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Résumé

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune chronique affectant le systéme
nerveux central, caractérisée par une démyélinisation progressive. Dans cette pathologie, le
systtme immunitaire de 1’individu reconnait a tort la gaine de myéline, qui entoure et
protége les neurones, comme un corps étranger. Cette réaction auto-immune déclenche une

réponse inflammatoire conduisant, a long terme, a la dégénérescence neuronale.

Cette étude porte sur 175 patients atteints de SEP (49 hommes et 126 femmes) originaires
de différentes régions de I’Est algérien, tous diagnostiqués et suivis au sein des centres

hospitalo-universitaires (CHU) de Constantine et de Batna.

Les résultats montrent une prédominance féminine (72 %), avec une atteinte majoritaire chez
les 20-30 ans. La forme rémittente-récurrente est la plus fréquente (63 %). L’analyse met en
évidence le role des facteurs génétiques (consanguinité, antécédents familiaux) associés a des
facteurs environnementaux (déficit en vitamine D, faible exposition solaire, tabagisme). Une
PCR ciblant le getne HLADRB1*15:01 a été réalisée chez 12 patients. Cette étude souligne
I’importance d’une approche multidisciplinaire pour comprendre et mieux gérer cette

pathologie dont la morbidité est lourde et parfois invalidante.

Mots-clés : sclérose en plaque (SEP), facteurs de risque, PCR, gene HLADRB1*15:01



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease affecting the central nervous system,
characterized by progressive demyelination. In this pathology, the individual's immune system
mistakenly recognizes the myelin sheath, which surrounds and protects neurons, as a foreign
body. This autoimmune reaction triggers an inflammatory response leading, in the long term,
to neuronal degeneration.This study focuses on 175 patients with MS (49 men and 126
women) from different regions of Eastern Algeria, all diagnosed and monitored at the

university hospital centers (CHU) of Constantine and Batna.

The results show a female predominance (72%), with a majority of cases in the 20-30 age
group. The relapsing-remitting form is the most frequent (63%). The analysis highlights the
role of genetic factors (consanguinity, family history) associated with environmental factors
(vitamin D deficiency, low sun exposure, smoking). A PCR targeting the HLADRB1*15:01
gene was performed on 12 patients. This study highlights the importance of a
multidisciplinary approach to understand and better manage this pathology, which has

significant morbidity and can sometimes be debilitating.

Keywords: multiple sclerosis (MS), risk factors, PCR, HLADRB1*15:01 gene
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Th1 : Lymphocyte T Helper 1

Th2 : Lymphocyte T Helper 2

Th17 : Lymphocyte T Helper 17

TLR4 : Récepteur de type péage 4

TNF : Tumor Necrosis Factor

T reg : lymphocyte T régulateur

VDR : le récepteur nucléaire a la vitamine D

VIH : virus de I'i'mmunodéficience humain
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La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurologique chronique d'origine auto-
immune qui touche le systéme nerveux central, caractérisée par une dégradation progressive
de la my¢éline, une substance qui enveloppe et protége les fibres nerveuses. Cette pathologie
complexe touche principalement les jeunes adultes et sa prévalence est en constante
augmentation a 1'échelle mondiale. Maladie sérieuse, lourde et parfois invalidante, la SEP
continue de croitre, tandis que ses causes demeurent largement inconnues. Bien que 1'étiologie
de la SEP soit encore partiellement ¢lucidée, il semble que des facteurs génétiques,
environnementaux et immunologiques jouent un role crucial dans son apparition (Basset,

2021 ; CNRS, 2024).

La SEP se manifeste par une multitude de symptomes et prend des formes évolutives
variées, allant de la forme rémittente-récurrente a la forme progressive primaire. Les études
épidémiologiques ont mis en évidence des tendances significatives concernant la prévalence
de la maladie, la distribution des différentes formes évolutives de la SEP et les facteurs de
risque associés. Les recherches menées par Lublin et al. (2014) ; que Browne et al. (2014) ;
Giovannoni & Lublin (2024), ont révélé que la forme rémittente-récurrente est prédominante,
confirmant ainsi une tendance observée a I'échelle mondiale. De plus, les travaux de De
Willer, Ebers et Sawcer Ont souligné I'importance des antécédents familiaux et des facteurs

génétiques dans la susceptibilité a la SEP ou de la maladie et & sa prédisposition.

Les facteurs environnementaux peuvent aussi influencer le développement de la SEP. La
vitamine D en particulier, joue un role essentiel dans le fonctionnement du systeme
immunitaire. Munger et al. (2006) ont établi une corrélation significative entre des niveaux
insuffisants de vitamine D et un risque accru de SEP. Cette carence pourrait expliquer la
prévalence plus ¢élevée de la SEP dans les régions €loignées de 1'équateur, ou l'exposition au

soleil est limitée.

Parall¢lement a la vitamine D, des facteurs infectieux tels que les virus, en particulier le
virus d'Epstein Barr, ont été identifiés comme des déclencheurs potentiels de la SEP. Ascherio
et Munger (2007) ont suggéré que l'infection par ce virus pourrait jouer un role important dans

l'activation du processus auto-immun chez les individus génétiquement prédisposés.

Sur le plan épidémiologique, la SEP présente une distribution géographique inégale. Les
pays situés a des latitudes plus élevées, notamment en Europe du Nord, au Canada et en
Nouvelle-Zélande, enregistrent des taux de prévalence plus élevés par rapport aux régions
équatoriales. Des taux de prévalence appréciable ont été rapportés dans certains pays
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européens comme la Belgique et la France 80-200/100,000 (L’ Atlas, 2023). La prévalence de
la sclérose en plaques en France a augmenté d'environ 30 % au cours des 10 ans par rapport a

2012 (Pierret et al., 2024).

Dans les pays du Maghreb tels que la Tunisie et le Maroc. 15-40/100,000 (Yacoubi, 2024).
En Algérie, bien que les données épidémiologiques soient limitées, une augmentation
progressive du nombre de cas a été observée. Selon une étude menée par Gouider et al. (2020)
et Sellal & Boughrara (2025), la prévalence de la SEP en Algérie est estimée a environl5- 40
pour 100 000 habitants, ce qui refléte une tendance a la hausse et souligne 1'importance de la

recherche et de la sensibilisation dans cette région.

Les multiples dimensions de la sclérose en plaques (SEP) — englobant les aspects
génétiques, les influences environnementales et infectieuses, ainsi que son épidémiologie a
l'échelle mondiale et régionale — mettent en évidence la complexité de cette maladie. Cela
souligne également 1'importance d'adopter une approche multidisciplinaire pour appréhender

pleinement ses mécanismes sous-jacents.

Ce mémoire se concentre sur I'analyse des facteurs de risque associés au développement de
la SEP, en mettant en lumicre les derniéres avancées de la recherche dans ce domaine. En
particulier, il explore le role crucial de la génétique, qui peut influencer la susceptibilité a la
maladie. Des études ont montré que des variations dans certains genes, notamment ceux
impliqués dans la réponse immunitaire, peuvent augmenter le risque de développer la SEP. De
plus, des facteurs environnementaux, tels que l'exposition a des agents infectieux ou des
carences en vitamine D, interagissent avec la prédisposition génétique, créant un tableau

complexe de la maladie.

Le manuscrit est structuré en cinq chapitres complémentaires :

- Le premier chapitre présente 1’anatomie du systeéme nerveux central, essentielle a la

compréhension de la sclérose en plaques.

- Le deuxieme chapitre aborde 1’épidémiologie et les causes possibles de la maladie.

- Le troisiéme chapitre traite de I’implication des facteurs génétiques.

- Le quatrieme chapitre décrit les patients inclus dans I’étude ainsi que les méthodes utilisées.
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- Le cinquieme chapitre expose les résultats obtenus concernant les facteurs de risque et la
mise au point et ’optimisation d’un protocole de PCR permettant 1’é¢tude du géne HLA-

DRBI.

Enfin, une conclusion générale résume les principaux acquis de cette étude et des perspectives

pour la poursuite des recherches sur cette maladie.



-

.

Chapitre 1

Le systeme nerveux et la

sclerose en plaques




Chapitre 1 : Le systéme nerveux et la sclérose en plaques

1. Anatomie générale du systéme nerveux

Le systétme nerveux est un réseau complexe et hautement spécialisé qui permet a
I’organisme de percevoir son environnement, de traiter les informations et de coordonner des
réponses adaptées. Il contréle aussi bien les fonctions conscientes (comme le mouvement

volontaire) que les fonctions automatiques (comme la respiration ou le rythme cardiaque).

Le systéeme nerveux joue un role fondamental dans la régulation de 1’homéostasie,
l'intégration des stimuli sensoriels, la motricité, la cognition, la mémoire, les émotions et la
conscience. Cette organisation repose sur une structure bien définie et interconnectée, que 1’on
divise classiquement en deux grandes parties fonctionnelles et anatomiques : le systéme
nerveux central, qui est le centre de traitement et d'intégration de l'information et le systéme

nerveux périphérique, qui relie le SNC aux organes, muscles et glandes du corps (Segondy,
2020).

1.1 Le systéme nerveux central

Le systéme nerveux central est Formé de 1’encéphale, (cerveau, du tronc cérébral et du
cervelet), et la moelle épinicre. Le SNC est le centre ou arrivent les informations, ou sont
traitées les données et d'ou partent les influx nerveux de commande. Il assure la transmission
entre le cerveau et le reste du corps des informations sensitives et motrices. Il est également le

centre nerveux des réflexes (Segondy, 2017). IL est divisé en deux zones bien visibles :

- La substance blanche, située sur la partie externe de moelle €piniere, constituée de
fibres nerveuses, appelées axones, qui établissent des connexions entre les neurones dans le
cortex et relient également différentes régions du cerveau et de la moelle épinicre. Elle abrite
des cellules de soutien, les oligodendrocytes, qui sont responsables de la production de
my¢line. La my¢éline confére a la substance blanche sa couleur blanche distinctive (Figure 1)

(Maiese, 2024).

- La substance blanche agit comme le réseau de cablage et de communication. Son role
est la transmission des signaux nerveux. De plus, il contient des réseaux de faisceaux d'axones
qui transportent les informations sensorielles des différentes parties du corps vers le cerveau
(faisceaux ascendants) et qui transmettent les signaux moteurs du cerveau vers les muscles

(faisceaux descendants) (Maiese, 2024).

- La substance grise constitue la partie centrale de la moelle épiniere, Composée de

corps cellulaires neuronaux, de dendrites, d'axones, de cellules gliales, prenant la forme d'un
4
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papillon. Divisée en cornes antérieures, souvent appelées cornes ventrales, abritent les
neurones moteurs qui transmettent les informations vers les muscles, entrainant ainsi des
mouvements. En revanche, cornes postérieures, (dorsales). Contient les nerfs sensitifs,
responsables de la transmission des informations sensorielles provenant d'autres régions du

corps le long de la moelle épinicre jusqu'au cerveau (Figure 1) (Maiese, 2024).

Coupes de la moelle spinale

Sillon médian dorsal

Sillon intermédiaire dorsal

Substance
Sillon dorso-latéral .

blanche

Substance

L:('I.IIIH('U\('\
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Substance J dorsale
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Commissure

Corne —/ \ ‘

ventrale Commissure
/ blanche

Sillon ventro-latéral &

antérieure

(¥}

Fissure médiane ventrale

Figure 1. Coupe transversale de la moelle épiniére humaine montrant la localisation de la

substance grise et de la substance blanche (Masson, 2019).

1.2 Le systeme nerveux périphérique

Le systéeme nerveux périphérique SNP est constitué¢ d’un grand nombre de fibres nerveuses
regroupées en faisceaux. Chaque fibre nerveuse est un prolongement cytoplasmique d'un
neurone entouré d'une gaine protectrice : la gaine de my¢éline. Il est formé de nerfs qui partent
du SNC, se ramifient et le relient aux organes sensoriels, aux muscles et aux glandes. On

distingue :

- Les nerfs craniens, reliés a ’encéphale, et transmettent les informations sensorielles,
notamment le toucher, la vision, le gott, I’odorat et 1’ouie. Les nerfs craniens sont cruciaux
pour le bon fonctionnement des systémes sensoriels et moteurs, jouant un role clé dans la

communication entre le cerveau et le reste du corps (Figure 2).
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- Les nerfs rachidiens, appelés nerfs spinaux, sont des structures essentielles du (SNP).
Ils émergent de la moelle épinicre et sont responsables de la transmission des informations
entre le (SNC) et le reste du corps, jouant un rdle crucial dans les fonctions sensorielles,

motrices et réflexes (Moore et al., 2018).

Encéphale

Moelle
épiniére

Figure 2. Représentation du systéme nerveux central (SNC) et périphérique (SNP)

(Ostéodacieuse, 2024)

1.3 Structure et fonction du neurone

Le neurone est I'unité structurale et fonctionnelle de base du SNC et de la cellule nerveuse
(Maiese, 2024). Il participe a 1’élaboration et a la transmission des influx nerveux. Il se
compose d’un corps cellulaire et de prolongements : les dendrites d'une part, et le cylindraxe

(axone) d'autre part (Figure 3) (Larousse, 1990).

- Vens-Wagner et al. (2010), des dendrites, qui sont des expansions responsables de
la réception des signaux afférents provenant de I'environnement, ainsi qu'un unique axone, qui
joue un rdle clé dans la transmission des signaux efférents. La transmission de l'information
par le neurone repose sur des mécanismes électriques et chimiques. Les neurones

communiquent entre eux au niveau des synapses, qui sont les zones de contact permettant le
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transfert d'informations entre deux neurones ou entre un neurone et une autre cellule

(Alloprof, 2020).
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signals to other neuron cells &
effector cells.

Figure 3. Représentation du neurone et ses constituants (Laval, 2016).

1.3.1 Réle de la myéline

La my¢line est une substance protoplasmique trés riche en lipides entourant le
prolongement cylindraxile de certaines cellules nerveuses. Elle donne aux nerfs et a une partie
de la substance cérébrale son aspect blanc. Elle forme, autour des cylindraxes, une gaine de
lamelles concentriques, doublée dans le SNP par la gaine de Schwann. Dans le SNC, seule la

gaine de my¢line entoure les fibres nerveuses (substance blanche) (Larousse, 1990).

La my¢éline joue un rdle crucial dans le systéme nerveux en agissant comme une gaine
isolante autour des axones des neurones. Elle permet d'augmenter la vitesse de propagation de
l'influx nerveux, facilitant ainsi la transmission rapide des signaux électriques entre les
neurones. Il est désormais évident que la myéline ne se limite pas a un simple isolant statique,
mais constitue une structure dynamique, jouant un role essentiel dans la régulation du

fonctionnement du systeme nerveux (Figure 4). (Klingseisen et al., 2018).

La gaine de my¢line permet de transmettre le signal nerveux beaucoup plus rapidement que

s’il n’y avait pas de gaine de myéline. Elle permet également de protéger les fibres nerveuses
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(axones) Lorsque la gaine de myéline est détruite dans le cadre de la sclérose en plaques, il y a
un ralentissement voire une interruption de la transmission du signal nerveux, mais surtout sur
le long terme, un risque de perte irréversible de neurone (neurodégénérescence). Pour prévenir
cette perte de neurones, la réparation de la gaine de myéline (remyélinisation) doit intervenir

bien en amont de la perte de neurones (Wargny, 2024 ; Louapre 2024).

Neurone normal

Corps cellulaire Myéline

Transmission de message le long de I'axone

Démyélinisaion dans la SEP

Myéline endommagée
(démyélinisation)

N\ .

Transmission altérée (poussée)

Atteinte de la 'axone dans la SEP

Destruction de la fibre
nerveuse

e

Plus de transmission (progression)

Figure 4. Atteintes des neurones dans la SEP (ARSEP 2025)

1.3.2 Cellules gliales

Les cellules gliales, ou névroglie, sont des cellules non neuronales du systéme nerveux,
présentes a la fois dans le (SNC) et (SNP). Contrairement aux neurones, elles ne transmettent
pas l’influx nerveux, mais elles assurent diverses fonctions de soutien indispensables a la

survie et au bon fonctionnement des neurones.

\

Elles participent également a la nutrition des neurones, a la régulation du milieu
extracellulaire, a la défense immunitaire du systéme nerveux et a la réparation des tissus
nerveux aprés une lésion. Leur bon fonctionnement est donc crucial pour l'intégrité du

systtme nerveux, et leur dysfonctionnement est impliqué dans plusieurs maladies
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neurologiques, dont la sclérose en plaques. Ces cellules sont différentes des cellules nerveuses
et ne produisent pas d’impulsions électriques. Dans le cadre de la myélinisation, deux types de

cellules gliales spécialisées sont impliquées :

- Les cellules de Schwann dans le SNP responsables de la my¢élinisation des axones, ce

qui améliore la conduction nerveuse,

- Les oligodendrocytes dans le SNC formant la gaine de myéline autour des axones,

protégeant ainsi les neurones et facilitant la transmission des signaux (Maiese, 2024).

Les altérations de la myéline sont responsables de nombreuses pathologies, notamment la

sclérose en plaques.

1.4 Barriére hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) joue un role essentiel dans la protection du
cerveau. D’aprés Maiese (2024), elle est constituée de cellules qui tapissent les vaisseaux
sanguins du cerveau, permettant a certaines substances d'y accéder tout en bloquant d'autres.
Cette barriere est nécessaire, car dans le cerveau, contrairement a la plupart des autres parties
du corps, les cellules formant les parois des capillaires sont hermétiquement scellées,
protégeant ainsi le cerveau des dommages causés par les toxines et les infections. Etant donné
que la barriere hémato-encéphalique controle les substances pouvant pénétrer dans le cerveau,
des éléments comme la pénicilline, de nombreux médicaments de chimiothérapie, certaines
substances toxiques et la plupart des protéines ne peuvent pas y accéder. En revanche, des
substances telles que l'alcool, la caf€ine et la nicotine peuvent facilement traverser cette

barriére.

Certains médicaments, comme les antidépresseurs, sont spécifiquement congus pour
franchir ce seuil. Certaines substances nécessaires au cerveau, comme le glucose et les acides
aminés, ne traversent pas aisément la barriere entre le sang et le cerveau. Cependant, cette
barriere possede des systemes de transport qui permettent a certaines substances d'atteindre les
tissus cérébraux. En cas d'inflammation cérébrale, comme cela peut se produire lors de
certaines infections ou tumeurs, la barriere hémato-encéphalique devient plus perméable.
Lorsque cela se produit, certaines substances (comme certains antibiotiques) qui ne peuvent

normalement pas pénétrer dans le cerveau sont alors capables de le faire. (Figure 5).
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Figure 5. Physiopathologie de la SEP (Inserm, 2020).

1.5 Le liquide céphalorachidien

L'espace situé¢ entre l'arachnoide et la pie-mere, connu sous le nom d'espace sous-
arachnoidien, sert de conduit pour le liquide céphalorachidien (LCR), qui joue un réle crucial
dans la protection du cerveau et de la moelle épini¢re. Le LCR protége le cerveau contre les
chocs violents et les blessures mineures, tout en facilitant I'élimination des déchets cérébraux.
Ce liquide est contenu dans un réseau de cavités cérébrales appelées ventricules. Il est produit
par des cellules spécialisées qui tapissent ces ventricules. Le liquide pénétre dans le cerveau le
long des vaisseaux sanguins et s'écoule sur sa surface, entre les méninges. Il est ensuite
absorbé par les cellules de soutien (cellules gliales) et distribué dans le cerveau, remplissant
les espaces internes, notamment les quatre ventricules cérébraux. Par la suite, le liquide quitte
le cerveau pour rejoindre les vaisseaux sanguins du corps. Lorsque le liquide céphalorachidien
circule dans le cerveau, il élimine les protéines et autres déchets issus des tissus cérébraux. Ce
processus d'élimination se produit principalement pendant le sommeil, ce qui met en évidence

I'importance de ce dernier (Maiese, 2024).
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2. Sclérose en plaques

2.1 Historique et définition de la SEP

Jean Cruveilhier a identifi¢é les symptomes de cette maladie. Au XIXe siécle, cette
pathologie était désignée sous les termes de "Sclérose en plaques" ou de "Sclérose en ilots” Le
terme de sclérose en plaques a été utilisé pour la premiére fois en 1866 par le francais Vulpian.
Elle est qualifiée de sclérose en raison de son impact sur la rigidification des tissus localisés
dans les zones affectées du cerveau et de la moelle épinicre, formant des plaques, du fait de

leur attaque a plusieurs niveaux du cerveau et de la moelle épiniere (Casadebaig, 2012).

Les premiéres apparition de la sclérose en plaques ont été notées des le 14éme siecle, 11
s'agit d'une femme hollandaise née en 1380 présentant des symptomes tels que des
fourmillements, des palpitations, des faiblesses dans les jambes et des troubles oculaires, qui
pourraient étre associés a la SEP, ainsi qu'une jeune islandaise a la deuxiéme moitié du 19¢
siécle , d’apres Dr Charcot a fait une description précise des lésions observées sur le plan

clinique et anatomique, et a utilisé pour la premiére fois le terme "sclérose en plaques".

Avant la Premiére Guerre mondiale, la sclérose en plaques était attribuée a une origine
bactérienne ou infectieuse. C'est Pierre Marie, un des ¢€levés de Charcot, qui a formulé cette
théorie : la réaction inflammatoire du systeme nerveux constatée chez les patients était

attribuable a une infection (Pujol, 2000).

Apres la Premiére Guerre mondiale, la théorie d'une origine vasculaire a progressivement
supplanté la théorie infectieuse. Elle avance I'hypothése selon laquelle les lésions de la
sclérose en plaques sont induites par des facteurs circulatoires, en particulier d'origine
veineuse. Par la suite, grace aux avancées en biologie, le concept d'une maladie auto-immune
a été préfére ; la sclérose en plaques serait associée a une réponse immunitaire dirigée contre

le cerveau.

Apres la Seconde Guerre mondiale, I'hypothése d'une origine infectieuse est a nouveau
envisagée. Dans les années 60 et 70, 1'hypotheése prédominante était que l'auto-immunité

pouvait étre déclenchée par un virus.

Au cours des dernieres décennies, les progres en immunologie et en génétique ont conduit
a l'identification de facteurs de prédisposition génétique et a une meilleure caractérisation des

mécanismes de 1ésions cérébrales (HautecSur, 2016).
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Dans les années 1920, de nombreux aspects de la sclérose en plaques étaient identifiés
mais il manquait une classification systématique des connaissances, (Walter, 1930), il a
systématiquement classé toutes les hypothéses émises concernant les causes jusqu'a son déces
en 1966. En 1944, le professeur Derek Denny-Brown identifia les structures neuronales
impliquées dans les déficits neurologiques associés a la sclérose en plaques. A l'aide
d'expériences, il a pu démontrer que lorsqu'une fibre nerveuse est endommagée, elle perd sa
capacité a transmettre des impulsions ¢€lectriques au muscle associé. On peut donc conclure

que la démy¢linisation d'un nerf entraine un blocage de la conduction.

En 1972, Halliday et ses collégues ont mis en place la méthode électrophysiologique des

potentiels évoqués visuels (PEV) afin de permettre un examen non invasif du nerf optique.

Dans Les années 90 il y’a eu des progres dans le traitement de la sclérose en plaques grace

a l'introduction de nouveaux médicaments.

En 2001, McDonald a proposé¢ de nouveaux critéres visant a améliorer la fiabilit¢ du

diagnostic de la sclérose en plaques.

Au cours du 21¢éme siecle, on a observé une augmentation significative du nombre de
traitements pour la sclérose en plaques, présentant des mécanismes d'action variés. Dans le but

d'améliorer la prise en charge des patients,

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurologique chronique qui se manifeste par
une démyélinisation progressive au sein du systeme nerveux central. Le terme "sclérose"
désigne la destruction progressive d'un tissu, entrainant un durcissement et une altération
fonctionnelle, et est utilisé pour décrire diverses pathologies du systeme nerveux (Larousse,

1990).

Les premicres descriptions cliniques de la SEP ont été réalisées en 1868 par Jean-Martin
Charcot et Alfred Vulpian, qui l'ont définie comme une pathologie inflammatoire auto-
immune affectant la substance blanche. Cette maladie se caractérise par des 1ésions dispersées
dans le cerveau, le cervelet, le tronc cérébral et la moelle épinicre, sans toucher la substance
grise ni les nerfs périphériques. Les Iésions my¢linisées entrainent des dommages aux fibres
nerveuses, provoquant divers symptomes neurologiques. Toutefois, ces fibres peuvent
retrouver leur fonctionnement normal apres la phase active de la maladie, ce qui explique la

régression des symptomes observée lors des poussées (Van Der Mei et al., 2016).
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La SEP est particulierement fréquente chez les jeunes adultes, avec un début typique entre
20 et 40 ans (Tuan, 2024). Elle se caractérise par des poussées inflammatoires qui entrainent
une démyélinisation par plaques, accompagnées d'une atteinte axonale progressive. La
variabilité de la dissémination des 1ésions contribue a la diversité des manifestations cliniques,
pouvant engendrer des handicaps significatifs dans la vie quotidienne des patients. Le terme
"plaques" fait référence a I'hétérogénéité des Iésions, tandis que le durcissement des tissus
affectés justifie l'utilisation du terme "sclérose". Jean Cruveilhier a décrit les Iésions
anatomiques en 1835, tandis que Charcot a été le premier a établir les formes cliniques de la
maladie. Actuellement, on estime que deux millions de personnes dans le monde sont atteintes

de la SEP, dont 70 % sont des femmes (Sarra et al., 2020).

Il existe différents modes d'évolution, avec des aspects caractéristiques et une variabilité
notable. Prédire la gravité¢ des symptomes chez un individu qui débute la maladie est tres
complexe, et il peut étre nécessaire d'attendre plusieurs mois, voire des années, pour évaluer la
forme évolutive. Les classifications de 1'évolution de la sclérose en plaques (SEP) sont basées
sur les concepts de poussées et de progression, et elles se divisent en deux grandes phases

(Sarra et al., 2020) :

- Une phase inflammatoire initiale associée a la forme récurrente-rémittente de la SEP

(SEPRR), Giovannoni & Lublin (2024).

- Une phase de neurodégénérescence tardive aboutissant a une progression continue
sans rechutes : forme secondairement progressive (SEP-SP) ou progressive primaire (SEP-
PP). (Dobson et al., 2019).de plus, derniére étude de Giovannoni & Lublin (2024), c’est une
Proposition d'abandonner la dichotomie RRMS/SPMS/PPMS au profit d'un continuum basé
sur, L'activité¢ inflammatoire (biomarqueurs : NFL, IgG dans le LCR) (ex-RRMS +

SPMS/PPMS actives). La neurodégénérescence (atrophie cérébrale, atteinte axonale)

exSPMS/PPMS non actives Giovannoni & Lublin (2024).

2.2 Formes de la sclérose en plaques

2.2.1 Syndrome cliniquement isolé

Le syndrome cliniquement isolé, ou Clinically Isolated Syndrome (CIS), représente la
premiere manifestation de la sclérose en plaques dans 80 % des cas. Il se caractérise par une
poussée clinique aigué affectant une ou plusieurs régions du systeme nerveux central. Ce

syndrome peut évoluer vers une forme rémittente Doshi & Chataway (2016).
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2.2.2 SEP récurrente-rémittente

La sclérose en plaques récurrente-rémittente (SEP-RR) est la forme la plus répandue (80—
85 % des cas). Elle se manifeste par des poussées aigués suivies de rémission complétes ou
partielles, sans progression du handicap. La poussée doit étre d’une durée d’au moins 24h,
C’est la forme la plus fréquente. (Figure 6) (Confavreux et al., 2000) Giovannoni & Lublin

(2024).
2.2.3 SEP secondairement progressive

La forme secondairement progressive (SEP-SP) apparait chez environ 25 % des patients
aprés 10 ans d’évolution de SEP-RR, et chez 75 % aprés 30 ans. Dans cette phase, la maladie

progresse avec ou sans poussées, entrainant un handicap permanent (Confavreux et al., 2000).

Evolution d’une SEP-RR vers aggravation progressive du handicap, indépendante des

poussées (Figure 6) (Lublin et al., 2014).

2.1.1 SEP progressive primaire

La SEP progressive primaire est plus rare (10—15 % des cas), Cette forme est plus grave, et
débute en moyenne un peu plus tardivement vers 40 ans. La progression est présente des le
début sans poussée ni rémission (Confavreux et al., 2000) (Lublin et al. (2014).

Handicap
-~

15%

des cas

_‘ » Tomps

Forme primaire
Handicap progressive

Temps

Forme évoluant par poussées Forme secondaire
(ou rémittente) progressive

Figure 6. Les différents modes évolutifs de la Sclérose en Plaques (Lublin, 2014).
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2.3 Symptomes de la sclérose en plaques

Les symptomes de la sclérose en plaques (SEP) sont trés variables d’un patient a 1’autre et
évoluent généralement par poussées successives. Un méme individu peut présenter des signes
tres différents au fil du temps, et certains symptomes peuvent passer inapergus au début de la
maladie. Dans environ 50 % des cas, la SEP débute par un seul symptome révélateur, puis
d’autres signes peuvent apparaitre au cours de 1’évolution. Les manifestations cliniques les

plus fréquentes (Rubanbleu & Co 2021) :

2.3.1 Troubles de la sensibilité

Ces troubles sont souvent un signe révélateur de la maladie. Ils peuvent se manifester par
des engourdissements, des sensations de fourmillements, une diminution de la perception

sensorielle et 'apparition de douleurs.
2.3.2 Troubles visuels

Les troubles visuels résultent généralement d'une inflammation du nerf optique. Ils se
manifestent souvent dans un seul ceil et peuvent inclure une baisse de l'acuité visuelle, une
vision floue, des douleurs oculaires lors du mouvement de la paupiere, des anomalies du

champ visuel, ou encore une vision double, appelée diplopie.

2.3.3 Troubles moteurs

Les patients peuvent ressentir une faiblesse musculaire, qui peut varier en intensité et
affecter un ou plusieurs membres, en particulier les membres inférieurs, ou méme une moitié
du corps.

Cette faiblesse peut étre accompagnée d'une raideur musculaire.

2.3.4 Fatigue

La fatigue est un symptome fréquent et trés variable. Elle peut survenir lors des poussées
ou en dehors de celles-ci et est souvent l'un des symptomes les plus handicapants au
quotidien. Elle peut se manifester méme lors d'efforts modérés, mais elle est souvent sous-

estimée par 1’entourage (Rubanbleu & Co 2021).
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Chapitre 2 : Epidémiologie et étiologie de la SEP

1 Epidémiologie

1.1 Sclérose en plaques dans le monde

Selon de nombreuses données épidémiologiques, notamment les recherches de
(Kurtzke, 2000) la répartition mondiale peut étre segmentée en trois régions
caractérisées par une fréquence élevée, moyenne et faible (Figure 7) (Koutsouraki et
al., 2020) (Kurtzke, 2000). Prés de 2,5 millions d'individus sont touchés par cette
maladie a I'échelle mondiale La prévalence mondiale pourrait dépasser 3,5 millions

d'ici 2030 si les tendances persistent (Mamadou et al., 2019).

La SEP est une maladie fréquente dans les pays développés, touchant surtout les
femmes jeunes. Son incidence augmente, possiblement en lien avec des facteurs

environnementaux, infectieux et hormonaux.

(b)

Confidence tool - pravalancatv»

evidence

M unknown
Very Low
Low

B moderate
B High

Figure 7. Confiance des données de la sclérose en plaques (ATLAS, 2020).

La sclérose en plaques se manifeste principalement chez les jeunes adultes, de 20 a

40 ans, et représente la principale source de handicap non traumatique dans cette
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tranche d'age. Cette pathologie touche davantage de (75% des cas sont des femmes),
avec un ratio de 3:1 a 4 :1 (3 a 4 femmes pour 1 homme) (Brassat, 2010) (ATLAS,
2020).

La prévalence mondiale de la sclérose en plaques (SEP) est estimée a 36
personnes pour 100 000, ce qui signifie qu'il y a 2,8 jusqu’a 3 millions de personnes
vivant avec la SEP dans le monde. Cela équivaut a 1 personne sur 3 000 vivants avec
la maladie dans le monde, Dans les pays ou la prévalence est la plus élevée, jusqu'a 1

personne sur 300 est atteinte de SEP.

Cette estimation mondiale a augmenté 30% par rapport a 2,3 millions de
personnes en 2013, ce qui est cohérent avec les augmentations de prévalence
nationale déclarées dans certains pays au cours de cette période. Ce chiffre est
supérieur a notre estimation actuelle, Car la méthode de calcul prend en compte les
lacunes dans la collecte de données centrées sur les régions a faible prévalence,
comme 1'Asie centrale et I'Afrique. Appliquer le taux de prévalence moyen a ces pays

gonflerait donc I'estimation (Atlas, 2023).

Cette maladie de démy¢élinisation est la plus répandue dans les pays a haut revenu,
présente une prévalence mondiale variable selon les régions. Elle est particuliérement
¢levée en Amérique du Nord (140 cas pour 100 000 habitants) et en Europe (108 a
140 cas pour 100 000), tandis qu'elle est relativement faible en Asie de I'Est (2,2 cas
pour 100 000 habitants) et en Afrique subsaharienne (2,1 cas pour 100 000). D'apres
le rapport de la Fédération internationale de la sclérose en plaques, l'incidence
mondiale de la maladie est passée de (30 /100 000) personnes en 2008 a (33/100 000)
personnes en 2013 a (36/100 000) personnes en 2020 (Leray et al., 2016) (Walton,
2020). Les pays ou la prévalence était la plus €levée étaient la Suede (219/100 000
habitants), le Canada (182), la Norvege (176), I'lIrlande (163) et UK (158) (Khan &
Hashim 2025). San Marino (337 per 100,000), Germany (303 per 100,000) les plus

¢élevés du monde.
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Figure 8. Prévalence mondiale de la sclérose en plaques (ATLAS, 2020).

1.2 Sclérose en plaques en Afrique

Certaines recherches confirment la présence de la SEP en Afrique. L'absence et la
limitation des infrastructures neurologiques dans de multiples zones de 1'Afrique
subsaharienne n'ont pas facilité la réalisation d'études spécifiques sur la sclérose en
plaques. Méme si 1'origine exacte de la SEP n'est pas encore définie, plusieurs faits
épidémiologiques ont été clairement identifiés. Certaines études ont confirmé une
hausse de l'incidence de la sclérose en plaques avec l'accroissement de la latitude,
ainsi que le rdle prépondérant des facteurs environnementaux et génétiques,

Infections (EBV) et carence en vitamine D (Dupont, 2023).

1.3 Sclérose en plaques au Maghreb

Au cours des dernieres décennies, 1'épidémiologie de la sclérose en plaques a subi
d'importantes modifications a travers le monde, y compris en Afrique du Nord.
Effectivement, cette région a évolué¢ d'une zone a faible prévalence a une zone a

prévalence moyenne de (15-40/100 000) voire élevée, en l'espace de quarante ans. En
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1977 en Tunisie, les premieres études sur la fréquence de la SEP ont révélé des taux
relativement faibles d'environ (3,34 pour 100 000) habitants. En 1985, une étude a
estimé que la prévalence de la maladie a Kélibia, qui est située au nord-est de la
Tunisie, était de (9 /100 000) habitants. Cependant, selon la recherche (Ammar et al.,
2000) sur les patients atteints de SEP a Tunis entre 1974 et 2000, la prévalence
ajustée ¢était évaluée (15- 20/100 000). Le Maroc se situe dans une région de
prévalence moyenne, avec un taux avoisinant les 20 pour 100 000. Dans le cas de la
Libye, on note qu'une unique recherche publiée en 1985 a signalé une prévalence

d'environ (5,9/100 000) (Gouider et al., 2020).

Le rapport femmes/hommes varie selon les pays dans la région du Maghreb. Dans
les recherches récentes, la présence féminine était 1'élément dominant. Environ sur
une période de trente ans en Tunisie, le ratio hommes-femmes a évolué de (1,25/1 a
2,34/1). Au Maroc, deux recherches effectuées en 2014 ont révélé des rapports
avoisinant (1,7- 2,1/1), autre étude. Pendent 2010-2020.Prévalence de (20 a 34,5/100
000) habitants et Age moyen de 32 ans, avec an ratio 2.5 (Aidi et al., 2021)

En Algérie Au cours des dernieres décennies, la sclérose en plaques a montré des
transformations importantes sur le plan épidémiologique, tant au niveau mondial
qu'en Afrique du Nord. Effectivement, en l'espace d'environ quarante ans, cette zone
a évolué d'une région a faible prévalence a une région de moyenne ou haute
prévalence. En 1984, en Algérie, le taux de sclérose en plaques s'¢levait a 10 cas pour
100 000 habitants. A I'heure actuelle, on constate une prévalence d'environ 40 pour
100 000 dans certaines zones (41,5 pour 100 000 a Tlemcen et 39,5 pour 100 000 a
Blida), ce qui la positionne comme une région ou la maladie est trés répandue
(Gouider et al., 2020). Ainsi I’étude menée par (Sellal & Boughrara 2025) montre une
augmentation progressive du nombre de cas a été observée. Une prévalence de la SEP

en Algérie Classé en zone de risque modéré est estimée a environ 15-40 pour 100 000
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habitants, avec an ratio 2.6 ce qui refléte une tendance a la hausse et souligne

I'importance de la recherche et la sensibilisation dans notre pays.
2. Etiologie
2.1 Facteurs génétiques

La sclérose en plaques n'est pas une condition héréditaire, cependant, elle implique
un contexte de prédisposition génétique. La majorité se situe chez les vrais jumeaux,
représentant 25%. Dans la population générale, la sclérose en plaques a une
prévalence de 0,1 % ; elle s'¢éleve a 2,75 % lorsqu'un parent est diagnostiqué et
grimpe a 4 % si un frére ou une sceur en est atteint. 10 % des cas de sclérose en
plaques sont de forme familiale. C'est une maladie polygénique qui implique des
genes associés a la réponse immunitaire Moreau & Fromont (2014). Un chapitre est

entierement consacré aux impliqués dans la déclaration de la SEP

L'allele HLA-DRBI, qui se trouve sur le chromosome 6p21, est considéré comme
I'un des principaux candidats a la vulnérabilité a la sclérodéme en plaques. Cette
variante génétique a un impact sur l'age de début des symptomes, 1'évolution de la
maladie et le degré d'incapacité chez les patients. Les patients porteurs de cet allele
présentent fréquemment une forme progressive de la maladie, liée a un degré
d'incapacité plus élevé. En revanche, les patients porteurs de cet allele présentent une
forme plus courante, généralement liée a un pronostic favorable et a un taux
d'incapacité réduit. Ces alleles influencent également les variations des indices d'IgG
et des bandes oligoclonales dans le liquide céphalorachidien, suggérant ainsi un lien
entre la génétique et I'activité immunitaire dans le systeme nerveux central (Michiels,
2018).

Les régions non-HLA, comme IL7RA et IL2RA, jouent également un role
important dans la susceptibilité génétique aux maladies auto-immunes et a d'autres

conditions immunologiques. IL7RA code pour la chaine alpha du récepteur de
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l'interleukine 7, une cytokine qui est vitale pour le développement et la pérennité des
lymphocytes. IL2RA, synthétis¢ par les lymphocytes activés, joue un role essentiel
dans la modulation de la réponse immunitaire. Les variations génétiques présentes
dans ces génes peuvent fonctionner comme des biomarqueurs pour anticiper la
susceptibilit¢ a certaines maladies et proposer des cibles pour les thérapies
immunomodulatrices. Dans I'ensemble, IL7RA et IL2RA jouent un role essentiel dans
la régulation de la réponse immunitaire et la susceptibilit¢ aux maladies (Michiels,

2018).

2.2 Facteur infectieux

2.2.1 Hypothése du mimétisme moléculaire

Les chercheurs observent une « cross-réactivité » entre la protéine basique de la
my¢line (MBP) et 'antigene d'un agent pathogene, les lymphocytes T qui identifient
ces deux antigénes pourraient étre stimulés en périphérie lors d'une infection. Cela
pourrait leur permettre de franchir la Barriere Hémato-encéphalique et provoquer une
inflammation au sein du Systeme Nerveux Central (Horwitz & Sarvetnick 1996).
Dans le contexte de la sclérose en plaques, les agents infectieux fréquemment
mentionnés sont : HSV, EBV, 1'adénovirus et le virus de la grippe. D'autres recherches
indiquent que des lignées de cellules T dérivées de patients souffrant de sclérose en
plaques réagissent a la MBP et a une séquence du coronavirus respiratoire 229E

humain (Figure 9) (Horwitz & Sarvetnick 1996).

2.2.2 Hypotheése de double TCR

Les cellules LT posseédent deux TCR, I'un reconnaissant un épitope viral et l'autre
spécifique de la MBP de la myéline, ce qui déclenche une réponse auto-immune

(Salou et al., 2013) (Figure 9).
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Figure 9. Mécanismes possibles d’activation des lymphocytes T auto-réactifs en

périphérie immune (Salou et al., 2013).

2.2.3 Hypothése rétrovirale

Un élément crucial de la famille HERV était initialement désigné sous le nom de
rétrovirus lié¢ a la sclérose en plaques (Grandi & Tramontano 2018). Il est possible
que trois rétrovirus endogenes humains, HERV-H, HERV-K et HERV-W, soient
anormalement représentés ou exprimés dans le contexte de la sclérose en plaques
(Kiiry et al., 2018). Le génome a ARN du HERV pourrait représenter pres de 8% de
notre ADN en se reconvertissant en provirus a ADN bicanal et en s'insérant

durablement dans le patrimoine génétique humain.

Les rétrovirus endogeénes humains, bien qu'ils soient « dormant » dans des
conditions physiologiques et ayant la capacité¢ d'étre exprimés, peuvent €tre «
réactivés » par des éléments environnementaux qui stimulent leur expression, comme
les virus de la famille des herpes virus. Cette activation peut donc entrainer
l'expression de protéines pathogenes telles que les protéines d'enveloppe (Medina et

al., 2017).
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La protéine HERV-W ENV a la capacité de stimuler les récepteurs Toll-like
receptor 4 et le groupe de différenciation 14 (Figure 10) au sein des monocytes
humains, entrainant ainsi une production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, il
a été prouvé que la protéine ENV stimule les cellules dendritiques pour promouvoir

la différenciation des cellules T auxiliaires de type 1 (Gruchot et al., 2020).

Ils ont récemment prouvé que la protéine ENV entraine I'expression de cytokines
proinflammatoires et d'oxyde nitrique dans ces cellules, tout en diminuant les facteurs
antiinflammatoires et neuroprotecteurs. De plus, la protéine ENV stimule une
interaction physique entre les cellules microgliales et les axones myélinisés,

provoquant une fuite de protéines intraaxonales et myéliniques (Gruchot et al., 2020).
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Figure 10. Effets médiés par HERV-w sur les cellules myéloides (Gruchot et al.,
2020).

Cette image synthétise la provenance et les impacts moléculaires constatés de
HERV-W sur les cellules myéloides, ainsi que son influence sur les cellules néurales
du systéme nerveux central. Les origines cellulaires des particules ou des protéines

HERV-W sont représentées par les bases de fleches (points rouges), tandis que les
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apices de fleches signalent les effets sur divers types de cellules. Les récepteurs TLR4
/ CD14 sont indiqués en jaune faible. Les processus modulés sont indiqués dans des
zones de couleur grise, les molécules et processus myéloides régulés sont présentés
au centre du panneau, tandis que les molécules régulées dans les cellules non
my¢loides apparaissent en rouge. Il reste a déterminer si la microglie et les
macrophages réagissent au HERV-W de facon autonome et/ou paracrine. CD14 :
Cluster de Différentiation 14 ; HERV-W : Virus Endogéne Rétrohumain W ; MG :
Microglie ; M ¢ : Macrophage ; NON : Oxyde Nitrique ; OPC : Cellules
Progénitrices Oligodendrogliales ; Th :

Cellule T Auxiliaire ; TLR4 : Récepteur de Type Toll 4 (Gruchot et al., 2020).

2.3 Facteurs environnementaux

2.3.1 Vitamine D

Il est manifestement apparent qu'un lien existe entre I'hypovitaminose D et la
physiopathologie des maladies auto-immunes telles que la sclérose en plaques.
Effectivement, une hausse du taux de 25-OH vitamine D conduit a une réduction de
l'activité de la sclérose en plaques et a un ralentissement du taux de progression
(Ascherio et al., 2014). Un niveau bas de 25(OH) D pourrait étre un indicateur d'une
progression précoce d'un syndrome cliniquement isolé vers une sclérose en plaques
clairement définie. Toutefois, le statut de la vitamine D peut varier d'une population a
l'autre et cette régle ne peut pas étre appliquée uniformément a toutes les populations

(Avasarala et al., 2015) (Gelfand et al., 2011).

Les chercheurs observent une corrélation inverse entre le faible niveau de 25-OH
vit D dans le plasma et le niveau de handicap évalué a l'aide de 'EDSS (Expanded

Disability Status Scale) (Mowry et al., 2010).
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En particulier, les LT et les LB peuvent exprimer des récepteurs de la vitamine D
(VDR). Cela soutient I'idée que la vitamine D joue un role dans la régulation du

systéme immunitaire (Pierrot et al., 2013) (Gorman et al., 2012).

La vitamine D aurait un effet bénéfique sur la régulation des lymphocytes T (Treg)
en rétablissant un équilibre entre les Th2 (qui ont une action protectrice) et les Thl

(qui ont une

action agressive), contribuant ainsi a la réduction de l'inflammation (COSTA, 2014)
(figure 11).

En outre, la vitamine D joue un réle crucial dans la bataille contre les affections
aigués, tout en empéchant simultanément I'émergence de maladies auto-immunes et

d'inflammations chroniques (Kamen et all., 2010).

25(OH)D ET 1,25(0H),D
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Figure 11. Actions de la vit D sur le systéme immunitaire, (Gholamreza et al., 2023)
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2.3.2 Le tabac

Des recherches ont été réalisées pour vérifier si le tabagisme peut provoquer une
sclérose en plaques. Habituellement, les fumeurs présentent environ 1,51 fois plus de

risques de contracter cette maladie par rapport aux non-fumeurs.

Ce risque concerne aussi les individus exposés a la fumée de tabac ambiante. Des
recherches ont démontré une hausse proportionnelle du risque de développement de
la maladie selon la durée d'exposition passive a la cigarette fumée par leurs parents
chez des individus diagnostiqués avec une sclérose en plaques avant I'age de seize

ans (Medina et al., 2017).

Les processus par lesquels le tabac contribue a la sclérose en plaques sont ambigus
et complexes étant donné que le tabac renferme plus de 1000 composants chimiques.
Tout est une question de quantité et de durée d'exposition, certains de ces éléments
sont ou immunomodulateurs. La nicotine aurait le potentiel de moduler et modifier la
perméabilit¢ de la barriére hémato-encéphalique, facilitant ainsi la traversée des
lymphocytes et des éléments toxiques pour la myéline vers le cerveau. De plus, on
pense que la nicotine pourrait déclencher la production de NO (monoxyde d'azote)
endogene, contribuant ainsi a la dégénérescence axonale. Finalement, certains
composés cyanurés contribueraient a la dégradation de la gaine de myéline (Fromont,

2011).

2.3.3 Obésité

Le tissu adipeux, considéré comme un organe endocrine, est essentiel pour le
stockage de I'énergie inerte et la libération d'une vaste gamme de médiateurs solubles
connus sous le nom d'adipokines ou d'adipocytokines, dont une grande partie
présente une action proinflammatoire. Cela comprend des cytokines comme
l'interleukine-6, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF ), ainsi que des

molécules spécifiques telles que la leptine et I'adiponectine (Versini et al., 2014).
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Le développement futur de la sclérose en plaques est favorisé par 1'obésité durant
I'adolescence. Elle a un impact néfaste sur la progression de la maladie et la réaction
au traitement chez les adultes (Sidhom et al., 2017). Par ailleurs, des recherches ont
indiqué qu'un indice de masse corporelle (IMC) élevé influence le systéme
immunitaire en induisant une condition pro-inflammatoire. On a suggéré que les
hormones issues du tissu adipeux, comme la leptine et l'adiponectine, pourraient

avoir un role a jouer.

Intermédiaire, établissant un possible lien mécanique entre 1'obésité et le danger de

la sclérose en plaques (Mokry et al., 2016).

Les cellules Th17 produisent 1'IL-17 qui, selon certaines études, jouerait un role
dans le processus pathologique des maladies auto-immunes. On a récemment
rapporté que I'obésité pourrait favoriser la génération de cellules Th17, ce qui accroit
le danger des affections autoinflammatoires telles que la sclérose en plaques et la

colite (Versini et al., 2014).

L'accroissement des adipokines découle de I'expansion du tissu adipeux, elle est
également a l'origine d'une réaction pro-inflammatoire et d'un déséquilibre

Treg/Th17, favorisant une surproduction de lymphocytes Th17 (Versini et al., 2014).

Les niveaux d'AIM dans le sang s'élévent en présence de l'obésité. En premier
lieu, I'AIM déclenche la lipolyse, ce qui génere des acides gras saturés. Ce processus
va aussi influencer le tissu adipeux en encourageant l'infiltration des macrophages
M1 pro-inflammatoires. De surcroit, les acides gras saturés sont capables d'activer le
NLRP3 qui produit ensuite I'IL-1p et I'lL-18, tous deux jouant un rdle dans la genese
des maladies auto-immunes. Par ailleurs, I'AIM crée des complexes immunitaires
avec des auto-réactivités [gM naturelles associées a des autoantigénes, ce qui favorise

leur conservation dans les cellules dendritiques folliculaires.L'exposition ultérieure
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des cellules B folliculaires a l'auto-antigéne entraine la production d'auto-anticorps

IgG (Versini et al., 2014).

L'obésité pourrait entrainer une hausse des lymphocytes Th17, un groupe associ¢ a
la pathogenése des maladies médiées par le systéme immunitaire (Versini et al.,

2014).

Le mode de vie occidental est partiellement responsable de 1'obésité et peut aussi
provoquer une dysbiose, c'est-a-dire une modification du microbiote intestinal, qui
entraine une modulation des réponses immunitaires en dehors de l'intestin et un

déséquilibre ultérieur entre Th17 et Treg (Versini et al., 2014).

L'obésité peut également entrainer une carence en vitamine D, ce qui conduit a
une croissance des lymphocytes TH17, des lymphocytes B produisant des anticorps

et a un réduction des lymphocytes T régulateurs (Versini et al., 2014) (Figure 11).
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Figure 12. Obésité principaux mécanismes pouvant engendrer un
dysfonctionnement immunitaire (Versini et al., 2014).
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2.3.4 Les virus

Virus d'Epstein-Barr (EBV) ; Parmi tous les virus soupconnés d'étre liés a
I'apparition de la sclérose en plaques, c'est le virus EBV qui bénéficie des preuves

épidémiologiques les plus robustes (Vukusic, 2012).
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Chapitre 3. Composante génétique de la SEP

1. Facteurs génétiques

La sclérose en plaques n'est pas une maladie génétique au sens conventionnel. Elle
ne se transmet pas directement a la descendance selon les lois de Mendel, que ce soit
de maniére récessive ou dominante. Il n'existe pas de géne unique défectueux qui, en
entrainant une perte de fonction, serait responsable de la maladie transmise de

manicre héréditaire d’une génération a 'autre.

La sclérose en plaques résulte de 'interaction de plusieurs geénes. La maladie peut
survenir en l'absence de mutations de nombreux genes. Ils se présentent sous
différentes formes fréquentes au sein de la population générale, appelées

polymorphismes.

Ces genes interagissent avec des facteurs environnementaux pour accroitre la
susceptibilité¢ a la maladie. C'est ainsi que 1'on évoque la notion de prédisposition
génétique en interaction avec des variables environnementales, ces derni¢res étant

plus complexes a évaluer (Parienté, 2019).

Il est facile d'évaluer le risque de développement d'une maladie comme la
drépanocytose chez un enfant, Lorsque les deux parents présentent une mutation
génétique, le risque de transmission a leur progéniture est de 25 %. Ce n’est pas aussi
clair pour la Sclérose en plaques : plus de 200 genes différents ont été identifiés
comme ¢étant associés a la maladie, cependant, chacun d'eux ne présente qu’un faible

risque.

L’exemple le plus significatif sur lI'impact de la génétique sur l'apparition de la
sclérose en plaques concerne les jumeaux monozygotes, qui partagent le méme
matériel génétique. Lorsqu'un des jumeaux est affecté¢ par la sclérose en plaques
(SEP), il existe une probabilité¢ d'environ 20 % a 25 % que l'autre jumeau le soit

¢galement.

30



Chapitre 3. Composante génétique de la SEP

Si la sclérose en plaques était une maladie strictement génétique, alors soit les
deux jumeaux la développeraient, ne soit aucun des deux ne la développerait (Dan,

2021).

Les geénes responsables peuvent étre situés soit dans une région génétique du
complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) humain, également appelé Human

Leucocyte Antigen (HLA), soit dans une région non-HLA.
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Figure 13. Illustration du risque de contracter la sclérose en plaques en fonction du

degré de parenté avec un individu déja atteint (Compston & Coles 2008).

1.1 Systéeme HLA

Le lien entre le systtme HLA et la prédisposition génétique a la sclérose en
plaques a été établi des les années 70 (Fontaine, 1998). Le systéme de 1'Antigene
Leucocytaire Humain (HLA), également connu sous le nom de complexe majeur
d'histocompatibilit¢ (CMH) chez 'homme, constitue un élément essentiel du systeme
immunitaire et est régulé par des génes localisés sur le chromosome 6 (Figure 14). Le
code génétique des molécules de surface cellulaires spécialisées dans la présentation

des peptides antigéniques au récepteur des lymphocytes T (TCR) est impliqué.
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Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilit¢ impliquées dans la
présentation de l'antigéne sont regroupées en deux catégories principales : le CMH de
classe I et le CMH de classe II. Les molécules du CMH de classe I se trouvent sous
forme de glycoprotéines transmembranaires a la surface de toutes les cellules
nucléées, et sont constituées de 3 paires de génes HLA-A, HLA-B, HLA-C. En ce qui
concerne les molécules de classe II, elles sont habituellement exprimées sur les
cellules présentatrices de l'antigéne (lymphocytes B, macrophages, cellules
dendritiques, cellules de Langerhans) et sont codées par des geénes localisés dans les

régions HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR (Delves, 2021).

Chromosome 6
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6p21.1-21.3
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Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine© 2003 Cambridge University Press

Figure 14. Cartographie génétique du complexe majeur d'histocompatibilité

(CMH) situé sur le chromosome 6 (Patsopoulos et al., 2013).

La région HLA-DRBI située sur le chromosome 6p21 a été établie comme le géne
de susceptibilité le plus significatif pour la SEP, comme confirmé par Lindberg et al.

(2010) (Figure 15).
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Figure 15. Le locus 6p21 associé a la sclérose en plaques. Le géne HLA-DRB1*15
01 est associé a la plus grande prédisposition a la sclérose en plaques (Oksenberg et

al., 2008).

1.2 Les régions non-HLA

Plusieurs régions non-HLA ont ét¢ identifi¢es comme des facteurs de
susceptibilit¢ génétique, telles que le géne de 1L7RA (récepteur alpha de
l'interleukine 7) et I'lL2RA (récepteur alpha de l'interleukine 2). Ces deux cytokines
exercent une influence directe sur la réponse immunitaire, en particulier sur la survie
et l'activation de certaines sous-populations de lymphocytes T régulateurs (Michiels,

2018).

La quantité de lymphocytes T régulateurs, caractérisés par 1'expression de I'lL2RA
et leur capacité a inhiber les lymphocytes T auto-réactifs, est réduite dans la
circulation sanguine des patients atteints de sclérose en plaques. En revanche, on
observe une augmentation de la concentration de I'lL2RA soluble, une variante de
I'IL2RA (Lindberg et al., 2010). En 2011, I'International Multiple Sclerosis Genetics
Consortium (IMSGC) a rapporté les résultats d'une étude portant sur I'analyse de plus
de 450 000 SNP (Single Nucléotide Polymorphismes) répartis a travers le génome,
menée sur prés de 10 000 patients et plus de 17 000 individus en bonne santé (Figure

16). Cette recherche a permis d'identifier 52 variants génétiques associ¢es a la
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prédisposition a la sclérose en plaques, en complément du géne du complexe HLA

(Damotte, 2014).

Individu 1
Individu 2
Individu3
Individu4

Individus ! GAG Gl \ ¢ g A

SNP1 SNP2

Alors que les successions de lettres composant le génome sont majoritairement identiques entre les individus. il
existe des différences qui font que chaque individu est unique. Les SNPs sont certaines d'entre elics. Ici ala
position du SNP1, Ia lettre peut étre un A chez certains individus ¢t un G chez les autres, on parle alors des
alleles A et G. A la position du SNP2. la lettre peut étre un C ouun T.

Figure 16. Illustration d’un polymorphisme nucléotidique unique (SNP)
(Damotte, 2014).

Chaque individu détient un génome composé¢ de 3,2 milliards de nucléotides,
représentés par les bases A, C, G et T. La variation entre deux individus se situe a
seulement 0,1 % du génome, ce qui équivaut a environ 3 millions de nucléotides.
Certaines variations observées peuvent étre attribuées a des "variants" génétiques
appelés SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), qui se caractérisent par la
présence de deux alléles possibles a une position spécifique du génome. Dans le
contexte de la sclérose en plaques, il a été observé que plusieurs de ces SNP
présentent une fréquence plus €levée de l'un des deux alleles chez les patients que
chez les individus en bonne santé. Ces SNPs sont désignés comme des facteurs
génétiques liés a la prédisposition a la maladie. Chacun des facteurs pris isolément ne
présente qu'un risque trés faible de développer la maladie. En revanche, la

combinaison de plusieurs de ces facteurs peut prédisposer génétiquement a la

maladie.
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2. Génes impliqués

La recherche a identifi¢ plusieurs génes qui semblent jouer un rdle dans la
prédisposition a la SEP, bien que ces génes n'en soient pas les seules causes. Voici

quelques-uns des geénes les plus étudiés :

2.1 Géne HLA-DRBI1

Le gene HLA-DRB1 (Human Leukocyte Antigen -Class II, DRB1) est le gene le
plus étudi¢ dans le contexte de la SEP. Il est situé sur le chromosome 6 et joue un role
crucial dans la présentation des antigénes au systéme immunitaire. En d'autres
termes, il aide a activer les cellules immunitaires (comme les lymphocytes T) en leur

présentant des fragments de protéines étrangéres ou anormales (De Jager et al., 2009).

HLA-DRB1#*1501, une variante spécifique de ce géne, le 1501, est
particuliérement associée a un risque accru de SEP. Les personnes qui possédent cet
allele ont une probabilité plus ¢levée de développer la maladie, bien que cet alléle
seul ne suffise pas a expliquer la SEP. Il semble que cette variation aide a faciliter une
réponse immunitaire anormale contre la myéline, la substance qui protége les fibres
nerveuses dans le systeme nerveux central (SNC). D'autres variantes des genes HLA
(comme HLA-DRB1*0401) peuvent également influencer le risque, mais l'alléle

1501 est de loin le plus étudié (De Jager et al., 2009).
2.2 Geénes du systéme immunitaire et inflammation

IL7R (Interleukin-7 Receptor) Le récepteur Interleukin-7 joue un réle clé dans le
développement et la survie des cellules T, un type de cellule immunitaire qui est
centrale dans la SEP. La mutation du géne IL7R modifie la réponse immunitaire et
peut favoriser l'activation excessive des cellules T. Des études ont montré que des
variantes génétiques dans IL7R sont associées a une susceptibilité accrue a la SEP,
probablement en facilitant l'activation de cellules T autoréactives qui attaquent la

myé¢éline (Huang et al., 2015).
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Le TNF (Tumor Necrosis Factor) est une cytokine, une petite protéine impliquée
dans la régulation de l'inflammation. Il joue un réle clé dans la réponse immunitaire
et la gestion des infections, mais il est aussi impliqué dans la destruction des tissus
lorsqu'il est activé de manicre excessive. Des niveaux excessifs de TNF peuvent
entrainer des 1ésions nerveuses et une inflammation dans la SEP. Il existe des génes
associés a la production du TNF, et certaines variations peuvent augmenter la
susceptibilit¢ a la SEP, particulicrement dans les formes plus inflammatoires de la

maladie (Huang et al., 2015).

Le CD6 est une molécule de surface présente sur les cellules T. Elle joue un rdle
dans la régulation de 'activation des cellules T. La signalisation par CD6 contribue a
la communication entre les cellules immunitaires. Des recherches ont montré que les
variations du géne CD6 sont associées a un risque plus élevé de SEP. Il est suggéré
que CD6 pourrait influencer l'activation des lymphocytes T et leur capacité a attaquer

la my¢line dans le SNC (Huang et al., 2015).

2.3 Genes liés a la réparation de la myéline et des cellules gliales

Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) est une protéine présente dans la
my¢éline, spécifiquement sur les oligodendrocytes, les cellules responsables de la
production de myéline dans le SNC. Cette protéine joue un role dans la stabilisation
de la my¢line. Des ¢tudes ont montré que des réponses auto-immunes contre MOG
peuvent étre impliquées dans certaines formes de la SEP. Des auto-anticorps dirigés
contre MOG peuvent contribuer a la démyélinisation et a la progression de la maladie

(IMSGC, 2019).

Proteolipid Protein 1 (PLP1) est une protéine majeure de la myéline, responsable
de sa structure et de son maintien. Elle est principalement exprimée par les
oligodendrocytes. Bien que les mutations du gene PLP1 soient plus associées a des

maladies rares, comme la leucodystrophie X-linked, il existe un lien indirect avec la
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SEP. En cas de mutation ou de dysfonction de PLP1, la myéline peut étre moins

stable, augmentant ainsi le risque de démyélinisation dans la SEP (IMSGC, 2019).

2.4 Génes liés a la réponse immunitaire innée

Tyrosine Kinase 2 (TYK2) est une enzyme qui joue un réle dans la signalisation
des récepteurs des cytokines, des protéines qui régulent les réponses immunitaires.
TYK2 est impliqué dans les voies de signalisation de diverses cytokines, y compris
celles qui sont activées lors d'infections virales ou d'inflammation. Des études ont
trouvé que des variantes génétiques dans le gene TYK2 sont associées a un risque
accru de SEP. Il est impliqué dans la signalisation de certaines cytokines pro-

inflammatoires qui jouent un role central dans la SEP (Sospedra & Martin 2005).

Interferon Regulatory Factor 8 (IRF8) est un facteur de transcription qui régule
l'expression des génes impliqués dans la réponse immunitaire innée et adaptative. Il
est particulierement important pour la maturation des cellules dendritiques et des
macrophages, qui jouent un rdle clé dans la réponse immunitaire. IRF8 est impliqué
dans la régulation de l'inflammation et peut influencer la manic¢re dont le systeéme
immunitaire réagit a des stimuli. Des mutations dans IRF8 sont associées a un risque

accru de maladies auto-immunes, y compris la SEP (Sospedra & Martin 2005).

2.5 Autres facteurs génétiques

Genes associés a I'activation des lymphocytes T

Lymphocyte Function-Associated Antigen 1 (LFA-1) est une molécule d'adhésion
cellulaire qui est importante pour la migration et l'activation des cellules T. Les
polymorphismes dans les geénes liés a LFA-1 peuvent influencer la capacité des

cellules T a attaquer la my¢line.
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Génes liés a la production de vitamine D

Vitamin D Receptor (VDR), des études ont suggéré que la vitamine D pourrait jouer
un rdle protecteur contre la SEP. Le géne VDR est impliqué dans la réponse du corps
a la vitamine D. Certaines variantes génétiques du récepteur de la vitamine D (VDR)
peuvent modifier le risque de SEP, bien que ce lien reste controversé (Sawcer et al.,

2014).

3. Interactions geénes-environnement

3.1 Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux sont des ¢éléments qui, combinés avec des
prédispositions génétiques, peuvent jouer un role majeur dans le déclenchement de la

SEP.

3.1.1 Infections virales

Le lien entre le virus Epstein-Barr (EBV) et la SEP est bien établi. L'infection par le
virus, en particulier pendant 1'enfance ou l'adolescence, est un facteur de risque
majeur. Le géne HLADRBI1 semble étre un facteur qui détermine la maniére dont
'organisme réagit a 'EBV. Les personnes avec certaines variantes de ce géne seraient
plus susceptibles de développer une SEP aprés une infection par 'EBV. D'autres
virus, comme le cytomégalovirus (CMV) et le virus de I'herpes (HHV-6), ont aussi

été étudiés, mais le lien avec la SEP reste moins clair. (Munger & Ascherio 2010).

3.1.2 Exposition a la vitamine D

La vitamine D joue un rodle crucial dans la régulation du systéme immunitaire. Des
études ont montré que les personnes vivant dans des régions ou I'exposition au soleil
est faible (et donc ayant de faibles niveaux de vitamine D) ont un risque accru de

développer la SEP.
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Il existe une interaction entre la génétique du récepteur de la vitamine D (VDR) et
les niveaux de vitamine D. Les personnes ayant des variantes génétiques spécifiques
du géne VDR pourraient étre plus sensibles aux effets de faibles niveaux de vitamine

D, ce qui pourrait augmenter leur risque de SEP.

L'exposition a la lumiére du soleil pendant I'enfance et l'adolescence semble
particulierement importante pour réduire le risque de SEP a l'age adulte (Munger &

Ascherio 2010).

3.1.3 Tabagisme

Le tabagisme est un facteur de risque environnemental bien établi pour la SEP. 11
peut non seulement augmenter le risque de développer la SEP, mais aussi accélérer sa
progression. Des recherches suggerent que le tabac pourrait interagir avec des geénes
associés a la réponse immunitaire, tels que TNF et IL7R, pour augmenter

l'inflammation dans le systéme nerveux central (Munger & Ascherio 2010).

3.1.4 Alimentation et microbiote intestinal

L'alimentation et le microbiote intestinal ont également un rdle croissant dans la
SEP. Des recherches récentes montrent que des régimes alimentaires riches en
graisses ou pauvres en fibres peuvent influencer la composition du microbiote

intestinal, ce qui, a son tour, peut affecter la réponse immunitaire.

Une alimentation équilibrée, riche en fruits, légumes, et acides gras oméga-3
pourrait avoir un effet protecteur contre I'inflammation associée a la SEP. Des études
montrent que certains microorganismes intestinaux peuvent influencer la
susceptibilit¢ génétique et moduler I'activité immunitaire dans le SNC. Des
déséquilibres dans le microbiote intestinal pourraient contribuer a la démyélinisation

et a la progression de la SEP (Munger & Ascherio 2010).
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3.1.5 Pollution de I'air et autres toxines environnementales

La pollution de l'air, notamment les particules fines (PM2.5) et d'autres toxines
environnementales, a ¢été suggérée comme un facteur environnemental pouvant
augmenter le risque de SEP, bien que les mécanismes exacts ne soient pas encore
entieérement compris. L'exposition a des toxines peut potentiellement interférer avec
le systéme immunitaire et augmenter l'inflammation dans le systéme nerveux central

(Munger & Ascherio 2010).
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1. Patients et méthodes

1.1 Cadre de I’étude

Il s’agit d’une étude rétrospective avec analyse génétique. Elle porte sur les
données de patients atteints de sclérose en plaques (SEP), prises en charge au Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Constantine et au CHU de Batna. L’étude a été

réalisée entre le mois d’Avril et de Mai 2025.

1.2 Population d’étude

La population étudiée comprend 1’ensemble des patients des deux sexes atteints de
sclérose en plaques, ayant ét¢ examinés au moins une fois dans les services de
neurologie des Centres Hospitaliers Universitaires (CHU) de Constantine et de Batna.
Au total, 29 patients ont été recensés au CHU de Constantine et 146 au CHU de
Batna.

1.2.1 Criteres d’inclusion et de non inclusion

Critéres d’inclusion :

- Le consentement du patient a été obtenu apres lui avoir fourni des explications
exhaustives complétes sur place, nous autorisant ainsi a utiliser ses données
cliniques et biologiques a des fins de recherche et a faire un prélévement sanguin

pour une étude génétique.

- Tout age.

- Diagnostic de SEP confirmé.

- Patients résidant a Constantine et dans d'autres wilayas voisines.

- Acceptant de répondre au questionnaire.
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- Un ou plusieurs proches de personnes de la méme famille avec SEP qui acceptent

de participer a I’étude génétique (parent, frére ou sceur, cousin).

Criteéres de non-inclusion :

- Refus du patient de participer a 1’étude.

- Questionnaires incomplets ou non exploitables.

1.3 Questionnaire et consentement

Le recueil des renseignements cliniques a ét¢ effectué a 1'aide d'un questionnaire qui
est soit réalis¢ directement avec le patient présentant une SPE ou indirectement a
partir des dossiers médicaux. Dans notre €tude, le questionnaire utilis¢é comprend 5

volets :

- Informations personnelles : les données personnelles collectées comprennent
I’age, le sexe, la taille, le poids, la commune et la wilaya de résidence, les
antécédents personnels et familiaux ainsi que des informations sur le niveau socio-

professionnel.

- Les facteurs de risque infectieux et environnementaux.

- Les vaccins et phénotype de SEP.

- Comorbidités.

Les consentements éclairés de tous les patients ont €té obtenus (Annexe 3).

1.4 Exploitation des données recueillies via les questionnaires

Une fois les données des patients récupérées, nous avons entrepris leur
dépouillement, c’est-adire la mise en forme homogene des réponses afin de pouvoir

les analyser, les comparer et en dégager des liens pertinents.
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1.5 Prélévement sanguin pour ’extraction de L'ADN

Le prélévement du sang préconisé pour 1’étude génétique se réalise au niveau du
pli du coude aprés la pose d'un garrot. Ce prélévement sanguin est recueilli
stérilement dans un tube de type Vacutainer a EDTA (anticoagulant et un inhibiteur

des nucléases) en quantité¢ de 6 a 10 ml.

L’extraction de I'ADN est réalisée normalement sur du sang frais. Il arrive dans
certains cas de non possibilité technique, que I'échantillon sanguin soit stocké

pendant une semaine a +4°C.

Les étapes du protocole de I’extraction de ’ADN a partir du sang total au NaCl

est détaillé en Annexe 4.
1.6 Contréle de la qualité de ’ADN extrait

Sur les 29 patients du CHU de Constantine, L’extraction de I’ADN a été réalisée
pour 13 d’entre eux. Toutefois, les échantillons de trois patients n’ont pas donné de
résultats. Par ailleurs, il n’y a pas eu de prélevement sanguin pour les 13 autres

patients.

La qualit¢ et Dlintégrit¢ de I’ADN extrait a été vérifiée par migration
¢lectrophorétique sur gel d’agarose a 1 %, en présence de bromure d’éthidium,
soumis sous tension d’un courant ¢lectrique de 100 volts pendant 2h et visualisée
sous lumiere UV. Cette analyse permet, par ailleurs, d'observer une éventuelle

dégradation de 'ADN survenue au cours de I'extraction.

Comme !’illustre la figure ci-dessous, I’ensemble des échantillons présente des
bandes nettes, bien définies et localisées dans la partie supérieure du gel,
correspondant @ de ’ADN de haut poids moléculaire. L’absence de trainées sous les
bandes indique que I’ADN n’est pas dégradé¢. Par ailleurs, la présence de bandes dans
tous les puits, avec une intensité relativement homogéne, témoigne d’un rendement
satisfaisant et d’une extraction réussie dans 1’ensemble des échantillons.
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Figure 17. Contrdle de qualité de I’ADN extrait par électrophorese

1.7 Polymérase Chain Reaction (PCR)

La PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet de copier (amplifier)
un fragment spécifique d’ADN en grande quantité, a partir d’une toute petite quantité
initiale.

La recherche du géne HLA DRB1*15 01 a été réalisée par une Polymerase Chain

Reaction (PCR) selon le protocole détaillé en Annexe 4.

1.8 Conservation des ADNs purifiés

Les tubes d’ADN sont rangés et classés selon le numéro et la date du premier
jusqu’au dernier échantillon. Ils sont conservés a + 4°C jusqu'a utilisation (moins de
6 mois). La conservation des ADNs purs lorsque les analyses sont terminées, se fait a

—20°C pendant 7 ans ou encore a —80°C jusqu’a 30 ans.
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Chapitre 5 : Résultats et discussion

1. Etude statistique

Entre avril et mai 2025, 29 patients atteints de sclérose en plaques (SEP), dont le
diagnostic a été confirmé par leur médecin traitant, le Dr Benhamada, ont ét¢ inclus
dans notre étude. Ces patients sont actuellement suivis et pris en charge a la
polyclinique Boussouf, affilié¢e au CHU de Constantine. Par ailleurs, nous avons
¢galement recueilli des données a partir des dossiers médicaux de 146 patients suivis

au service de neurologie du CHU de Batna.

1.1 Etude univariée

1.1.1 Répartition selon le sexe

Parmi les 175 patients atteints de sclérose en plaques (SEP) inclus dans notre
¢tude, la répartition selon le sexe montre une prédominance féminine. En effet, 126
des patients sont de sexe féminin, soit 72 % de la population d’étude contre 49, soit

28 % du sexe masculin. Le sexe ratio femme/hommes est de 2,57.

D’apres la majorité des travaux, la SEP est une maladie qui touche le plus souvent les
femmes que les hommes. Nos résultats concordent avec ceux de Walton (2020) et
Khan & Hashim (2025). La prédominance féminine dans ces maladies est expliquée
par I'influence des facteurs environnementaux, génétiques (Chromosome X, HLA-

DRB1), hormonaux (cestrogénes, androgeénes).
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Figure 18. Répartition selon le sexe du patient.

1.1.2 Répartition de la population d’étude selon les tranches d’age

Selon les résultats de notre étude, la répartition selon I'dge révele que seuls 22
patients ont 20 ans ou moins, ce qui représente 13 % de 1'ensemble de la population.
77 patients sont 4gés de 21 a 30 ans, représentant 44 % de cette population, 37
patients sont agés de 31 a 40 ans, soit 21% de la population. De plus, 24 patients ont
entre 41 et 50 ans, ce qui représente 14 % des participants. Enfin, 9 patients agés de
50 ans et plus représentent 5 % de notre population d’étude, tandis que I’age de 6

patients reste inconnu.

Cette distribution montre une répartition relativement homogéne entre les
différentes tranches d'age, avec une légere prédominance des patients agés de 20 a 30

ans.

L’ Atlas (2023), indique un age moyen de diagnostic a 32 ans (20-50 ans) dans les
pays a revenu intermédiaire Aussi Une étude marocaine (Yacoubi, 2024) confirme un

pic a 35-40 ans au Maghreb. L’étude menée par Kingwell et al. (2013) a examiné
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l'incidence et la prévalence de la SEP en Europe. Leurs résultats ont révélé que 1'age
moyen de début de la maladie se situait entre 20 et 40 ans, avec une prédominance
particuliére chez les jeunes adultes. Ces conclusions s'alignent en partie avec nos

propres observations,

Cela peut s'expliquer par le fait que le systéme immunitaire des jeunes adultes et
des adolescents est encore en développement, ce qui peut les rendre plus susceptibles
aux dysfonctionnements. Des perturbations dans le développement ou la régulation
du systéme immunitaire pourraient contribuer a la vulnérabilité a la SEP chez les
jeunes. , tels que des infections virales, des changements hormonaux durant la
puberté, obésité ou des habitudes de vie comme le tabagisme. Ces facteurs peuvent
interagir avec une prédisposition génétique, augmentant ainsi le risque de développer

la SEP a un jeune age.
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Figure 19. Répartition selon la tranche d’age.

1.1.3 Répartition selon la wilaya de résidence

Parmi les 175 patients atteints de SEP inclus dans notre étude, la répartition par
wilaya est la suivante : 136 patients proviennent de la wilaya de Batna, 5 sont
originaires de la wilaya de Khenchela, un (1) de Oum El Bouaghi, trois (3) de Biskra,
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un (1) de Tébessa, 18 de Constantine, et un (1) de Mila. Pour 10 patients, la wilaya
d’origine reste inconnue. Cette distribution met en évidence une forte prédominance

des patients originaires de la wilaya de Batna.

Parmi les patients inclus, 136 sont originaires de la wilaya de Batna. Ce nombre
¢levé s'explique par la présence d’un hdpital disposant d’un service de neurologie

dans cette région.
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Figure 20. Répartition selon la wilaya de résidence.

1.1.4 Répartition selon la durée de la maladie

La répartition des patients selon la durée de la maladie, disponible pour 110
patients, est la suivante : 73 patients (42 % de ’ensemble des participants) ont été
diagnostiqués depuis 1 a 10 ans, 29 patients (17 %) depuis 11 a 20 ans, et 8 patients
(4 %) depuis plus de 21 ans. Pour 65 patients (soit 37 %), la durée de la maladie reste

inconnue.

La répartition des patients selon la durée d’évolution de la sclérose en plaques
montre une prédominance des cas récents : 73 patients (42 % de I’ensemble des

participants) vivent avec la maladie depuis moins de 10 ans. Ce résultat peut refléter
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un meilleur dépistage et une amélioration du diagnostic précoce de la SEP au cours
des derni¢res années, notamment grace aux progres de I’imagerie cérébrale (IRM) et

a une meilleure sensibilisation des professionnels de santg.

DM

HM1-10ans MW11-20ans W20+ ans Inconnu

Figure 21. Répartition selon la durée de la maladie.

1.1.5 Répartition selon le phénotype de la SEP

Parmi les 175 patients inclus dans notre étude, la répartition selon le type de
sclérose en plaques est la suivante :
- SEP-RR (forme rémittente-récurrente) : 110 patients, soit 63 % de I’ensemble des

participants.

- SEP-SP (forme secondairement progressive) : 58 patients, soit 33 % des

participants.
- SEP-PP (forme primaire progressive) : 1 patient, représentant 1 % des participants.

- Pour 6 patients (soit 3 %), le type de SEP reste inconnu.
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Les résultats de notre étude indiquent une prédominance de la sclérose en plaques
de type rémittente-récurrente parmi les participants, ce qui est cohérent avec les
conclusions d'autres recherches. La forme rémittente-récurrente (RRMS) constitue la
forme la plus fréquente de la sclérose en plaques, représentant environ 85 % des cas
au moment du diagnostic. Cette prédominance s’explique par plusieurs facteurs.
D’une part, la RRMS correspond généralement au stade initial de la maladie,
notamment chez les jeunes adultes, ce qui en fait la forme la plus facilement
diagnostiquée. D’autre part, les manifestations cliniques souvent évidentes et les
anomalies visibles a I’imagerie par résonance magnétique (IRM) facilitent son
identification. A I’inverse, les formes progressives apparaissent plus tardivement dans
I’évolution de la maladie ou concernent une minorité des cas (Lublin et al., 2014 ;

Confavreux et al., 2000 et Lublin 2020).

Toutefois, Giovannoni et Lublin (2024) proposent d’abandonner la classification
traditionnelle des formes de sclérose en plaques (RRMS/SPMS/PPMS), au profit
d’un mode¢le continu. Ce nouveau modele repose sur deux dimensions principales :
I’activité¢ inflammatoire (incluant RRMS ainsi que les formes actives de SPMS et
PPMS) et la neurodégénérescence (correspondant aux formes non actives de SPMS et

PPMS).

= SEP-RR = SEP-SP = SEP-PP Inconnu

Figure 22. Répartition selon le phénotype de la SEP.
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1.1.6 Répartition des patients en fonction du taux de vitamine D

La répartition des patients selon le taux de la vitamine D est présentée pour 29
patients de CHU Constantine. Le résultat est le suivant : 8 patients, représentant
22,48% des patients atteints avaient un taux de vitamine D bas, contre 3 patients,
représentant 11,11% qui avaient des taux normaux. Cela prouve qu’il existerait une
corrélation directe entre le taux bas de vitamine D et le risque d’apparition de la SEP.
Cela rejoint les données de la littérature qui attribuent un role protecteur de la vit D
contre la SEP ou la récidive ou 1’aggravation (Ascherio et al., 2014 ; Pierrot et al.,

2013).
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Figure 23. Répartition des patients en fonction du taux de vitamine D.

1.1.7 Répartition des patients en fonction de ’amélioration aprés la prise de

vitamine D

Parmi les patients étudiés, 4 patients, représentant 10,79 % n’avaient pas de notion
d’exposition au soleil, contre 3 patients, représentant 13,34 % qui déclaraient une
exposition solaire. On observe ainsi une légere prédominance de la sclérose en

plaques chez les patients non exposés au soleil. Cette observation peut s’expliquer
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par le réle protecteur bien établi de la vitamine D dans la physiopathologie de la SEP.
En effet, I’exposition aux rayons ultraviolets du soleil est essentielle pour la synthése
cutanée de la vitamine D. Ainsi, les individus réguliérement exposés au soleil
présentent généralement un meilleur métabolisme de cette vitamine, ce qui pourrait

contribuer a réduire leur risque de développer une SEP (Avasarala et al., 2015).
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Figure 24. Répartition des patients en fonction de I’amélioration apres la prise de

vitamine D.

1.1.8 Répartition des patients en fonction de vaccination contre I’hépatite B

4 patients, représentant 13,79% des patients avaient déja regu le vaccin, contre 3
patients, représentant 10,34% qui ne 1’ont pas recu. En voyant les deux pourcentages,
il y a une similitude de pourcentage des patients qui ont développé une SEP et qui
n’ont pas pris le vaccin contre le virus de 1’hépatite B ou bien les patients qui 1’ont
pris. Cela nous laisse penser qu’il n’existe pas réellement de lien de causalité entre la

vaccination contre I’hépatite B et le risque d’apparition de la SEP (Vukusic, 2012).
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Figure 25. Répartition des patients en fonction de vaccination contre 1’hépatite B.

1.1.9 Répartition des patients en fonction de Tabagisme

Les patients atteints de SEP, avec notion de tabagisme que ce soit actif ou passif
avoisinent 4 patients, représentant 13,79%, contre 3 patients, représentant 10,34 %
sans notion de tabagisme. 1 patients, représentant 3,45% sans notion actif. Cette
légere prédominance peut nous orienter vers un role favorisant du tabagisme dans

’apparition de la SEP (Fromont, 2011).
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Figure 26. Répartition des patients en fonction de tabagisme.
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1.1.10 Répartition des patients en fonction de I’obésité

Dans notre étude, 1 patients, représentant 3,45 % des patients étaient obeses,
tandis que 6 patients, représentant 20,69 % ne présentaient pas d'obésité. L’analyse de
ces données ne révele pas de lien évident entre I’obésité et le risque de survenue de la
sclérose en plaques (SEP). Ces résultats semblent aller a I’encontre de certaines
études antérieures, telles que celle de Versini et al. (2014), qui ont mis en évidence
une association significative entre 1’obésité, notamment durant 1’adolescence, et un
risque accru de développer la SEP. Cette divergence s’explique surement par la taille

de notre échantillon.
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Figure 27. Répartition des patients en fonction de I’obésité.

1.1.11 Répartition des patients en fonction des antécédents familiaux

Les résultats obtenus indiquent que la présence d’antécédents familiaux de
sclérose en plaques (SEP) chez des membres de la fratrie augmente significativement
le risque de développer la maladie. En effet, 6 patients, représentant 20,69 % des cas
concernaient une sceur atteinte, et 6 patients, représentant 20,69 % un frére atteint. Ce
risque semble diminuer lorsque les antécédents concernent des membres de la parenté
¢largie, avec lpatients, représentant 3,45 % des cas rapportés chez un cousin
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maternel, lpatients, représentant 3,45 % chez un cousin paternel, et 1 patients,
représentant 3,45 % chez un oncle. De méme, la survenue de la SEP chez un
descendant, notamment une fille (3,45 %), est associée a un risque plus faible. En
revanche, la présence de plusieurs cas de SEP dans la famille élargie ne semble pas
accroitre le risque comparativement a une situation ou un seul membre est atteint.
Ces observations rejoignent les conclusions de Moreau et Fromont (2014) ainsi que
de Michiels (2018), qui soulignent que le lien familial est d’autant plus fort que la

parenté est proche, en particulier chez les apparentés du premier degré.
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Figure 28. Répartition des patients en fonction des antécédents familiaux.

1.1.13. Répartition des patients en fonction de la consanguinité

Une proportion de 12 patients, représentant 41,38 % des patients atteints de
sclérose en plaques présente une notion de consanguinité, contre 3 patients,
représentant 10,38 % ne rapportant aucune consanguinité parentale. Ces résultats
suggerent un lien potentiel entre la consanguinité et un risque accru de développer la

SEP. Bien que la consanguinit¢é ne soit pas directement impliquée dans la
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pathogenése de la maladie, elle pourrait favoriser 1’expression de genes de
susceptibilité partagés par les deux parents. En effet, si ces derniers portent des
variants génétiques prédisposant a la SEP, la probabilité de transmission conjointe a
la descendance est plus élevée dans un contexte de consanguinité. Cette hypothése est
appuyée par les travaux de Kiiry et al. (2018), qui soulignent 1I’importance des

facteurs génétiques dans la susceptibilité a la SEP.
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Figure 29. Répartition des patients en fonction de consanguinité.

1.1.12 Répartition des patients en fonction des maladies sous-jacentes

Les maladies retrouvées concomitamment a la SEP chez les patients sont de nature
immunologique, avec une prédominance du diabéte 2 patients, représentant 6,90%
des patients, suivi par le psoriasis et la maladie cceliaque, chacun représentant 1
patient, représentant 3,45 % des cas. En plus de ces affections auto-immunes, d'autres
associations syndromiques ont également €té observées. Ces comorbidités suggerent
une possible implication de mécanismes immunitaires communs, comme [’ont

souligné Medina et al. (2017).
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Figure 30. Répartition des patients en fonction des maladies sous-jacentes.

Tableau 1. facteurs de risque de 1aSEPchez les 29 patients au CHU de Constantine

Facteurs de risque Nombre (N=29) Pourcentage
1. Taux de vitamine D Taux bas 8 22,48%
Taux normal 3 11,11%
Non précisé 18 67,86%
2 Exposition au soleil Oui 3 13.34%
Non 4 10.79%
Non précisé 22 75.86%
3. Vaccination contre le virus de I’hépatiteB Oui 4 13,79%
Non 3 10,34%
Non précisé 22 75,86%
4. Tabagisme Actif 1 3,45%
Passif 4 13,79%
Non 3 10,34%
Non précisé 21 72,41%
Oui 1 3,45%
5. Obésité Non 6 20,69%
Non précisé 22 75,86%
6. Existence d’une maladie familiale Méere 1 3,45%
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authentifiée (SEP) Sceur 6 20,69%
Frere 6 20,69%
Fille 1 3,45%
Oncle 1 3,45%
Tante 1 3,45%
Cousin germain 1 3,45%

7. Consanguinité Oui 12 41,38%
Non 3 10,34%
Non précisé 14 48,28%

8. comorbidité Psoriasis 1 3,45%
Maladie cceliaque 1 3,45%
Diabéte 2 6,90%
Epilepsie 1 3,45%
Non précisé 22 75.86%

1.2 Etude moléculaire

L’ADN de 12 patients a fait I’objet d’une PCR pour amplifier le gene gene HLA-
DRB1*15:01 en vue d'une analyse ultérieure du polymorphisme. La visualisation des
produits PCR sur gel d'agarose a révélé une amplification réussie chez 2 des 12

¢échantillons, ce qui indique une réussite partielle de la PCR.
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Figure 31. Profile électrophorétique des fragments amplifies par PCR du gene

HLA-DRB1*15 :01 sur gel d’agarose a 1,7%

1.2.1 Interprétation des résultats observés sur le gel :

Sur le gel, plusieurs puits sont visibles :

-Lors de I’¢lectrophorese, les fragments migrent a travers le gel en fonction de leur

taille.

-Un marqueur de poids moléculaire de type 100 pb Ladder est utilis¢ comme
référence pour estimer la taille des fragments amplifiés. Il est composé d’une série de
fragments d’ADN de tailles connues et régulicrement espacées généralement en
multiples de 100 pb. L’estimation de tailles dans les plages ou I’intervalle de 100 a

1000 pb parfois au-dela.

-1l est indispensable pour déterminer si un produit de PCR correspond bien a la taille
attendue. Il est généralement placé au premier puit d’un gel. Chaque bande apparait
comme une ligne horizontale sous UV. Les fragments les plus petits migrent le plus

loin tandis que les plus gros ou lourds restent plus proches des puits ;
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Apres migration, les fragments amplifiés ou produits de PCR sont visualisés sous UV

par fluorescence grace a un agent intercalant le bromure d’éthidium.

L’interprétation repose la taille des bandes observées :

-Plusieurs bandes uniques ou doubles fluorescentes sont visibles dans les puits

contenant les échantillons :

-Une bande unique vers 150-200 pb indique une bonne amplification et donc la

présence de ’allele HLA-DRB1*15:01.

-Dans un autre puits 2, on distingue deux bandes, présence deux alléeles HLA-DRBI,

I’un est trés probablement /5:01, 1’autre peut étre un autre variant (*13, *11...).

-L’absence de bande ou une bande trés faible pourrait traduire une absence
d’amplification, soit par absence de 1’alléle cible, soit par probléme technique
(mauvaise qualité d’ADN, inhibition

PCR...).

Une mise au point du protocole de la PCR est nécessaire pour 1’obtention d’un

résultat fiable.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de mettre la lumicre sur les grandes avancées scientifiques
dans la compréhension de la sclérose en plaques (SEP), mais aussi I’importance
d’une vision intégrée et multidimensionnelle pour relever les défis posés par cette

pathologie dont la morbidité est lourde et parfois invalidante.

La sclérose en plaques constitue une pathologie neuro-inflammatoire chronique
complexe dont la pathogenese résulte d’interactions multiples entre facteurs
génétiques, immunologiques et environnementaux. Ce travail nous a permis de
synthétiser les connaissances actuelles sur la compréhension des mécanismes de cette
affection, tant sur le plan de la physiopathologie que sur celui de la susceptibilité
individuelle. Les progrés en neuroimagerie, en immunogénétique et en biologie

moléculaire ont significativement enrichi les modeles actuels de la SEP.

Sur le plan génétique, plusieurs loci de susceptibilité ont été identifiés, notamment
I’allele HLA-DRBI115:01 du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), ainsi que
d'autres génes impliqués dans la régulation de la réponse immune tels que /L2RA et
IL7RA. Ces ¢éléments génétiques modulent la tolérance immunitaire et prédisposent a

’activation de mécanismes auto-immuns dirigés contre la myéline.

Parallelement, 1’environnement joue un rdle déclencheur non négligeable, a
travers des facteurs tels que le déficit en vitamine D, les infections virales
(notamment le virus d’EpsteinBarr), le tabagisme ou 1’obésité, qui altérent la réponse
immunitaire et favorisent la perméabilit¢ de la barriére hémato-encéphalique. Ces
facteurs agissent de manicere synergique avec la susceptibilité génétique, pour
déclencher des auto réactions inflammatoires destructrices de la my¢éline au niveau du
systtme nerveux central d’ou I’'importance d’une approche multidisciplinaire,

intégrative pour la prise en charge de cette maladie.

Ces connaissances ont permis des percées dans la recherche aussi bien pour le
diagnostic précoce que thérapeutique en proposant de nouvelles molécules

innovantes inspirées des mécanismes physiopathologiques.
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Conclusion

L’analyse rétrospective des données cliniques et épidémiologiques de 175 patients
atteints de sclérose en plaques, pris en charge aux CHU de Constantine et Batna, on
met en évidence I'influence prépondérante de facteurs génétiques, notamment la
consanguinité et les antécédents familiaux. Ces facteurs semblent étre renforcés par
des ¢léments environnementaux tels qu’un déficit en vitamine D, une faible
exposition solaire et le tabagisme. En revanche, aucun lien significatif n’a pu étre
¢tabli avec la vaccination contre 1’hépatite B ni avec 1’obésité. Ces résultats ne
reflétent pas a 100% les réalités de nos patients parque dans les dossiers étudiés
nous n'avons pas retrouvé toutes les informations des facteurs étudi€s cela représente

un petit biais de cette étude.

Une PCR ciblant le gene HLADRB1*15:01 a été réalisée chez 12 patients. Ces
résultats confirment globalement, 1’hypothése d’une étiopathogénie multifactorielle
de la SEP, combinant prédispositions génétiques et facteurs externes, et soulignent la
nécessité d’approches de prévention ciblées, notamment dans les populations a risque

familial.

De grands défis sont a soulever encore pour réaliser de nouvelles percées dans la
compréhension du déterminisme des différents phénotypes du sep et la prédisposition

génétique des individus.
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Perspectives




Perspectives

1. Recherche fondamentale & génétique

- Etudes génétiques: Approfondir I'analyse des facteurs génétiques (polymorphismes,

séquencage du génome) liés a la susceptibilité et a la progression de la SEP

- Biomarqueurs: Identifier de nouveaux indicateurs (dont l'interaction vitamines D/

B12) pour prédire 1'évolution et la réponse aux traitements.
2. Thérapies personnalisées

- Médecine de précision: Développer des traitements adaptés au profil génétique/

immunologique des patients.

- Innovations thérapeutiques: Explorer immunothérapies avancées, thérapies géniques

et combinaisons pour améliorer l'efficacité/tolérance.
3. Prévention & facteurs environnementaux
- Etudes longitudinales: Analyser l'impact du soleil, infections, pollution, etc

- Nutrition: Evaluer par essais cliniques le role de la supplémentation en vitamines D/

B12.
4. Sensibilisation et formation

- Campagnes publiques:Informer sur les symptomes et I'importance du diagnostic

précoce.
- Formation continue: Actualiser les connaissances des professionnels de santé.
Recommandations

- Financer la recherche : Soutenir les études génétiques, cliniques et

environnementales; favoriser les collaborations internationales

- Améliorer les infrastructures: Créer des centres spécialisés multidisciplinaires et

garantir I'acceés aux technologies.
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Perspectives

- Prévention & éducation: Intégrer des programmes sur les modes de vie sains

(nutrition, activité physique) et mobiliser les médias pour la sensibilisation
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ANNEXE 1

Centre hospitalo-universitaire Dr Benbadis de Constantine

Rue Benseghir Abdelouahab Constantine, Algérie

Bien avant qu'il soit nommé "Centre hospitalier universitaire de Constantine CHUC,
par le Décret n886.298 du 16 décembre 1986 I'hopital de Constantine avait la
fonction de collége, Puis de couvent pour les sceurs chrétiennes constitué uniquement
par les batiments centraux

Par la suite il fut transformé en un hopital civil subissant une succession de
nomination au fur Et & mesure de I'augmentation de sa capacité d’'accueil *Avant
1948 : Hopital militaire de Constantine.

*En 1948 : création d'un hopital civil de Constantine (H.C.C).
*1960 : Création du centre hospitalier régional de Constantine (C.H.R.C)
*1981 : Création du secteur sanitaire Universitaire Dr BENBADIS

*de 1986 a ce jour : L'hopital de Constantine fit nommé Centre hospitalo-
universitaire DR, BENBADIS de Constantine (C.H.U.C) par décret No86.298 du 16
Décembre 1986



ANNEXE 2. Questionnaire DE SEP

Date (mois/jour/année):
Nom de I’investigateur :

I.Données sociodémographiques

Age

Sexe

Date et lieu

Origine géographique urbain Rural

Taille

Poids

Le niveau socioculturel Sans | primaire | Collége | Lycée | Univ
niveau

Profession des Parents Meére Pére

Consanguinité oui Non

Niveau socio- économique Bas Moyen Elevé

Race

Origine ethnique

Nombre de personnes de
la méme famille avec SEP

Maladies

Maladies auto-immunes et
autres

Facteurs de risque environnementaux

Taux de vitamine D

Exposition au soleil

la latitude

Prise de la vitamine D au état amélioré état non amélioré

cours du traitement




Obésité (chez I’enfant et Age du début :

I’adolescent)

Le tabagisme Fumeurs Anciens Non-Fumeurs
fumeurs

Les parents et ses fréres (son
entourage)

Le tabagisme et SPPP

Exposition a des polluants ou
produits chimiques

Facteurs de risque infectieux

Virus d’Epstein-Barr

Les herpés virus humains de

type 6A

Les Vaccins

Le vaccin contre I’hépatite B

Oui

Non

Autres

Phénotype de la sclérose en plaques

Primary progressive Multiple
Sclerosis (PPMS)

Sclérose en plaques
progressive primaire (SPPP)

Secondary progressive
Multiple Sclerosis (SPMS)

Sclérose en plaques
Progressif secondaire (SPPS)




Relapsing-remitting Multiple
Sclerosis (RRMS)

Sclérose en plaques
Récurrente-rémittente
(SPRR)

Clinically isolated syndrome
(CIS)

Syndrome cliniquement isolé

Les comorbidités

Troubles psychiatriques

Oui

Non

Diabéte

Oui

Non




ANNEXE 3.

Formulaire de consentement libre et éclairé de participation a un projet de

recherche
Patient :
Je soussigné(e)
MI/MIME. ... e (patient(e)/parent/tuteur)

consente clairement de participer a 1’étude, aprés avoir compris toutes les étapes, et je
m’engage a :

- Fournir les informations demandées,

- Fournir I’échantillon du sang qui sera prélevé par un professionnel.

Participation volontaire : je comprends que la participation a I’étude est volontaire
et que je suis libre de me retirer en tout temps, de refuser de répondre a toute question

a laquelle je ne veux pas répondre.

Confidentialité des données : toutes les données sont anonymes et confidentielles.

Acceptation : je déclare accepter de mon plein gré de participer a cette

recherche et je n’ai subi aucune contrainte pour donner mon consentement.

Signature et cachet du médecin traitant(e) : Date :



ANNEXE 4.

Méthode d’extraction de L'ADN génomique a partir du sang humain et PCR

1. Etapes de I'extraction et la purification de
I'ADN 1.1 Préparation des leucocytes

- Verser 7 a 10 ml de sang total dans un tube Falcon de 50 ml.
- Compléter le volume jusqu'a 45 ml avec du tampon TE 20 :5.

— Laisser reposer le mélange 10 minutes dans la glace.
- Centrifuger pendant 15 minutes a 3900 g (3900 rpm).

Eliminer délicatement le surnageant, en conservant le culot leucocytaire au fond du
tube.
— Ajouter a ce culot 25 a 30 ml de TE 20:5, agiter pour le remettre en suspension.

- Laisser reposer a nouveau 10 minutes dans la glace.
— Centrifuger dans les mémes conditions qu’auparavant (15 min a 3900 rpm).
- Jeter le surnageant et récupérer le culot de leucocytes.

Si DPextraction d’ADN n’est pas réalisée immédiatement, conserver les
leucocytes dans un tube Nunc de 15 ml contenant du tampon TE 10:1, a —

20°C dans un congélateur.

1.2 Extraction de I'ADN

- Décongeler les leucocytes conservés.
- Centrifuger pendant 15 minutes a 3900 rpm.

- Dilacérer soigneusement le culot de leucocytes afin de bien le dissocier, puis transférer
dans un tube Falcon conique de 15 ml.

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse : (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM, Tris 10 mM, pH 8.2)

- Ajouter 200 pL de SDS a 10 % (préparé avec 100 g de SDS dans 1000 ml d’eau
distillée).

— Ajouter 100 puL de protéinase K (PK) a une concentration de 1 mg/ml.

- Placer le tube dans une étuve a 37 °C, sur une roue rotative, et laisser incuber toute la
nuit.

_ Le lendemain, refroidir le tube dans la glace.

— Ajouter 1 ml de NaCl 4 M, puis agiter vigoureusement a la main.



— Laisser reposer 5 minutes dans la glace (précipitation des protéines).
- Centrifuger 15 minutes a 2500 rpm.
- Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml.

- Ajouter 2 volumes d’éthanol absolu (100 %) préalablement refroidi, puis agiter

doucement en tournant le tube plusieurs fois.

- Observer la formation de la pelote d’ADN ("méduse") visible a 1’ceil nu.
(Si elle ne se forme pas immédiatement, laisser 30 minutes a —20 °C).
- Récupérer la pelote d’ADN a I’aide d’une pipette Pasteur, puis la rincer 2 fois dans de

1’éthanol a 70 %, dans un tube Nunc (ou Eppendorf) stérile.

1.3 Solubilisation de ’ADN

L'ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 uL de TE 10 :1 selon la grosseur
de la pelote et la concentration souhaitée. Laisser une nuit sur agitateur rotateur a
379C, puis a température ambiante Jusqu'a dissolution compléte (de 1 jusqu'a 3
jours).

Pour la réextraction de L'ADN, dans le cas ou il est contaminé (par des protéines
ou par un ARN), ajouter a la solution d"ADN, 200 ul SDS et 200 ul PK, agiter et
laisser dans la roue a une température de 37°C pendant 7 jours, puis déterminer la DO

de cette ADN).

Tableau 2. Matériel et réactifs nécessaires a la solubilisation de I’ADN

Matériels Reactive
- Tube flacon 50ml - TE20:5
- Glace - TE10:1
- Centrifugeuse. - Tampon de lyse
_  Tube comique de 15 ml _ SDSal0%
_  Row rotative a 37 _ Nacl4M
_ Tube Eppendorf sterile




ANNEXE 5

1. Melange reactionnel de la PCR

« 4,0 uL de master mix 5%

« 0,5 pL d'amorce forward (10 pM)

« 0,5 pL d'amorce reverse (10 pM)

« 1,0 uL d'ADN génomique (20-50 ng)

« 14 pL d'eau sans nucléase

- Mélange final : Mélangez délicatement le contenu du tube sans créer de bulles.

- Centrifugation : Centrifugez briévement pour rassembler le contenu au fond du

tube. Dépot : 10 microlitres

ou
Tableau 3. Préparation du mélange réactionnel PCR (version simplifiée)
Master Mix 5X 4ul
Amorces F lul
Amorces R lul
ADN 2ul
Eau 12ul
V Final 20ul
2. ADN :20 ou 50 ng ?
. 20 ng : Convient si I’ADN est de haute qualité* et que la région cible est
facilement amplifiable.
. 50 ng : Préférable si 'ADN est partiellement dégradé ou si la région cible

présente des structures secondaires ou une complexité élevée.

* Qualité de I'ADN : rapport A260/A280 entre 1,8 et 2,0, indiquant une pureté

adéquate.

3. Calcul des volumes pour les dilutions

Exemple 1 : C2 =20 ng




Volume total = 100 pl
CiVi=C2V, Donc Vi=C,V;

Ci
Ci = concentration trouvée par le nanodrop
C2=20ng
V2 =100 pl

La concentration donnée par le nanodrop S4 = 487,5ng/ pl

487,5----

100 pl 20 ng/ pl -- -

------ x=?

x = 4,10 pl dans 20 ng/ pl

Le volume du TE 0.1 x a ajouter :

100 —4.10 =95.90 pul

Donc : 4.10 pl ADN + 95.90 TE 0.1 x =100 pl

- Etiqueter de nouveaux tubes

- Sous hotte : Faire les dilutions de tous les échantillons. Les conserver a 4°C.
- Congeler les ¢chantillons d’ADN originaux

4. Amorces

- Les concevoir de maniére a ce que leurs Tm soient proches, idéalement dans
une plage de 2 a 3 °C, pour assurer une hybridation efficace lors de la PCR
- La température d'hybridation (Ta) utilisée dans la PCR est généralement 5 °C

inférieure a la Tm la plus basse des deux amorces.

5. Roles des composants du mix
* MgCh

- Cofacteur de 'ADN polymérase : Le Mg*" est indispensable a l'activité de
I'ADN polymérase, notamment la Taq polymérase, en facilitant 1'incorporation des

dNTPs dans la chaine d'ADN en formation.



- Stabilisation de I'ADN et des amorces : Les ions Mg?* se lient aux groupes
phosphate négatifs de 'ADN, réduisant la répulsion ¢électrostatique entre les brins et
favorisant I'hybridation spécifique des amorces au modele d'ADN.

- Optimisation de la température de fusion (Tm) : Le Mg*" influence la Tm des

amorces, affectant ainsi leur capacité a se lier spécifiquement a la séquence cible.
* Tampon (5 x Reaction Buffer B)

Tris-HC] maintient un pH stable : tampon qui maintient un pH stable dans la
réaction PCR. Un pH constant est crucial pour l'activité optimale de I'ADN
polymérase, I'hybridation des amorces et la stabilit¢ des dNTPs. Le Tris-HCI est
particulierement efficace dans la plage de pH neutre, avec une valeur de pKa
d'environ 8,1, ce qui le rend adapté aux conditions de la PCR (NH4)2SO4 améliore la

spécificité en réduisant les appariements non spécifiques

Le sulfate d'ammonium ((NH4)2SO4) est un sel qui influence la spécificité de
I'amplification. Les ions ammonium (NH4") ont un effet déstabilisant sur les liaisons
hydrogéne faibles entre les paires de bases appariées de manicre incorrecte entre les
amorces et 'ADN matrice. Cela réduit les appariements non spécifiques, améliorant
ainsi la spécificité de la PCR.

Tween-20 facilite I'acces de 1'enzyme et neutralise les inhibiteurs

Le Tween-20 est un détergent non ionique qui réduit les structures secondaires de
I'ADN, facilitant I'accés de I'ADN polymérase a la matrice. Il aide également a
neutraliser les inhibiteurs de la PCR, tels que les traces de détergents anioniques
comme le SDS, en réduisant leur effet négatif sur 'enzyme

* dNTP

* colorants (blue dye and yellow dye)

e composant de charge

Reconstitution et dilutions des amorces Reconstitution (avec le TE 1x) : a faire la
veille

- Ajouter le volume de TE a I’amorce (voir fiche technique pour chaque amorce).

Ne pas mélanger. Ne pas vortexer



- Mettre a 4°C pendant 2 heures
- Vortexer
Ceci est la solution stock -20°C de concentration 100 uM. Il faut impérativement la

stocker a -20°C apres dilutions

Reconstitution a I’eau pure stérile
- Ajouter le volume d’eau pure stérile (voir fiche technique pour chaque amorce).
Vortexer

Ceci est la solution stock -20°C de concentration 100 uM. Il faut impérativement la
stocker a

- 20°C apres dilutions

PCR dépot, migration et révélation

- Mettre les tubes contenant le mix + ADN dans le thermocycler

- Déposer 10 pl dans chaque puits

- Déposer 3 pl de marqueur de taille (100 pb)

- Migration : gel d’agarose (1,8%), environ 80 min. a 100 volt dans du TBE 1x

- Révélation : BET Génes candidats
- Géne HLA-DRBI15:01
Cyclage

- Activation de la polymérase : 95°C pendant 2 minutes.

- Cycles de PCR (30-35 cycles) :

1. Dénaturation : 95°C pendant 30 secondes.

2. Hybridation : 55-60°C pendant 30 secondes. La température d'hybridation peut
étre ajustée en fonction de la température de fusion des amorces (Tm). Pour ces
amorces, 58°C est un bon point de départ.

3. Elongation : 72°C pendant 30-60 secondes, en fonction de la taille du produit
amplifié. Par exemple, pour un produit de 500 bp, 30 secondes suffisent, mais si le
produit est plus grand (1 kb), prolongez 1’¢élongation a 1 minute.

4. Elongation finale : 72°C pendant 5-10 minutes, pour permettre I'extension

complete du produit PCR.



- Conservation des tubes

Apres la fin de la PCR, vous pouvez conserver les tubes a 4°C si vous allez

analyser immédiatement les produits ou a -20°C pour une conservation a long terme.

Tableau 4. Paramétres thermiques et temporels des cycles de PCR

Operation Temp Time Cycles
Initial denaturation 95°C 3-5 min 1
Denaturation 95°C 20-40 s
Annealing 54-66°C 30-60 s 25-30
Elongation 72°C 40 s — 4 min
Final Elongation 72°C 5-10min

Calculs pour profil thermique

Pour calculer la température de fusion (Tm) des amorces, nous pouvons utiliser la

formule suivante, qui est une approximation pour des amorces de taille moyenne :

Tm=2(A+T) + 4(G+C)

Cependant, pour plus de précision, vous pouvez également utiliser des outils comme
Primer3 ou OligoCalc pour calculer la Tm en fonction de la concentration des

amorces et d'autres parametres.

Calculs
F : tectgtggcagectaagag
9bp: TCCTGTGGCAGCCTAAGAG

Tm = 59.12°C

8 AT Pairs, 11 GC Pairs,

42.1% AT No redundant bases.

Potential Primer Dimer with quality = 100.0 and overlap =19

R : CCGCGCCTGCTCCAGGAT



18 bp: CCGCGCCTGCTCCAGGAT

Tm = 69.37°C

5 AT Pairs, 13 GC Pairs,

27.8% AT No redundant bases.

Potential Primer Dimer with quality = 100.0 and overlap =9

La température de fusion (Tm) approximative des deux amorces est de 60°C chacune.
Cette température est calculée en utilisant l'approche simplifiée pour des amorces de

taille moyenne.

Pour des résultats plus précis, surtout si vous avez des conditions spécifiques
(concentration des amorces, tampon PCR, etc.), il est conseillé d'utiliser un logiciel

comme Primer3 ou Oligo Calc pour un calcul plus exact.

La température d'hybridation optimale (Th) pour une PCR peut étre estimée a partir
de la température de fusion (Tm) des amorces, généralement en abaissant la Tm de 3-

5°C pour compenser les conditions de la réaction PCR (concentration de sel, etc.).

Une régle simple est d’utiliser la température d'hybridation Th = Tm - 3°C. Si vous
préférez une estimation plus précise, il existe aussi des logiciels comme Primer3 qui
prennent en compte d’autres facteurs, mais pour le moment, nous allons appliquer

cette méthode.

Puisque les Tm des deux amorces sont 60°C, la température d'hybridation

recommandée serait : Th=Tm—3 =57°C

Cela signifie que la température d’hybridation optimale pour ces amorces serait de
57°C.
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