d’atteinte concomitante du gros

intestin, P peut étre associé a B1 a3. 4.1.
7.1 Classification de la MC en fonction de I’age

Selon la derniére classification proposée, celle de Montréal, trois catégories d’age sont
déterminées : avant 17 ans, entre 17 et 40 ans et apres 40 ans. Ces trois catégories correspondent
aux formes pédiatriques, aux formes classiques de 1’adulte jeune et aux formes plus rares de la
personne agée. Ces distinctions phénotypiques correspondent bien a des réalités cliniques et
évolutives différentes. Les formes pédiatriques ont des localisations souvent plus étendues, y
compris digestives hautes. Ces localisations varient plus dans le temps : les localisations iléales,
par exemple, apparaissant souvent dans 1’adolescence. Les formes de la personne plus agée sont
plus souvent coliques, souvent moins évolutives et, de plus, doivent faire exclure une cause

vasculaire, surtout au-dela de 60 ans.

Dans la classification de Vienne, 1’age du diagnostic se divise en 2 catégories :<40 ans, ce
sont les adultes jeunes et Au-dela de 40ans ,ce sont les formes des personnes plus agées,

beaucoup plus rare , elle sont souvent moins invalidantes . (Saussure et Bouhnik, 2007).
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7.2 Classification de la MC en fonction de la localisation

La localisation de la maladie est classée en forme iléale pure (partie finale de I’intestin
gréle), forme colique pure et forme iléo-colique, et un sous-phénotype additionnel, pouvant
coexister avec un des trois sous phénotypes principaux : les atteintes du tube digestif supérieur
(atteinte proximale au tiers distal de 1’iléon). Dans les MC de ’adulte, la localisation tend a rester
stable dans le temps, tandis que dans les formes pédiatriques, la proportion de changement au fil
du temps est significativement plus importante. Cette classification fondée sur la localisation est
trés pertinente, car elle est associée a d’importantes caractéristiques cliniques et méme

étiopathogéniques. (Saussure et Bouhnik, 2007).
7.3 Classification de la MC en fonction du type

Le type de la maladie est défini comme purement inflammatoire, sténosante ou fistulisante.
A ces caractéres principaux, mutuellement exclusifs, peut s’ajouter un caractére supplémentaire
pouvant coexister avec chacun d’entre eux : I’existence de 1ésions péri-anales de la maladie (Laas
etal., 2014).

- Forme fistulisante : L’inflammation de la séreuse et du mésentére entraine 1’adhésion par
des bandes fibreuses des anses intestinales entre elles, pouvant aboutir a la formation de fistules
caractéristiques de la maladie. Celles-ci prennent naissance dans des ulcérations, puis percent
graduellement la séreuse et les organes adjacents. Ces fistules font communiquer les anses
intestinales entre elles ou avec le colon, la peau, le périnée, la vessie, le vagin. Elles peuvent aussi
communiquer avec des abces situés dans la cavité péritonéale, le mésentére ou les structures
rétropéritonéales. La présence d’ulcéres périanaux est également caractéristique de cette forme

(Peyrin-Biroulet, 2011).

- Forme sténosante: La présence d’une inflammation, d’une fibrose cicatricielle et d’un
cedéme entraine un rétrécissement de la lumiére intestinale causant ainsi ballonnement, nausées,
vomissement de matiéres fecales et constipation. Cette sténose peut devenir complete et entrainer

une obstruction intestinale aigué (Laas et al., 2014).

- Non fistulisante non sténosante : 11 s’agit de formes purement inflammatoires, n’ayant

jamais eu de complications au cours de la maladie, souvent localisées au colon.
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8. Stratégies thérapeutiques

Les thérapeutiques actuelles permettent en premier lieu : de traiter les poussées de la
maladie (douleurs abdominales, diarrhée, etc.,) cela constitue le traitement d’attaque. Puis de
prévenir les rechutes, les complications avec un traitement d’entretien (a prendre de fagon
réguliere) et surtout ainsi d'éviter le délabrement intestinal. L’objectif du traitement médical
est d’induire et de maintenir une rémission clinique sans stéroides, de prévenir les

complications et la chirurgie et d’améliorer la qualité de vie du patient.

Le traitement de la MC dépend de la gravité de la maladie, de la localisation de la
maladie et du sous-type de maladie. Le choix du traitement va dépendre de la localisation des
Iésions, de ’intensité des symptomes, de la présence éventuelle de complications et de
manifestations extra-intestinales, mais aussi de la tolérance du patient aux traitements. 1l faut

arriver a un rapport bénéfice-risque optimal (Boirivant et al., 2012).

Les facteurs de risque d'activité agressive de la maladie comprennent un age de
diagnostic inférieur a 30 ans, une atteinte anatomique étendue, une maladie périanale, des
ulcéres profonds, une intervention chirurgicale antérieure et une sténose et / ou une maladie
pénétrante. L'un des plus grands défis associés a la MC est qu'aprés 20 ans d'activité de la
maladie, 80% des patients nécessiteront une intervention chirurgicale et environ 30%
nécessiteront une intervention chirurgicale dans les 5 ans suivant le diagnostic. Bien que le but
de la thérapie médicale soit de maintenir la rémission sans avoir besoin de chirurgie, une fois
que des complications de sténose et / ou de fistulisation surviennent, une chirurgie peut étre
nécessaire. Malheureusement, comme la chirurgie n'est pas curative pour la MC, de nombreux
patients auront besoin de plusieurs chirurgies au cours de leur vie. Il existe un certain nombre

de médicaments différents utilisés pour traiter la MC. (Bernstien et al., 2012)

Les antibiotiques sont également utilisés dans la MC, mais les preuves a I'appui leur
utilisation est également limitée. Le rdle principal des antibiotiques est de traiter les

complications suppuratives ou périanales de la MC.

Les immunosuppresseurs sont utilisés depuis de nombreuses années pour traiter la
MC, mais en raison de la lenteur de leur action (2 a 3 mois), ils sont généralement utilisés

pour maintenir la rémission. (Rowe et al., 2012)
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1. ATP binding cassette B1 (ABCB1)

Les génes ABC codent pour des protéines de transport et de canal possédant plusieurs
domaines couvrant la membrane qui forment un pore, et des domaines de liaison aux
nucléotides intracellulaires pour la translocation dépendante de I'ATP de substrats ou d'ions a
travers la membrane cellulaire. Bien que les protéines ABC bactériennes fonctionnent a la fois
comme importateurs et exportateurs, toutes les protéines ABC eucaryotes sont des pompes a
efflux (Hwang et al., 2016).

Le géne polymorphe ABCB1 mieux connu sous le nom de multidrug resistance 1
(MDR1) est lI'un des 49 membres putatifs de la superfamille des transporteurs ABC humains
au sein de la sous-famille B, qui est I'une des sept sous-familles phylogénétiquement distinctes
avec une spécificité de substrat qui se chevauchent. ABCB1 (MDR1) est I'un des nombreux
genes omniprésents de la cassette de liaison a I'adénosine triphosphate (ATP) (Binkhathlan et
al., 2013).

Le gene ABCBL1 est composé de pres de 210kb, sur le bras long du chromosome 7, en
position 7q21.1 Il est constitué d’une région promotrice et de 28 exons (3843 paires de bases)
(Zhang et al., 2014).
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Figure 4 : schéma représentant la position du gene ABCBL1 sur le chromosome 7
(Zhang et al., 2014).
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2. Produit de gene

L'ARN messager (ARNm) a une longueur de 4872 pb, y compris la région non traduite
5 ', ce qui donne naissance a une protéine de 1280 acides aminés de longueur, nommée
Pglycoprotéine (P-gp). Elle présente une masse moléculaire de 170 kDa. (Ward et al., 2013).

La P-gp est modifiée post-traductionnellement par phosphorylation et N-glycosylation.
La glycoprotéine P a été découverte en 1976 par JULIANO et LING sur des cellules d'ovaires
de hamster chinois sélectionnées pour leur réesistance a la colchicine. Ils découvrirent alors
que cette résistance était due a la présence d'une protéine de surface qui limitait la
perméabilité membranaire a la colchicine, et que cette "glycoprotéine de perméabilité” n'était

pas présente en quantité égale a la surface de toutes les cellules (Azzaria et al., 1989).

La structure secondaire de la P-gp est composée de deux sous-unités ayant 43%
d’homologie de séquence, suggérant une duplication du géne ancestral Chacune de ces deux
sous-unités contient un domaine transmembranaire (DTM) constitué de six segments en
hélices Cf. qui traversent de part et d'autre la membrane plasmique (STM) : DTMI ; segments
TM de 1 a6 et DTM2 ; segments TM de 7 a 12. De plus, chacune des sous-unités posséde un
domaine cytoplasmique, le domaine de liaison nucléotidique (NBFs), compose d'une séquence
consensus de liaison a I'ATP (Kim et al., 2018).
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Figure 5 : Structure en 2 dimensions du transporteur ABCB1 (Verhalen et al., 2017).
Les 12 hélices transmembranaires forment une protéine toroidale avec un pore aqueux.
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Deux domaines de liaison aux nucléotides pour la protéine se trouvent dans le
cytoplasme. Le pore est tapissé d'acides aminés hydrophobes et aromatiques au niveau de la
moitié du pore faisant face a I'extracellulaire, tandis que la partie du pore faisant face au

cytosolique contient des résidus polaires chargés (Verhalen et al., 2017).

L'analyse structurale révéle deux ouvertures dans la protéine au niveau de la bicouche
lipidique pour permettre I'extraction des substrats directement de la membrane lors de leur
diffusion passive dans la cellule. Plusieurs résidus hautement conservés dans le pore sont
capables de reconnaitre une gamme variée de substrats. La protéine présente une flexibilité
conformationnelle élevée pour permettre des réarrangements structurels dans les substrats de

liaison et d'efflux (Frances et al., 2006).
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Figure 6: Schéma du gene ABCB1, de I’ARNm, et de la structure secondaire de la
protéine. (Tang et al., 2002).

La P-gp est exprimée de maniere polarisée dans la membrane plasmique des cellules
des organes de barriere et d'élimination, ou elle a des fonctions protectrices et excrétrices. La

P-gp joue un r6le important dans I'élimination de premier passage des médicaments
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administrés par voie orale afin de limiter leur biodisponibilité en effluxant les médicaments
des épithéliums faisant face a la lumiére de I'intestin gréle et du cblon, et des canalicules du
foie face a la bile. Elle élimine les substrats de la circulation systémique du c6té face a I'urine
de la membrane de bordure en brosse des tubules proximaux dans le rein, et & nouveau par
excrétion biliaire ; et limite la perméabilité des médicaments dans les organes «sanctuaires»
du coteé apical ou séreux des barriéres sang-tissu (par exemple sang-cerveau, sang-liquide

céphalo-rachidien, sangplacenta, barriéres hémato-testiculaires) (Rothenberg et al., 1989).

Le domaine présumé de liaison aux Xénobiotiques est une poche principalement
formée de résidus hydrophobes et aromatiques. Parmi les 73 résidus accessibles au solvant,
dans la cavité interne, seuls 15 sont polaires, et 2 seraient potentiellement chargés. Cela
explique que les substrats de la P-gp soient majoritairement des substances hydrophobes. Une
fois la substance liée a la poche hydrophobe de reconnaissance du substrat, les domaines de
liaison aux nucléotides hydrolysent deux molécules d'ATP. Ceci induit un changement
conformationnel du transporteur ce qui permet un relargage des substances dans le milieu

extracellulaire via le canal transmembranaire (Borgnia et al., 1996).

Par la suite, I'implication de la glycoprotéine P dans la résistance a un certain nombre
de thérapies anticancéreuses suscitera un vif intérét : certaines cellules sont capables de
développer une tolérance croissante a un agent cytotoxique quand sa concentration augmente
dans le milieu de culture. On parle de phénotype "MultiDrug Resistance" car, dans le cas de la
P-gp, un grand nombre de substances sont concernées, sans analogie de structure bien définie
(Vivaldi et al., 2021).

3. Polymorphisme du gene ABCB1

D’apres Hoffmeyer et al., la majorité des individus possede au moins un allele muté
dans le géne ABCB1 (Hoffmeyer et al., 2000), A [I’heure actuelle, plus de 50
polymorphismes (ou SNPs pour Single Nucleotide Polymorphisms) ont été reportés sur ce
gene (Amanda et al., 2020).

Certains de ces polymorphismes sont dans la région promotrice, d’autres dans les
exons ou encore dans les introns (Figure 8). En fonction de leur localisation et de la nature de
la mutation, les polymorphismes peuvent avoir un effet sur I’expression ou I’activité du

transporteur de différentes maniéres :
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- Changement d’acide aming,

- Atteinte de la séquence du promoteur,

- Atteinte de la stabilité¢ de ’ARNm, - Atteinte du processus d’épissage.

Plusieurs polymorphismes retiendront par la suite notre attention dans cette étude car,
d’une part, leur fréquence est élevée dans la population caucasienne et d’autre part, ils ont été
associés dans la littérature a des modifications de I’expression et/ou de I’activité du

transporteur ABCBI. 1l s’agit de :

- T-129C dans I’exon 1b, se situe 7 paires de base en aval du site d’initiation de

la transcription dans la région promotrice (Vasilopoulus et al., 2014).

- G-1A est localis¢é dans I’exon 2 au niveau du nucléotide qui précede
directement le codon ATG qui initie la traduction et pourrait ainsi affecter cette traduction

(Jeannesson et al., 2009).

- A61G localisé dans I’exon 2 pres de ’extrémité N-terminale de la protéine est
responsable de la substitution d’une Asparagine en position 21 par un acide aspartique

(Bergmann et al., 2011).

- G1199A dans I’exon 11 se traduit par la substitution d’une sérine par une
asparagine en position 400 de la chaine d’acides aminés. Cette substitution est localisée dans
la boucle cytosolique pres du premier domaine de liaison a I’ATP. Elle entraine une
modification importante de la taille de la chaine latérale de la protéine et pourrait changer sa

charge et sa structure (Bergmann et al., 2011).

- C1236T est un polymorphisme silencieux situé dans I’exon 12. L’effet de ce
polymorphisme est controversé puisqu’il est situé dans une région non codante et non
promotrice. D’apreés certains auteurs il serait dd a un désequilibre de liaison entre C3435T et
G2677T/A et/ou C1236T (Khosravi et al., 2021).

- T-76A est localisé dans I’intron 16 prés d’un site de jonction entre exons

(Vasilopoulos et al., 2014).
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- G2677T/A est un polymorphisme triallélique de 1’exon 21 1ié a la substitution
d’une Guanine par une Thymine ou une Adénosine. Ces mutations sont associées a une
substitution d’alanine respectivement en sérine ou en thréonine en position 893 de la chaine
d’acides aminés. Ce polymorphisme localisé du c6té intracellulaire de la protéine apres la
dixiéme région transmembranaire entraine le remplacement d’un acide aminé apolaire par un
acide aminé polaire. Cela pourrait affecter la structure secondaire et la conformation de la

protéine ainsi que la précision de 1’interaction avec ses substrats (Khosravi et al., 2021).

- C3435T est un polymorphisme de 1I’exon 26. Cette mutation n’est pas associée
a un changement d’acide aminé et est située a une position non codante. C’est un

polymorphisme dit synonyme ou silencieux (Vencatto et al., 2019).
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Figure 7 : Localisation des polymorphismes du géne ABCB1 (Manna et al., 2009).

4. Effet des polymorphismes

Que ce soit au niveau des données d’expression ou d’activité ou des données de
pharmacocinétique, la littérature n’a pas clarifié les associations entre génotypes et activité

d’ABCBI1 ; I’effet des polymorphismes étant souvent controversé d’une étude a I’autre
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*  Modulation de I’expression et/ou de I’activité du transporteur

Certains polymorphismes d’ABCB1 ont été associés avec une altération de

I’expression de I’ARNm d’ABCB1, de I’expression de la protéine ou de 1’activité du

transporteur in vitro ou dans différents tissus notamment 1’intestin (Hodges et al.,

2020).

» Effet associés a la prise de médicaments

En modifiant 1’expression et/ou ’activité d’ABCB1, les polymorphismes pourraient
moduler la pharmacocinétique (absorption, distribution tissulaire et excrétion) de
certains substrats médicamenteux et modifier la réponse biologique a ces traitements

(efficacité, survenue d’effets indésirables (Vencatto et al., 2019).

5. Corrélation ABCB1 et maladie de crohn

La P-gp semble avoir une grande importance dans le maintien de I'noméostasie
intestinale et dans la protection des cellules épithéliales intestinales contre la toxicité des
xénobiotiques ainsi que les substances nocives ; Il a été démontré que la réduction de la
fonction et de I'expression de la P-gp est associée a des troubles inflammatoires de l'intestin.
(Yakusheva et al., 2018).

Une expression accrue du gene ABCBL1 a été découverte chez des patients atteints de
MC qui ont d subir une résection intestinale et chez des patients atteints de RCH qui ont di

subir une colectomie en raison de l'inefficacité du traitement médicamenteux.

Les polymorphismes du gene ABCBL1 influenceraient ainsi la susceptibilité aux
maladies inflammatoires chroniques donc pouvaient prédisposer au développement d’une
MC. Résultats observés chez des souris invalidées pour le géne MDR1(ABCB1) ; la perte de
la fonction de barriere liée a la baisse de production de P-gp chez des sujets mutés indique que
cette mutation constitue un terrain génétique prédisposant au développement d’une MC

(Brinar et al., 2013).
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6. Corrélation G2677T/A et maladie de crohn

Que ce soit au niveau des données d’expression ou d’activité ou des données de
pharmacocinétique, la littérature n’a pas clarifi¢ les associations entre génotypes et activité

d’ABCBI1 ; I’effet des polymorphismes étant souvent controversé d’une étude a 1’autre.

Conformément aux preuves moléculaires, certaines études ont trouvé des associations

entre ces variantes et la MC ; cependant, d'autres ne I'ont pas fait (Alfreda et al., 2011).

Ces résultats contradictoires peuvent étre le résultat de I'nétérogénéité ethnique, de la
variabilité de la puissance de I'étude, de I'examen d'un nombre limité de variantes génétiques,
de la stratification phénotypique différente et/ou de la variabilit¢ des facteurs

environnementaux/expositions entre les populations (Alfreda et al., 2009).

Le variant trialléligue G2677T/A dans I'exon 21 est supposé influencer le niveau,
I'activité et la fonction de la P-gp et ainsi influencer le transport et I'absorption de divers
substrats (Brinar et al., 2013). Ce SNP a été associé a une augmentation de 1’expression
de I’ARNm dans les entérocytes duodénaux de sujets sains et dans le cceur . Par contre,
I’homozygotie pour 1’allele muté en 2677 a également été associée a une plus faible
expression de la protéine dans le placenta ont montré in vitro une augmentation de
I’activité du transporteur dans des cellules exprimant le variant 893Ser (diminution de
la moiti¢é de la concentration intracellulaire en substrat) bien que le taux d’expression
d’ABCBI soit identique dans les cellules porteuses de Ala893 ou 893Ser (Yang et al.,
2015).
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PATIENTS ET METHODES _

Il s’agit d’une étude transversale de type cas témoins ; Cette étude a été réalisé entre
mars et Juin 2021, et a porté sur deux type de populations : une population de 15 témoins

présumées saines et une population de 7 patients diagnostiqués d’une MC.

Ce travail a était réalisé au niveau du laboratoire de pédagogie de la faculté Science de la
Nature et de la vie et le laboratoire de recherche de Biologie Moléculaire et cellulaire de

[’université Constantine 1

1- L’échantillonnage

Notre étude a porté sur 22 sujets répartis en deux groupes ; une population malade présentant
la MC et une population témoins. Des criteéres d’inclusions et d’exclusion ont été établis pour

la population malade ainsi que pour la population témoins.
¢ Population de témoins :

Les témoins sont recrutés a partir d’une population prise au hasard, supposée saine, leurs ages
s’échelonne de 16 a 75 ans, Nous avons recruté 15 témoins des deux sexes.Un questionnaire

est établi pour chaque individus (Annexes 1 et 2).

— Criteres d’inclusion :

Sujets agés de 30 a 70 ans et sans antécédents familiaux de MC

— Criteres d’exclusion :

Sujet agés de moins de 30 ans et/ou avec antécédents familiaux de MC
¢ Population de malades :

Elle comprend 7 échantillons d’ADN de patients atteins par MC. Ces échantillons ont été pris
de la banque d’ADN du laboratoire de recherche do biologie et génétique moléculaire de

I’université Constantine 3 et qui répondaient aux critéres suivants :
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PATIENTS ET METHODES _

— Critéres d’inclusion :
v' Patients agés de plus de 15 ans.
v' Patients suivis pour une MC, quel que soit le stade évolutif et la localisation de la

maladie.

— Criteres d’exclusion :
v" RCH : recto colite ulcéro hémorragique
v" Colites inclassables

Chaque individu participant & notre recherche devait fournir un consentement éclairé par la

signature d'un formulaire de consentement explicitant les implications et les limites de leur

participation a I'étude (Annexe 3).

2. Prélevement sanguin

Le prélevement sanguin est la premiére étape a étre réalisée aprés le recrutement des

sujets, certaines conditions doivent étre respectées :
- Le prélévement se fait au patients répondent aux critéres d’inclusions de notre étude

- L’accord du patient et I’obtention de son consentement sont obligatoires.

- Le prélévement est effectué dans un tube EDTA, un total de 6 a 8 ml du sang sous vide est

prélevé pour chaque cas

. - Les tubes sont conservés a une température de 4°C jusqu’au moment des manipulations.

3. matériel d’étude moléculaire

Nous avons utilisé la technique de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism) qui nécessite une succession d’étapes
méthodologiques : une extraction de I’ADN, un contrdle qualitatif et quantitatif de I’ADN, la
PCR suivie de la digestion enzymatique (RFLP) pour évaluer le polymorphisme du géne
d’étude et finalement 1’analyse des produits de digestion par électrophorése sur gel d’agarose.
Ce travail a eté realise au niveau de laboratoire de biologie moléculaire de la faculté des
sciences de la nature et de la vie de 1’université des fréres Mentouri Constantine 1 ainsi qu’au
laboratoire de recherche de biologie cellulaire et moléculaire de 1’université des freres

Mentouri Constantine 1
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PATIENTS ET METHODES _

3.1 Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN est une technique permettant d’isoler I’ADN contenu dans les

cellules. Il existe de nombreux protocoles d’extraction, celui utilis¢é dans notre étude est la

méthode au NaCl. Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ ADN.

Les leucocytes sont séparés du sang total par une lyse hypotonique et traités ensuite

par un détergent Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) et une protéinase K. Ainsi, I’ADN nucléaire

est libéré dans le milieu. La pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation par

I’éthanol. L’ ADN est solubilisé en phase aqueuse.

Technique d’extraction de ’ADN :

— Préparation des leucocytes :

v

v
v
v

v
v
v

Dans un type Falcon de 50 ml ; mettre le sang total et compléter a 25ml avec du
(TE) tris EDTAZ20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 10 min & 3900g (3800rpm).

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

Ajouter quelques ml de TE20 :5 au culot et le remettre en suspension avec une
pipette stérile.

Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 au culot et laisser 10 min dans la glace.
Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : obtention du culot leucocytaire.

— Extraction de PADN

v

ANEA NI NN

Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml.

Ajouter 3ml de tampon de lyse en dilacérant le culot avec passette stérile.
Ajouter 200 pl de SDS a 10%.

Ajouter 100ul de protéinase K a 10mg/ml.

Agiter le tube sur une roue a 37 °C pendant une nuit.

Tris : 2.422g/1.

EDTA : 1.86 gl/l.
Ajuster le PH avec HCL 1N. (Annexe : 6)
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3.2 Estimation de la qualité et de la quantité d’ADN

» Estimation qualité de ’ADN :

La contamination de I’ADN extrait, a ét¢ appréciée en mesurant la densité
optique des extraits a 260 et 280 nm qui correspondent, respectivement, aux longueurs
d’onde d’absorption des acides nucléiques et des protéines. Le rapport de DO a 260
nm sur la DO a 280 nm est calculé pour s’assurer que I’ADN est dépourvu de toute
contamination soit de protéines ou d’ARN.

* Si le rapport DO260/DO2go est compris entre 1,6 et 2 > I’ADN est suffisamment pur.
* Si le rapport DO260/D0O2go > 2 = 1I’ADN est contaminé par les ARN.
* Si le rapport DO260o/DO2go < 2 = 1I’ADN est contaminé par les protéines.

L’ADN pur est conservé a -20°C jusqu'a utilisation, et dans le cas de contamination, une

réextraction est nécessaire pour un bon usage.

» Estimation quantité de PADN :
Principe :
La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN

sachant que :

|1 unité de DO 260 nm = 50 pg / pL. d’ADN double brin |

En prenant en considération que I’ADN obtenu est dilué a 1/100, la quantit¢é  obtenue
est multipliée par 100 on conclue que la concentration sera facilement calculé grace a la

formule suivante :

‘La concentration de PADN en pg / pL. = facteur de dilution x DO 260 x 50 pg / uL |

3.3 Génotypage du polymorphisme :

Pour la mise en évidence de polymorphisme G2677T du géne ABCBL1 ; nous avons utilisé la

technique de PCR/RFLP qui comprend la réalisation des étapes suivantes :

« Amplification par PCR.
* Un contrble des produits PCR par Une électrophorése sur gel d’agarose
* Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction spécifique a chaque

polymorphisme.
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* Une migration éléctrophorétique sur gel d’agarose pour la séparation des produits de
digestion.

3.3.1 L’amplification par PCR :

La technique PCR est une technique de biologie moléculaire permet I'amplification
exponentielle d'un fragment d'ADN a l'aide d’un mélange réactionnel contenant des amorces
specifiques a la séquence d'’ADN a amplifier et de désoxy-ribonucléotides triphosphates.
Ainsi, l'utilisation d'une enzyme polymeérase thermophile rend possible la dénaturation et
renaturation cyclique des fragments amplifiés et la production de quantités importantes
d’ADN en peu de temps. Les cycles d'amplification sont parfois précédés d'une dénaturation
de 5 min a 95°C, cette procédure est communément appelée hot start, un cycle

d’amplification produit trois températures différentes qui composent trois étapes:

v' Dénaturation : La premiére étape s’effectue a une température de 96°C a 94°C, dite
température de dénaturation. A cette température, I’ ADN matriciel, qui sert de matrice
au cours de la réplication, est dénaturé : les liaisons hydrogéne ne peuvent pas se
maintenir & une température supérieure a 80°C et les ADN double-brin se dénaturent
en ADN simple-brin (ADN monocaténaires).

v Hybridation : La deuxiéme étape s’effectue a une température généralement comprise
entre 50 et 70°C, dite température d’hybridation des amorces. La diminution de la
température permet aux liaisons hydrogéne de se reformer et donc aux brins
complémentaires de s’hybrider. Les amorces, courtes séquences monocaténaires
complémentaires de régions qui flanquent ’ADN a amplifier, s’hybrident plus
facilement que les longs brins d’ADN matriciel. Le choix de la température
d'hybridation résulte d'un compromis entre plusieurs parametres. Elle est calculée en

fonction de la longueur et de la séquence des amorces.

Elongation : La troisiéme période s’effectue a une température de 72°C, dite
température d’élongation. A 72°C, la Taq polymérase se lie aux ADN monocaténaires
amorcés et catalyse la réplication en utilisant les désoxy-ribonucléotides triphosphates.

Le déroulement des cycles de la PCR est assuré par un appareil programmable appelé

thermocycleur et les conditions d’amplification sont caractéristiques a chaque gene.

Parallélement un échantillon sans ADN (blanc) est inclus dans la série a amplifier et sert de

control négatif.
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O Réactifs utilises pour la PCR
- Les enzymes : L’enzyme Taq DNA est extraite de la bactéric Thermophilus
aquaticus, elle est thermorésistante, sa température optimale d’action est de 72°C.
C’est une enzyme capable d’associer des nucléotides en polymére d’ADN de
I’extrémité 5° vers I’extrémité 3°.
- Les tampons : On utilise 2,5 pl de tampon pour un volume final de 25 pl par
tube de PCR. Le tampon nommé 10X PCR Buffer
- Les oligonucléotides : Les dNTP(dATP, dTTP, dGTP, dCTP). Ce sont les
éléments de bases utilisés par la Tag-polymérase pour synthétiser les brins d’ADN
complémentaires lors de I’¢longation.
- Le MgCI2 : est un cofacteur pour la Tag-polymérase. Il est utilisé a une

concentration stock de 25 Mm.

- Les amorces : Les amorces sont congues pour reconnaitre par complémentarité
une séquence située en amont d’une part le brin 5’ 3’ du fragment d’ADN d’intérét
et d’autre part une séquence située en amont du brin complémentaire (3°=> 5’) du
méme fragment d’ADN

Tableau 2 : les conditions de la réalisation de la PCR

Geéne et| Amorces Programme PCR

polymorphisme

ABCB1 5’TGCAGGCTATAGGTTCCAGG3' Dénaturation initial :
G2677T S’ TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG3’  |95°_,5min

Cycle : 35 cycles
95°—30 sec
55°—30sec

72°—@5sec
Elongation final :

72°—10 min
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Tableau 3 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Mix de PCR Concentrations | Quantités pl pour un échantillon

Eau distillé 16.6ul

Tampon 10X 2.5ul

MgCI2 (25mM) 1.5pl

dNTP (5mM) 2ul

Amorce F (10pM) 0.5ul

Amorce R (10pM) 0.5ul

Tag polymérase 0.4ul

ADN cible 1l

3.3.2 Un controle des produits PCR par Une électrophorése sur gel d’agarose

Le controle des produits PCR s’effectue par électrophorése sur un gel d’agarose 2 %
additionné de 10 pl du Bromure d’Ethidium (BET). Le gel est déposé sur une plaque d’une
cuve horizontale.

Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 pl d’amplifia en présence de 2 ul du
colorant Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de migration. Les acides
nucléiques chargés négativement, sont déposés du coté de la cathode et migrent vers I’anode
dans le champ électrique. La migration des fragments d’ADN dépend de leurs tailles. Le
dépbt se fait du coté cathode et systeme est soumis a une migration sous un courant de 100
volts pendant 30 mn.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV et photographié. Les molécules de
BET s’intercalent entre les bases nucléotidiques de I’ADN et émettent une coloration rouge.
Les fragments amplifiés sont visible sous forme de bandes fluorescentes de méme taille pour
chaque gene. Ce control permet aussi de vérifier si une €ventuelle contamination de I’ADN

est survenue au cours de PCR grace au puits contenant le blanc.

37



PATIENTS ET METHODES _

Figure 8: Profil électro phorétique sur gel d’agarose des fragments issus par le clivage du

Banl présentant le génotype de géne ABCBL1.

3.3.3. La digestion des produits PCR :

Les produits PCR sont soumis a une digestion enzymatique par 1’enzyme de
restriction conforme pour la détection du polymorphisme G2677T

Ces modifications de I'ADN sont détectées par des variations du nombre et de la
longueur des fragments de restriction obtenus aprés digestion enzymatique.

La digestion est réalisée par 1’addition de 1ul de I’enzyme de restriction Banl suivie
d’une incubation pendant une nuit dans une étuve a 37°C.

Tableau 4: Résultats attendu des tailles obtenus de digestion enzymatique

Polymorphisme | Enzyme  de | Génotypage Longueur du fragment en pb
restriction
GG 224 pb
G2677T Banl GT 224,198 et 26 bp
TT 198 et 26 bp

3.3.4. L’électrophorése des produits de la digestion :

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par électrophorese sur

gel d’agarose 3% pour le polymorphisme G2677T du gene ABCBI.
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Elle se fait exactement dans les mémes conditions et de la méme fagon que
L’électrophorése effectuée pour le contréle des produits de la PCR durant 45 min. Le gel est

visualisé par transillumination aux UV.

Figure 9 : Photographie du gel apres migration des fragments de digestion

3.4. Etude statistique analytique

Cette étude vise, d’avoir ’influence du polymorphisme G2677A/T de ’exon 22 du

gene ABCBL dans la survenu de la maladie de Crohn.

L’étude statistique est basée sur I’OR et la p-value dans le but de déterminer s’il existe une
association significative entre les polymorphismes étudiés et la maladie de Crohn. Les

calculs ont été faits en utilisant le logiciel EPI-info 5.01b

* Le calcul de I’Odds Ratio :

Pour le calcul de I OR nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté sous
forme de tableau croisé 2*2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est présenté en
colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne. L’IC est de 95%(ou 0.95).
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Tableau 5 : Tableau de contingence

Malade Témoins
Exposé a b
Non exposé c d

L’OR est calculé comme suit : OR = a*b/c*d
» Lechoix de la « p-value » :

Pour la valeur p, le seuil critique a priori est de 0.05 (vu que I’IC pour I’OR est de 95%). Si la
valeur de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est

déclarée statistiqguement.
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Les fréquences alléliques des différents alleles G et T ainsi que les fréquences
génotypiques, les homozygotes G/G, des hétérozygotes G/T et des homozygotes T/T chez les

deux populations témoins et malades ont été calculées.

1. Dans la population témoin

Nous avons recruté 15 individus comme témoins pour cette étude. Les résultats

obtenus pour la population des témoins sont représentés dans le tableau.

Tableau 6 : Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme G2677T du gene
ABCBL dans la population témoins

Geéne et polymorphisme Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques
ABCB1 GG 8 (53.33) F (G) =0.7 (2.33%)
Sl GT 5 (33.33)
TT 2 (13.33) F(T)=0.3 (1%)

Aprés avoir calculé les fréquences génotypiques, nous avons noté une prédominance de la
fréquence des génotypes (GG) avec un taux de 53.33% par contre les homozygotes mutée
(TT) représentent le taux le plus faible par un pourcentage de 13.33%, les hétérozygotes (GT)

dont intermédiaire par un taux de 33.33%.L’all¢le G est prédominant dans cet échantillon.

2. Dans la population des patients

Cette étude inclus des patients diagnostiqués d’une MC. Les résultats du génotypage sont

mentionnés dans le tableau 7
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Tableau 7 : Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme G2677T du géne
ABCBL dans la population des patients

Géne et polymorphisme Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques
ABCB1 GG 4 (57.14) F (G) =0.78 (5.57%)
SHBTTT GT 3 (42.85)
TT 0 F(T)=0.21 (1.5 %)

Dans la population des patients, les homozygotes normaux (GG) représentent le pourcentage
le plus élevé avec un taux de 57.14%, les hétérozygotes (GT) représentent un taux de 42.5%.

Nous n’avons trouvé aucun homozygote (TT) dans notre population de patients.

En calculant les fréquences alléliques, nous avons remarqué que la fréquence de 1’all¢le

G est plus élevé avec un taux de 5.57% contre un taux de 1.5% pour I’allele T

3. La comparaison entre les deux populations témoins et patients

La comparaison entre les fréquences génotypiques montre qu’il n’y a pas une différence de
répartition entre les deux groupes témoins et patients et ceci concernant les homozygotes GG
et les hétérozygotes GT qui représentent des taux relativement proches avec une

prédominance du génotype sauvage.

Cependant, le génotype TT est totalement absent dans la population de patients ce qui n’est

pas le cas dans population des témoins.
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Figure 10 : Comparaison des fréquences génotypiques du polymorphisme G2677T du gene

ABCBL entre la population des témoins et la population des patients

Concernant les fréquences alléliques, la distribution est homogene dans les deux
¢échantillons avec une prédominance de 1’allele G qui représente un pourcentage de 70% dans
la population témoins contre 78% chez les patients. La fréquence de 1’all¢le T est elle aussi

équiprobable et (30% dans la population témoins et 21%dans la population des patients).
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Figure 11 : Comparaison des fréquences alléliques du polymorphisme G2677T du géne
ABCBL entre les témoins et les patients
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Tableau 8 : Comparaison statistique entre les fréquences génotypiques et alléliques des

populations témoins et patients

G2677T/A

Génotype
GG

GT

TT
TOTAL
Allele G
Allele T

Patientes Témoins OR p value
n % n %

- 8

3 5 0.83 0.84

0 2 - 0.33

11 21

3 9 1.57 0.55

Aprés le calcul des Odds ratio et P value, les résultats observés lors de 1’étude de

I’association entre le génotype GG et le génotype (GT) ne montre aucune association

significative (OR= 0.83 et p= 0.84, p=0.33) ce qui exclut le génotype GT comme un facteur

de risque pour la survenue de la MC.

Nous n’avons pas pu établir la signification statistique entre CC vs TT a cause de

I’effectif nul chez la population de patients.

Dans un méme contexte, le résultat de I’étude de la relation entre les deux alleles sauvage et

muté ne montre aucune significativité.
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La MC est caractérisée par une réponse immunitaire a médiation cellulaire contre les bactéries
luminales. Il est suggéré que les niveaux d'expression de la P-gp, codée par le gene MDR1,
sont importants pour la protection de I'intestin contre les xénobiotiques et les toxines
bactériennes. Par conséquent, on pense que les mutations du géne MDRL1 sont liées a la
pathogenese de la MC.

Notre étude est une étude de type cas témoins dont 1’objectif a été de caractériser le
polymorphisme G2677T du geéne ABCBI1 et d’étudier la présence d’une éventuelle

implication dans la prédisposition & la MC.

Au cours de notre travail, on a pu mettre en place 1’analyse par PCR-RFLP du

polymorphisme G2677T du géne candidat.

Dans cette étude, le polymorphisme G2677T observé dans le géne MDR1 ne s'est pas

avéré étre un facteur de risque de la MC.

La contribution du gene ABCB1 a la susceptibilité génétique a la MC n'a pas été
largement étudiée. Tres peu de travaux épidémiologiques moléculaires ont été menées pour
évaluer l'association entre le polymorphisme G2677T et le risque de la MC dans diverses
populations. Cependant, les résultats restent contradictoires plutdt que concluants. La raison
de cette variabilité des résultats dans la littérature n'est pas claire. Cependant, I'hétérogénéité
ethnique de la population et/ou la variabilité de I'exposition aux facteurs environnementaux

entre les populations pourraient étre des explications plausibles.

Nos résultats sont cohérents avec une étude faites en Turquie sur un total de 35
patients atteints de la MC et un groupe témoin sain de 70 volontaires ont été génotypés pour le
polymorphisme triallélique de G2677T/A dans le géne MDR1. Les distributions de génotypes
des variantes G2677T/A se sont avérées similaires dans les groupes de patients et de controle

et la différence n'était pas statistiquement significative. (Aysegiil et al., 2008).

Une autre recherche meneée sur les genes de transport SLC dans un échantillon chinois

n'a trouvé aucune association avec la MC. (Feng et al., 2015)
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Cependant, nos résultats sont en contradictions avec d’autres travaux publiés dans la
population algérienne, Le géne multi-médicaments (MDR1) a suscité un intérét croissant
comme un géne de susceptibilité de la MC. La fréquence du polymorphisme G2677A/T était

significativement plus élevee que chez les témoins (alléle T : 42,5 vs 25 % ; alléle A :

2,12 vs 0,5 % ; P = 0,0012 ; OR = 2,360 ; (IC) 95 % = 1,408-3,955). Les porteurs
homozygotes et hétérozygotes de I'allele muté 2677T sont significativement plus fréquents (P
= 0,0022) dans le groupe des cas (17,02 et 51,06 % respectivement) par rapport aux témoins

(3 et 43 % respectivement) ce qui n’est pas le cas dans notre échantillon. (Bouzidi et al.,

2016).

Dans une population canadienne, portant sur des études fonctionnelles et qui
trouvaient que le polymorphisme G2677T/A a montré des associations incohérentes avec la
MC. Leur échantillon représentait au total de 270 cas de MC et 336 témoins. L'analyse des
associations alléliques a révélé que le SNP G2677T était significativement associé a la
susceptibilité globale a la MC (p = 0,04) (Krupoves et al. 2008).

Des études antérieures portant sur l'influence du polymorphisme codant G2677A/T sur
I'expression de I'ARNmM et de la P-gp170 ont atteint des résultats contradictoires. Kim et al.
Ont rapporté une association de l'allele 2677T avec des niveaux plus élevés d'expression de P-
gpl70 (Kim et al., 2001)

Cependant, Kimchi-Sarfaty et ces collaborateurs n’ont documenté aucune influence de
ce polymorphisme sur le niveau d'expression et la localisation intracellulaire de P-gpl170
(Kimchi et al., 2007)
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Conclusion



L'étiologie de la MC implique des facteurs environnementaux et génétiques qui
conduisent a un dysfonctionnement de la barriere épithéliale avec pour conséquence
une dérégulation du systéme immunitaire muqueux et des réponses au microbiote

intestinal.

Le rdle putatif de la P-gp dans le tractus gastro-intestinal est de diminuer lI'absorption
des toxines amphipathiques hydrophobes endogenes et exogénes. Malgreé les études in vivo et
in vitro, les preuves épidémiologiques sur les associations du gene ABCB1 codant la P-gp

avec la MC sont largement incohérentes.

Dans ce travail nous avons cherché 1’existence d’une éventuelle relation entre le

polymorphisme G2677T du gene ABCB1 sur la survenue de la MC.

Les résultats de notre travail ont montré qu’il n y a pas association significative entre

de polymorphisme G2677T/A et I’apparition de la MC.

Il est noté que le temps réservé a la réalisation pratique du travail et les difficultés
rencontré nous ont devancés la poursuite du travail. Toutefois, ces résultats ne peuvent pas
étre confirmatifs vu le faible nombre de notre échantillon qui reste insuffisant pour une

conclusion définitive. Il est donc essentiel d’élargir la population d’étude.

A ce jour, aucune méta-analyse portant sur l'association du géne ABCB1 avec la MC
n’a été réalisée. En perspective, une méta-analyse, incluant plusieurs résultats serait
intéressante dans afin de cumuler et synthétiser I'apport du ABCB1 dans la contribution
génétique chez les patients atteints de MC. De plus, plus loin des études fonctionnelles sont

nécessaires pour déterminer si ce SNP a un impact sur la susceptibilité a la MC.
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Annexe : 1

FICHE DE RECUEIL D'INFORMATION/ TEMOIN (FEMME)
CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

Nom i asusnagce
Prénom:.......eeeveenns

Date/lieu de naissance: i

Lieu d'habitat : Urbain [~ Rurall™

Etat civil : célibataire[” mariée[™ divorcéel™ veuvel™

Enfants: OUI™ NONI Si oui, préciser le nb d'enfants (inclure les enfants décédés) :.......
Niveau d'étude : analphabétel” primairel” moyen[™ secondairel” supérieur™

Profession: activel retraitée[” femmeau foyer[” étudiantel™

Si active ou retraitée, préciser l'activité principale ...
CARACTERISTIQUES PHYSIQUES

Poids actuel : ... Kg Taille actuelle: ... Cm

MODE DE VIE

Consommation du tabac:
Fumeuse: OUIT™ NONI Si Oui,.....paquet/j, depuis......ans
Ancienne fumeuse: OUI™ NONIT Si Oui,.....paquet/j, durée.......ans

Consommatrice du tabac a chiquer : QUII™ NONT™ Si Oui, préciser, ...... fois/j, depuis.....ans

Ancienne consommatrice du tabac a chiquer: OUIT™ NONI Si Oui, préciser, ..... fois/j, durée....an
Consommation d'alcool :

Actuellement : OUIT NONI Si Oui, préciser, ...fois/mois, depuis....ans
Aupassé:0QUIT NONI Si Oui, préciser, ...fois/mois, durée... .ans
Consommation de caféine: OUI[T NON[ Si Oui, préciser, ._tasse/|
Exposition a certains produits: OUIT™ NONI—
Si OUI, préciser : pesticides[~ herbicides[” métaux lourds™ produits chimiques ™
Préciser la dur j RENSEIGNEMENTS CLINIQUES SUPPLEMENTAIRES

Age de la ménarche :..__ans Cycle menstruel : réqulier [~ irrégulier [
Nb de grossesses normales :I_ Nb de grossesses arrétées: [_ Pas de grossesses : l_
Nb de fausses couches spontanées: F Prise de contraception [ durée [

ANTECEDENTS MEDICAUX FAMILIAUX : OUI[™ NONI™

O LT D CIIO S oo s e AR G G SR ad 53 O e oINS A K




Annexe : 2

FICHE DE RECUEIL D'INFORMATION / TEMOIN (HOMME)
CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

No S i

L] | —

Date/lieu de naissance:
Lieu d'habitat : Urbain [~ Rurall™

Etat civil : célibatairel™ marié[™ divorcé[™ veufl™

Enfants: OUI™ NONT Si oui, préciser le nb d'enfants (inclure les enfants décédés) :..
Niveau d'étude : analphabétel™ primaire[” moyen[~ secondaire[” supérieur™
Profession : actif [~ retraité[” chomeur[™ étudiant [~

Si actif ou retraité, préciser 'activité principale : ..o

CARACTERISTIQUES PHYSIQUES
Poids actuel: ... Kg Taille: ... Cm
MODE DE VIE
Consommation du tabac :
Fumeur: OUIT™ NONIT Si Oui,.....paquet/j, depuis......ans

Ancien fumeur : QUIT™ NONI Si Oui,.....paquet/j, durée......ans
Consommateur du tabac a chiquer: OUI™ NONT™  Si Oui, précisey, ...... fois/j, depuis.....ans

Ancien consommateur du tabaca chiquer: OUII™ NONT™  Si Oui, préciser, ..... fois/j, duré
e...ans

Consommation d'alcool :

Actuellement : OUIT™ NONI™  SiOui, préciser, ..fois/mois, depuis....ans

Au passé : OUIT™ NONI Si Oui, préciser, ...fois/mois, durée.....ans
Consommation de caféine : OUIT™ NONI Si Oui, préciser, ..tasse/|
Exposition a certains produits : OUI™ NONT™

Si OUI, préciser : pesticides™ herbicides|™ métaux lourds™ produits chimiques™
Durée de |'exposition :...... ans

ANTECEDENTS MEDICAUX FAMILIAUX: OUIT™ NONT™




Annexe : 3

Laboratoire de biologie moléculaire et cellulaire
Chef de laboratoire : Pr D.SATTA

Formulaire de consentement pour étude
génétique

Je soussigné(e) :Nom ..., Prénom .............cocooiiiiin.
Certifie avoir été pleinement informé(e) parle : .........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e,

1. Des raisons et des conditions de I’é¢tude génétique me concernant

2. Du caractére strictement confidentiel des résultats qui seront obtenus

3. Que ces ¢études se limiteront a la recherche d’une anomalie génétique dans le cadre du
cancer du sein

4. Que ces études seront realisées par un laboratoire spécialisé et agrée

5. Que je pourrais avoir connaissance par mon médecin traitant des résultats ainsi que

toute information confidentielle me concernant

* Donne mon accord pour ’enregistrement des données médicales nécessaires a ces
études

* Accepte que le prélévement puisse étre utilisé pour ces examens.

Signature du patient Nom et signature du responsable de prélévement

Cachet du laboratoire



Annexe : 4

ABCBl EXON 22 (G2677T/A)
ctgaagtcatggaaattcttactgtagaaactcaataaacttacaagtagacctttactttttagttc
attactgataaaataatgaatatagtctcatgaaggtgagttttcagaaaatagaagcatgagttgtyg
aagataatatttttaaaatttctctaatttgttttgttttgcagGCTATAGGTTCCAGGCTTGCTGTA
ATTACCCAGAATATAGCAAATCTTGGGACAGGAATAATTATATCCTTCATCTATGGTTGGCAACTAAC
ACTGTTACTCTTAGCAATTGTACCCATCATTGCAATAGCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATGTTGTCTG
GACAAGCACTGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGTTCTGGGAAGgtgagtcaaactaaatatgattga
ttaattaagtagagtaaagtattctaatcagtgttattttgttactccctactgcttactatgctcta
agaatgtgtttataaccattcctcaaagcaatctttttcatgcttattcagtaaattagaaacttaca
gaaagtagcaaagccagttc



Annexe : 5
Les préparations des solutions de I’extraction :
— TE 10/1 : (tris 10mM, EDTA 1Mm, pH7.4) auto clavé
Tris : 0.606g.
EDTA : 0.1869g pour 500 ml.
Ajuster le pH avec de ’'HCL 1N.

— Tampon de lyse :NaCl 400 Mm
Tris : 10 mM.

EDTA: 2 mM.
pH8.2

— SDS 10%

— Protéinase K : 10mg /ml H20

— NaCl 4M

— Ethanol absolu

— Ethanol 70%

— Bleu de Bromophénol (BBP) :
BBP20mg

Tris 0.5M :2ml

Glycérol : 5ml
pH7.5
H20 10ml

— TBE10X:
Tris 108g.

Acide borique 55 g.

Ajuster le pH a 8.3 avec ’acide acétique glacial.
EDTA 9.3g.

H20 1L.



Resume



Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire de 1’intestin caractéris¢ par

une inflammation chronique du tube digestif.

Le géne ABCBL est I'un des nombreux genes omniprésents de la cassette de liaison a
I'adénosine triphosphate (ATP) codant une P-glycoprotéine (p-gp). Il a été démontré que la
réduction de la fonction et de I'expression de la P-gp est associée a des troubles
inflammatoires de l'intestin. Le polymorphisme G2677T dans 1’exon 21 du géne, conduit a

une diminution de ’activité de la p-gp, semblait prédisposer au développement d’une MC.

Dans deux populations différentes (témoins et patient), nous avons essayé de
chercher une association entre le polymorphisme G2677T du géne ABCBL1 et la MC, la
recherche du polymorphisme était par la méthode de PCR-RFLP.

Nous avons observe que la distribution des fréquences génotypiques et alléliques est
relativement proche dans les deux populations. Cependant, les résultats trouvés lors de
I’étude statistique ne montre aucune association significative entre le polymorphisme
G2677T du géne ABCBI et la MC ce qui l‘exclut comme un facteur de risque pour la

survenue de la MC.



Abstract

Crohn's disease (CD) is an inflammatory bowel disease characterized by chronic

inflammation of the digestive tract.

The ABCBL gene is one of several ubiquitous adenosine triphosphate (ATP) binding
cassette genes encoding a P-glycoprotein (p-gp). Reduced P-gp function and expression has
been shown to be associated with inflammatory bowel disorders. The G2677T
polymorphism in exon 21 of the gene, leading to a decrease in p-gp activity, appeared to

predispose to the development of CD.

In two different populations (control and patient), we tried to look for an association
between the G2677T polymorphism of the ABCB1 gene and CD, the search for the
polymorphism was by the PCR-RFLP method.

We noticed that the distribution of genotypic and allelic frequencies is relatively
close in both populations. However, the results found in the statistical study showed no
significant association between the G2677T polymorphism of the ABCB1 gene and CD,

which excludes it as a risk factor for the occurrence of CD.
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Résume
La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire de 1’intestin caractérisé par une inflammation
chronique du tube digestif.

Le gene ABCBL1 est I'un des nombreux génes omniprésents de la cassette de liaison a I'adénosine
triphosphate (ATP) codant une P-glycoprotéine (p-gp). Il a été démontré que la réduction de la fonction et de
I'expression de la P-gp est associée a des troubles inflammatoires de l'intestin. Le polymorphisme G2677T
dans I’exon 21 du géne, conduit a une diminution de l’activit¢ de la p-gp, semblait prédisposer au
développement d’une MC.

Dans deux populations différentes (témoins et patient), nous avons essayé de chercher une
association entre le polymorphisme G2677T du gene ABCB1 et la MC, la recherche du polymorphisme était
par la méthode de PCR-RFLP.

Nous avons observé que la distribution des fréquences génotypiques et alléliques est relativement
proche dans les deux populations. Cependant, les résultats trouvés lors de 1’étude statistique ne montre
aucune association significative entre le polymorphisme G2677T du géne ABCBI et la MC ce qui 1‘exclut
comme un facteur de risque pour la survenue de la MC.

Ces résultats restent a confirmer dans le futur, une analyse plus approfondie utilisant un plus grand
groupe de patients et des études fonctionnelles seraient intéressantes pour élucider le réle du géne ABCB1
dans la MC
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