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Résumé

La tuberculose est une maladie multifactorielle causée par des interactions complexes entre le
bacille, des facteurs spécifiques a 1'hote, tels que le patrimoine génétique, et des facteurs
environnementaux, tels que les carences en micronutriments. Comprendre ces interactions est
essentiel pour développer de nouvelles stratégies de traitement.

Ces travaux de theése ont d’abord rapporté que le génotype AA de rs3808607 et le génotype CT de
rs1050504 sont associés de maniere significative a un risque accru de tuberculose pulmonaire (OR
1,94, 1IC 95% 1,03-3,65; p = 0,02 ; OR 1,95, IC 95% 1,16-3,27; p = 0,01 respectivement). Alors
que le génotype TT de rs1050504 était associé a une protection contre la tuberculose pulmonaire
(OR 0,23, IC 95% 0,08-0,63; p = 0,002).

En outre, 'analyse des haplotypes de ces deux polymorphismes a montré que lorsque les génotypes
AA 153808607 et CT rs1050504 étaient co-hérités, la vulnérabilité a la tuberculose était trés
importante (OR 13,5, IC 95% 1,72-105,9; p = 0,0006). Nos résultats suggeérent que les variations
génétiques dans les genes NSMAF et CYP7AI1 pourraient moduler le risque de développer la
tuberculose pulmonaire dans la population marocaine.

D'autre part, nous avons aussi montré que les patients tuberculeux présentent de faibles
concentrations de rétinol plasmatique par rapport aux témoins sains. Nos données ont également
révélé une discrimination sexuelle dans la carence en vitamine A. Les concentrations du rétinol
¢taient plus basses chez les hommes tuberculeux par rapport a leurs homologues sains.

Mots-clés: tuberculose, Marocaine, CYP7A1, NSMAF, vitamine A.



Abstract

Tuberculosis is a multifactorial disease resulting from complex interactions between bacillus, host-
specific factors like genetic background, and environmental factors such as micronutrients
deficiency. Understanding these interactions is necessary to develop new therapeutic strategies.
Through this scientific work, we first showed that the AA genotype of r1s3808607 and CT genotype
of 151050504 were significantly associated with an increased risk for developing pulmonary TB
(OR 1,94, IC 95% 1,03-3,65; p =10,02 ; OR 1,95, IC 95% 1,16-3,27; p = 0,01 respectively). While,
the TT genotype of rs1050504 was associated with protection against pulmonary TB (OR 0,23, IC
95% 0,08-0,63; p = 0,002).

In addition, haplotype analysis of these two polymorphisms showed that when the AA rs3808607
genotype and CT rs1050504 genotype are coinherited, susceptibility to develop TB becomes very
important (OR 13,5, IC 95% 1,72-105,9; p = 0,0006). Our findings suggest that genetic variations
in the NSMAF and CYP7A41 genes could modulate the risk of pulmonary TB development in the
Moroccan population. On the other hand, we have shown that tuberculosis patients have lower
levels of retinol in plasma compared to healthy controls. Our data also revealed sexual
discrimination in vitamin A deficiency, where retinol concentrations were lower in men with
tuberculosis compared to healthy ones.

Key words: tuberculosis, Moroccan, CYP7A1, NSMAF, vitamin A.
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Introduction générale

La tuberculose (TB) est une maladie infecticuse causée par Mycobacterium tuberculosis (Mtb).

C’est une maladie aussi ancienne que I’humanité, qui connait une résurgence inquiétante. La gravité
de cette pandémie est exacerbée par la synergie dangereuse avec le VIH et I’émergence de souches
multirésistantes et ultrarésistantes (MDR et XDR) (WHO, 2019).

Pourtant bien que prés du un tiers de la population mondiale (environ 2 milliards) soit infectée, il est
assez remarquable de noter que la grande majorité (environ 90 %) ne présentera jamais de
symptomes cliniques et que seuls 10% développent la maladie (WHO, 2019).

Ces différences de sensibilité des individus a cette infection, résultent des interactions complexes
entre des facteurs liés au bacille, comme la virulence de la souche de Mtb, des facteurs de milieu et
des facteurs propres a 1'hdte incluant 1’age, la présence de carences nutritionnelles et surtout les
facteurs de susceptibilité génétique.

L’implication de facteurs génétiques dans le développement de la TB a été soulignée par plusieurs
¢tudes épidémiologiques et génétiques. Particulierement, 1’étude de liaison génétique réalisée sur
une population marocaine qui a identifi¢ un locus majeur de prédisposition a la TB pulmonaire
située dans la région chromosomique 8q12—13.

L’identification d’une région qualifiée par une haute susceptibilit¢ a la TB pulmonaire dans la
population marocaine est une donnée fort-intéressante. Plusieurs geénes localisés dans cette région
pourraient étre potentiellement impliqués dans la susceptibilité a la TB. Nous en avons sélectionné
deux genes candidats: NSMAF et CYP7AI.

Par ailleurs, il a été rapporté que 1’expression du CYP7A41 est modulée par plusieurs effecteurs
endogénes ou exogenes, parmi eux on trouve la vitamine A (Jahn et al., 2016; Saeed et al., 2017;
Schmidt et al., 2010). La vitamine A joue un role central dans les réponses immunitaires et est donc
essentielle pour la défense de I'hote contre les agents pathogenes comme le Mtb (Guo et al., 2015;
Raverdeau and Mills, 2014). Hall et al. ont montré que 1'acide rétinoique (AR) induisait les réponses
inflammatoires Thl et Th17 (Hall et al., 2011). Plus récemment, il a ét¢ démontré que la
signalisation de I’AR conférait la stabilité des cellules Thl et limitait leur conversion en cellules
Th17 (Brown et al., 2015). De plus, il a été rapporté que les actions synergiques de I’AR et de la
vitamine D sont capables de réguler négativement la transcription du géne de la protéine
d'enveloppe contenant du tryptophane-aspartate (TACO: tryptophan—aspartate containing coat) dans
les macrophages humains qui empéche la fusion entre le phagosome et le lysosome (Anand and
Kaul, 2003). En outre, lorsque les macrophages THP-1 sont exposés a un acide

chénodésoxycholique (acide biliaire primaire) /AR, I'entrée et la survie intracellulaire du Mtb sont



considérablement réduites (Anand and Kaul, 2005). De plus, I'administration orale de I’AR diminue
la charge bactérienne de Mrb chez les rats traités a la AR par rapport au contrdle (Yamada et al.,
2007). Par ailleurs, plusieurs observations épidémiologiques rapportent des taux plasmatiques
faibles de vitamine A chez les patients tuberculeux comparés aux témoins (Ginawi, 2013; Karyadi
et al., 2000; Koyanagi et al., 2004; Pakasi et al., 2009; Ramachandran et al., 2004; van Lettow et al.,
2004). La confirmation de cette association entre les faibles concentrations en vitamine A et le
développement de la TB chez la population marocaine, est un argument pour proposer des
recommandations d’une supplémentation en vitamine A qui pourrait accompagner le traitement
anti-tuberculeux.

Par ces présents travaux de recherche nous avons vis¢ atteindre les objectifs suivants:

Objectif principal:

Contribuer a I’é¢tude et a la recherche des facteurs génétiques de prédisposition a la TB localisés

dans la région 8q12-13.

Objectifs spécifiques:

1. Etudier I’association des variants génétiques des genes CYP7A41 et NSMAF avec le
développement de la TB.

2. Analyser les haplotypes des mutations séléctionnées.

3. Valider les résultats obtenus par PCR-RFLP par la technique du séquencage.

4. Evaluer I'impact des faibles concentrations en vitamine A sur le risque de développer la

TB.



I Revue bibliographique

1.1 Histoire de la tuberculose

La tuberculose (TB) humaine est une des maladies les plus anciennes de I’humanité. Des preuves
archéologiques ont montré la présence de la bactérie dans des tissus humains prélevés sur des
momies égyptiennes, datant de 5400 avant JC, en découvrant la présence de I’ADN tuberculeux
(Crubézy et al., 1998). 11 y a 460 avant JC, Hippocrate identifie la TB, appelée "phtisis" dans
I’ Antiquité, comme une maladie qui se manifeste par un amaigrissement, une toux, du sang dans le

crachat et conduit progressivement a la mort (Daniel and Iversen, 2015).

A la fin du XVIII éme et au début du XIX éme siecle, I’épidémie atteint son apogée en Europe et en
Amérique du Nord, ou la surpopulation urbaine et la dégradation des conditions d’hygiéne,
favorisent la contagion et donc la propagation de la maladie. A cette époque, le seul remeéde qui
existait, était le repos dans les sanatoriums (Locht, 2016). En 1818, le diagnostic de la TB a été
révolutionné par I’invention du stéthoscope par le médecin frangais René Laennec.

Ce n’est qu’en 1865, que le médecin Jean-Antoine Villemin, démontra expérimentalement le
caracteére contagieux de la TB en infectant des lapins a partir des crachats de patients tuberculeux.
Malheureusement, cette grande découverte tomba a 1’oubli (Daniel, 2006, 2015; Villemin, 1868).

Il a fallu attendre 1882 pour découvrir le bacille tuberculeux par le médecin allemand Robert Koch
(1843-1910) (Koch, 1882). Puis vient la découverte des rayons X par Van Rontgen en 1895. Cet
examen devint rapidement un outil indispensable pour le diagnostic et le suivi des patients
tuberculeux. En 1921, Albert Calmette et Camille Guérin présenta le vaccin BCG (Bacille Calmette
Guérin) préparé a partir d’'une souche atténuée de Mycobacterium bovis (Calmette et al., 1921).
Ainsi, la premiére vaccination chez I’homme a été effectuée en 1921 avec cette souche atténuée,
appelée bacille de Calmette et Guérin (BCG) (Weill-Hallé and Turpin, 1925). En 1944, I’¢re de la
thérapie médicamenteuse commenca avec la streptomycine (Schatz et al., 1944). Cette découverte
marqua un tournant important dans la thérapie antituberculeuse vu qu’elle a contribué¢ a une forte
diminution de I’incidence de la maladie au cours de la seconde moiti¢ du XX eéme siccle dans les
pays industrialisés. Malheureusement, les résistances a cet antibiotique apparurent en quelques mois.
Par la suite, d’autres antibiotiques ont vu le jour; dont 1’acide para-amino salicylique (1948),
I’isoniazide (1952), le pyrazinamide (1954), la kanamycine (1957), ethionamide (1960) et
I’éthambutol (1961) et la rifampycine (1963) (Figure 1).
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Figure 1 | Histoire de la découverte et du développement du traitement de la TB (Ma et al., 2010).




Par la suite, et grace aux avancés technologiques en génomique, Cole et ses collaborateurs ont pu
séquencé le génome de Mth, qui est composé de 4,41 millions de bases dont 4000 génes codants
(Cole et al., 1998). Or, malgré tous ces progres scientifiques, la TB n’a pas disparu; des
résurgences ont ¢t¢ déclarées partout dans le monde, en particulier dans les pays a faible revenu,
mais aussi dans les pays développés notamment aux Etats-Unis et en Europe suite aux migrations

Est-Ouest et suite a I’expansion de 1’épidémie du VIH.

1.2 Epidémiologie

1.2.1 Dans le monde

La TB est une maladie infectieuse qui reste I’une des plus grandes menaces pour I’humanité. A
I’échelle mondiale, on estime qu’il y a eu 10 millions de cas de TB en 2018, ce qui correspond a
une moyenne globale de 130 cas pour 100 000 habitants (Figure 2). Les deux tiers des nouveaux cas
enregistrés, venaient de huit pays : Inde (27 %), Chine (9 %), Indonésie (8 %), les Philippines (6 %),
le Pakistan (6 %), le Nigéria (4 %), le Bangladesh (4 %) et I'Afrique du Sud (3 %) (WHO, 2019).
Globalement, le nombre de déces dus a la TB, chez les personnes VIH-négatives est estimé a 1,2
millions en 2018, auxquels s’ajoutent 251 000 déces chez les personnes VIH-positive.

L’OMS rapporte qu’en 2018, il y avait environ un demi-million de cas de TB multirésistante
(MDR-TB) dont la moitié a été enregistrée en Inde (27 %), Chine (14 %) et la Fédération de Russie
(9 %) (WHO, 2019).

1.2.2 Au Maroc

Malgré les efforts importants consentis par le ministére de la Santé dans les domaines de la
prévention, du dépistage et de prise en charge des malades tuberculeux, la TB reste encore un
probléme majeur de santé publique au Maroc. En effet, la maladie touche surtout les adultes jeunes
(d’age compris entre 15 et 45 ans), qui représentent 64 % des cas. La distribution selon le sexe a
révélé que 60 % des cas enregistrés étaient des hommes (DELM, 2018).

En 2018, le Maroc a notifi¢ 30 977 cas incidents de la TB, toutes formes confondues, correspondant
a une incidence notifiée de 87 cas pour 100 000 habitants (DELM, 2018). Le nombre estimé de
déces lies a TB est de 2900 déces, correspondant a une mortalité¢ spécifique de 8,1/100 000/an.
Quant a la répartition de cas de TB par forme, la proportion de la forme de TB pulmonaire (TP)
¢tait la plus élevée en 2018, avec 52 % des cas, contre 48 % de cas d’extra-pulmonaire (TEP). En
2018, les données nationales concernant la TB pharmaco-résistante ont estimé a 288 le nombre de

cas de TB multirésistante (MDR).
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Figure 2 | Incidence estimée de la tuberculose en 2018 (WHO, 2019).
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I.2.3 Facteurs de risque

Plusieurs facteurs ont été reliés au développement d’une infection tuberculeuse symptomatique

qu’on peut les subdiviser en deux grandes catégories:

[.2.3.1 Facteurs sociaux de la tuberculose:

Les facteurs sociaux liés a la susceptibilité¢ a la TB sont: la pauvreté, notamment les mauvaises
conditions socio-€conomiques, le manque d’hygiene, la malnutrition et le mauvais acces aux soins
médicaux, principalement dans les pays a faible revenu. D’autres facteurs sont incriminés comme
la co-infection avec le VIH, I’incarcération, la toxicomanie, le tabagisme, 1’alcoolisme, I’obésité et
I’interférence avec des traitements utilisés contre d’autres pathologies comme les maladies

chroniques inflammatoires (Duarte et al., 2018).

[.2.3.2 Facteurs de risque endogenes:

Au-dela des facteurs sociaux et environnementaux, le développement de la TB est li¢ a d’autres
facteurs dits "endogenes". Dans ce contexte, il a ét¢ montré qu’il existe une différence de
susceptibilit¢ a la TB entre les hommes et les femmes (Neyrolles and Quintana-Murci, 2009),
suggérant I’implication des hormones stéroides dans I’immunité anti-tuberculeuse.

Le diabete est aussi considéré un facteur de risque majeur pour développer une TB. En effet,
I’incidence de TB chez les patients diabétiques est ¢levée (Lonnroth et al., 2010).

Outre le sexe et le diabéte, I'influence génétique est démontrée largement comme un facteur
agissant sur le devenir de la maladie. Des polymorphismes ont été¢ identifiés (HLA classe 11, VDR,
NRAMPI...) (Fernandez-Mestre et al., 2015; Hu et al., 2016; Li et al., 2011; Sveinbjornsson et al.,
2016) et des régions chromosomiques ont été associées au risque de développer la TB (Baghdadi
et al., 2006; Mahasirimongkol et al., 2012; Thye et al., 2010, 2012) que nous verrons plus en

détails dans le paragraphe "Facteurs génétiques de prédisposition a la tuberculose".

1.3 Physiopathologie de la tuberculose
I.3.1 La réponse immunitaire contre le Mtb

La TB est une maladie trés contagieuse qui se transmet par voie aérienne directe. La contagion est
principalement interhumaine aprés la dispersion des gouttelettes de salive et de sécrétions
bronchiques aéroportées générées quand une personne atteinte d’une TB pulmonaire
parenchymateuse, laryngée tousse, éternue, parle, ou chante. Ces gouttelettes infectieuses peuvent
rester en suspension pendant quelques minutes a quelques heures apres expectoration (Lee et al.,

2005) (figure 4).
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Figure 4 | Le cycle infectieux de la tuberculose

L'infection est initiée par l'inhalation de gouttelettes d'aérosol contenant des bactéries. (i) Le bacille peut étre
spontanément ¢éliminé. (i) L’infection peut induire le développement d’une tuberculose primaire parfois disséminée
chez les individus immuno-déficients. (iii) Dans la majorité des cas, I’infection reste a 1’état « latent », contr6lé par les
acteurs de la réponse immunitaire (a) ce qui permet de contenir le bacille dans une structure appelée granulome (b).
Cette phase est appelée tuberculose latente, elle est asymptomatique et non infectieuse. Cette forme latente peut
progresser vers la tuberculose maladie on parle d’une réactivation (iiii) entrainant la dissémination du bacille dans
I’ensemble de 1’organisme suite a une dégradation progressive des granulomes (c). Il s’agit de la tuberculose secondaire.
Les personnes atteintes sont contagieuses et peuvent propager ’infection (Kaufmann and McMichael, 2005).



[.3.1.1 Reconnaissance des antigénes mycobactériens

Une fois inhalés, les bacilles tuberculeux se heurtent a la premiere barriere de défense immunitaire,
ils seront piégés dans le mucus qui existe dans les parties supérieures du systeme respiratoire et
seront dirigés vers le haut et ainsi éliminés, on parle de "clairance immédiate de I’organisme". Si les
bacilles échappent a cette barriére physique, ils contaminent I’espace alvéolaire. Ils seront reconnus
et phagocytés par les macrophages alvéolaires aprés interaction entre les motifs antigéniques
bactériens dits « PAMPs » (Pathogen-associated molecular patterns) par les différents récepteurs:
les PRRs (Pattern Recognition Receptors). Cette reconnaissance est essentielle pour initier et
coordonner la réponse immunitaire innée de I’hote. Parmi ces récepeturs PRRs certains sont
solubles, sécrétés dans le milieu extérieur, tels que les collectines et les pentraxines (Akira et al.,
2006). 1I existe également des récepteurs situés a la surface membranaires, tels que les lectines de
type C (CLR pour « C-type lectine receptor »), les récepteurs de la partie constante des
immunoglobulines (FcR), les récepteurs « scavengers » (SR) et surtout les récepteurs de la famille
Toll: les TLRs (Toll like receptor). Enfin, on retrouve des PRRs intracellulaires, qui peuvent étre
des TLRs, des CLRs ou des récepteurs de la famille NOD (Nucleotid-binding Oligomerization
Domain proteins) (Jo, 2008).

Dans ce contexte, la reconnaissance par les TLRs est un événement précoce et crucial dans
I’interaction entre le pathogéne et la cellule hdte. Les signaux engendrés par 1’engagement des
TLRs avec les motifs antigéniques bactériens sont considérés comme 1’arme la plus redoutable de
I’immunité innée dans son combat contre ’infection a Mtb (Harding and Boom, 2010; Jo, 2008;
Yang et al., 2007). Ils en résultent 1’activation du facteur de transcription nucléaire NF-xB menant a
la production des cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a (Tumor necrosis factor),
I’interleukine-1 (IL-1), I’'TL-12, des chemokines et des dérivés d’oxide d’azotes (NO) via les voies
dépendante et indépendante MyD88 (myeloid differentiation primary response protein 88) (Jo, 2008;
Joetal., 2007; Xu et al., 2007; Yamamoto et al., 2003).

Par ailleurs, le systéeme immunitaire dispose également de récepteurs cytoplasmiques spécialisés
dans la reconnaissance de ’ADN, dits: STING (Stimulator of IFN genes) (Watson et al., 2015,
2012). Le role de cette protéine dans la réponse anti-Mtb a été décrit par les travaux de Watson et al
qui ont montré que 1I’échappement de Mtb du phagosome expose I’ADN mycobactérien a STING
(Watson et al., 2012).

Il est important de noter que I’interaction entre les nombreux motifs antigéniques de la paroi
mycobactérienne complexe avec les différents PRRs, a plusieurs issues puisqu’elle peut avoir un
effet activateur sur le macrophage associé¢ a une réponse pro-inflammatoire ou au contraire un effet

inhibiteur en faveur d’une entrée silencieuse du bacille c’est le cas par exemple du récepteur au
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mannose (MR) qui méne a la phagocytose suite a la reconnaissance du ManLAM (mannose-capped
lipoarabinomannan) présent dans I’enveloppe du Mib, or cet engagement est associé a une réponse
anti-inflammatoire, en faveur du bacille qui continue a se répliquer dans le macrophage (Chieppa et

al., 2003; Schurz et al., 2015).

[.3.1.2 Phagocytose : Maturation et acidification de phagosomes/fusion
avec le lysosome

La phagocytose du pathogene marque le début d’un long processus immunitaire de lutte contre le
Mtb, durant lequel il y a production de plusieurs cytokines inflammatoires (exp: I1L-12) et
chimokines qui attirent au site de I’infection, les monocytes depuis les vaisseaux sanguins
environnants qui vont se différencier en macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes « natural
killer » (NK). Ces derniers reconnaissent et ¢liminent les cellules infectées et activent les fonctions
effectrices des macrophages (Russell, 2007).

Immédiatement apres la capture du pathogene, le phagosome subit une série de transformations qui
résultent d’interactions avec des intermédiaires de la voie d’endocytose (Rohde et al., 2007; Vieira
et al., 2002). Cette maturation du phagosome se fait en différentes étapes depuis le phagosome
précoce, passant par le phagosome intermédiaire jusqu’au phagosome tardif et enfin le
phagolysosome (figure 5). Ce dernier est le compartiment qui contient de nombreuses enzymes et
peptides antimicrobiens permettant la dégradation des bactéries. Cette maturation est marquée par
I’acquisition précoce de Rab5A (Ras-related protein Rab-5A) qui grice a I’augmentation du Ca®,
recrute le complexe enzymatique EEA-1 (Early endosome antigen-1) et hVP34 kinase. Ceci permet
le déclenchement d’une cascade signalétique qui aboutit a la phosphorylation du phosphatidyl
inositol au phosphatidyl inositol 3-phosphate (PI-3P) dans la membrane phagosomale (Malik et al.,
2001, 2000). Par la suite, le PI-3P va se lier a I’antigéne-1 de I'endosome précoce (EEA-1), une
liaison essentielle pour la formation du phagolysosme (Chua and Deretic, 2004; Clemens and
Horwitz, 1995; Flannagan et al., 2009; Fratti et al., 2003; George et al., 2015; Kusner, 2005). Le PI-
3P est un composé lipidique et est considéré comme un des facteurs essentiels de la maturation du
phagosome et de la dégradation du contenu phagosomal. Au cours de la maturation, les phagosomes
acquierent diverses hydrolases et subissent une acidification progressive causée par le pompage de
protons par la V-ATPase, permettant la translocation de protons de I’extérieur vers I’intérieur du
phagosome. Ainsi, le pH de la lumiére phagosomale devient tres acide et peut atteindre 4,5 (figure 5)
(George et al., 2015; Sturgill-Koszycki et al., 1994; Yates et al., 2005). Le phagosome acquiert tout

au long de sa maturation des propriétés bactéricides.
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Figure 5 | Etapes de la maturation des phagosomes.

Immédiatement aprés la capture du pathogene, le phagosome subit une série de transformations. Ainsi le
phagosome précoce se transforme en phagosome intermédiaire en interagissant avec 1’endosome précoce et
les corps multivésiculaires. Le phagosome intermédiaire fusionne avec 1’endosome tardive et poursuit sa
maturation pour atteindre le stade de phagosome tardif. Enfin, aprés fusion avec les lysosomes, le
phagosome tardif aboutit a la formation du phagolysosome (George et al., 2015).
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[.3.1.3 Induction de la réponse immunitaire adaptative : Th1/Th17

Lorsque les cellules dendritiques ont phagocyté un ¢lément étranger. Elles migrent vers les
ganglions lymphatiques locaux sous la dépendance de 1I’IL-8 pour présenter le peptide étranger aux
lymphocytes T naifs. La réponse adaptative déclenchée est trés majoritairement de type Thl, avec
une production importante d’interféron gamma (IFNy) et d’IL-12. Les lymphocytes T s’activent et
se différencient en cellules effectrices et migrent vers le site de I’infection et sont guidées par les
chimiokines. Les antigénes mycobactériens présentés par les molécules CMH classe II situées au
niveau des vacuoles, des phagosomes et des vésicules endocytiques, sont reconnus par les
lymphocytes T CD4". Ces cellules jouent un réle primordiale dans la réponse spécifique contre le
Mtb; En plus de la production précoce de I’INF-y, les lymphocytes T CD4 " accomplissent d’autres
fonctions secondaires critiques, comme 1’implication dans 1’apoptose des macrophages infectées via
I’interaction Fas/ Fas ligand (voir la partie apoptose), la production d’autres cytokines, tels que I’IL-
2 et le TNF-a, aussi I’induction d’autres cellules immunitaires (macrophages ou cellules
dendritiques) pour produire d’autres cytokines immunorégulateurs comprenant 1’IL-10, IL-12 et IL-
15, et enfin I’activation d’autres macrophages via le contact direct avec le CD40 (Cella et al., 1996;
Oddo et al., 1998; Caruso et al., 1999; Chan and Flynn, 2004; Cooper, 2009).

Il a été décrit que les lymphocytes T CD4" sont critiques pour le déclanchement de la fonction
cytotoxique des lymphocytes T CD8" sous la dépendance de I’TL-15 (Cooper, 2009; Serbina et al.,
2001). 11 a été démontré aussi que les lymphocytes T CD4" peuvent controler la croissance
intracellulaire du Mrb par un mécanisme NO-dépendant a 1’oxide d’azote (Cooper, 2009; Cowley
and Elkins, 2003).

Quant aux lymphocytes T CDS8", ils reconnaissant les peptides antigéniques présentés par les
molécules CMH classe I. Ils peuvent également produire I’IFN-y a travers I’activation de leur TCR
(T cell receptor) ou suite a leur interaction avec les cellules dendritiques infectées mais leur
fonction principale est la mort de la cellule cible par lyse et la réduction du nombre de bactéries
intracellulaires. Il a été rapporté que les lymphocytes TCD8+ qui expriment les perforines et les
granzymes sont capables de tuer le Mtb directement et accédent aux bactéries qui résident dans les
macrophages a travers les pores formés par les perforines (Boom et al., 2003; Canaday et al., 2001).
Les antigeénes spécifiques des cellules T achévent la mort des macrophages infectés principalement
par le biais des mécanismes apoptotiques.

Les études de la TB sur le mode¢le animal ont montré que les lymphocytes T non conventionnelles
telles que des cellules T a restriction CD1 et les cellules T-yd contribuent également a la protection
contre la TB (Barral and Brenner, 2007; Beetz et al., 2008; Kaufmann, 2004). Les cellules T a

restriction CD1 reconnaissent les glycolipides tels que le LAM, abondantes dans la paroi cellulaire
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mycobactérienne, tandis que les cellules T-yd reconnaissent les petits métabolites contenant du
phosphate (Phospholigands) (Kaufmann, 2004). En outre, les protéines CD1 ont la capacité¢ de
présenter des antigeénes lipidiques et des lipopeptides aux lymphocytes T, et jouent donc un role
important dans la réponse immunitaire contre le Mtb riche en lipides (Barral and Brenner, 2007;

Moody et al., 2004; Winau et al., 2006).

Méme si la réponse immunitaire adaptative liée a Mtb est de type Thl, plusieurs populations de
lymphocytes différentes sont impliquées et participent également a la réponse immune protectrice.
Ainsi, les lymphocytes Th17, producteurs d’IL-17 et d’IL-22, sont également induits par 1’IL-23
produite par les cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques (Cooper, 2009). L’IL-17 est
une cytokine pro-inflammatoire, qui une fois fixée sur son récepteur conduit & un recrutement de
neutrophiles et une réponse inflammatoire, et une surproduction de cette cytokine peut induire des
dommages tissulaires (Song and Qian, 2013; Zambrano-Zaragoza et al., 2014). Chez les patients
atteints de la TB chronique, la production d’IL-17A est significativement plus faible que celle des
controles sains (Segueni et al., 2016; Shen and Chen, 2018). IL-17A est impliqué dans la formation
et la stabilit¢ des granulomes en augmentant la production de chimiokines, qui aide a recruter des
cellules inflammatoires migrant vers le site d’infection par M¢b (Okamoto Yoshida et al., 2010). Par

ailleurs, I’IL-17F joue un réle immunitaire protecteur similaire a I'lL-17A (Segueni et al., 2016).

[.3.1.4 Formation du granulome

Le recrutement successif de toutes ces différentes cellules immunitaires conduit a la formation
d’une structure granulomateuse nodulaire nommée le granulome. C’est un microenvironnement
capable de limiter la croissance des bacilles tuberculeux et établir la latence chez les patients a
systeme immunitaire adéquat, on parle de " I’infection latente".

Si un épisode d’immunodéficience intervient au cours de la vie de I’individu, le granulome peut
devenir caséeux. Son intégrit¢é n’est plus maintenue, la structure cellulaire peut-étre rompue,
libérant les macrophages nécrotiques ainsi que les bactéries qui reprennent une activité métabolique
conduisant a la reprise de la réplication et de la multiplication et permettant alors de propager
I’infection (Russell, 2007; Zhai et al., 2019). C’est la réactivation, dans ce cas 1’infection n’est pas
controlée et progresse vers "la tuberculose maladie" dite aussi "tuberculose active".

Le patient qui progresse vers la TB active devient contagieux et manifeste des symptomes souvent
non spécifiques a savoir une fatigue, un malaise, une perte de poids et une fievre modérée
accompagnée des frissons et des sueurs nocturnes. Puis, un manque d'appétit s’installe. Finalement,
une toux se développe chez la plupart des patients. Bien que la toux ne soit initialement pas

productive, elle progresse vers une toux productive d'expectorations purulentes. L'expectoration

14



peut également Etre striée de sang, on parle d'hémoptysie. Le parenchyme enflammé peut provoquer
une douleur thoracique pleurétique. Une maladie étendue peut entrainer une dyspnée ou une
orthopnée, car l'augmentation du volume interstitiel entraine une diminution de la capacité de
diffusion pulmonaire (Knechel, 2009).

Le granulome tuberculeux est un agrégat compact et organisé de cellules (figure 6). Au centre, on
trouve des macrophages, infectés et non infectés, entourés de cellules géantes de Langerhans et de
macrophages spumeux, ou «foamy macrophages», qui sont caractérisées par I’accumulation de
lipides (Ramakrishnan, 2012; Zhai et al., 2019). De nombreux autres types de cellules forment
¢galement le granulome, tels que les neutrophiles, les cellules dendritiques, les cellules NK, les
fibroblastes, les lymphocytes B et T (majoritairement TCD4+). Les lymphocytes T CD4+ et les
macrophages infectés sécrétent du TNF et de la lymphotoxine a3 qui permettent le recrutement de
fibroblastes (Roach and Schorey, 2002; Zhai et al., 2019). Ces cellules assurent la formation d’une
couche fibreuse périphérique composée de collageéne et de composants de la matrice extracellulaire.
Cette structure permet d’isoler la région infectée du reste des poumons et assure le maintien de
I’intégralité du granulome.

Le centre du granulome devient un environnement hypoxique, privé de nutriments. Mtb entre alors
dans un état de dormance avec une activité métabolique faible et un taux de croissance quasiment
nul. L’infection est alors contenue, a ce stade le granulome est mature (Guirado and Schlesinger,
2013; Ramakrishnan, 2012; Zhai et al., 2019). Ce granulome mature peut évoluer vers une forme
nécrotique qui se caractérise par le développement d’un centre caséeux. Le développement de ces

structures nécrotiques favorise la dissémination des bacilles au reste de 1’organisme.

[.3.1.5 Autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire ubiquitaire important pour [’homéostasie cellulaire
puisqu’il permet aux cellules la dégradation des composants cellulaires dysfonctionnels et inutiles,
ce processus peut ou non entrainer la mort cellulaire (Lam et al., 2017). L autophagie peut étre
induite en réponse a différents stimuli tels que le stress, la privation de nutriments et de facteur de
croissance et la présence de cytokines proinflammatoires (comme I’INF-y). Récemment, il a été
rapporté¢ que 1’autophagie des macrophages infectés par Mtb est aussi induite par la vitamine A
(acide rétinoique all trans), qui permet de réduire la charge bactérienne (Coleman et al., 2018). A
I’opposé, elle est inhibée lors d’une présence abondante de facteurs nutritifs, dans un
environnement de type Th2 et par des hormones telles que 1’insuline (Bhattacharya and Eissa, 2015;
Kuballa et al., 2012; Virgin and Levine, 2009).

C’est un processus complexe faisant intervenir une trentaine de genes dits ATG (autophagy related

genes).
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Figure 6 | Structure et constituants cellulaire du granulome tuberculeux

Le granulome tuberculeux est un agrégat compact et organisé de cellules épithéloides, de macrophages granulomateux peuvent également fusionner en cellules géantes multinucléés
ou se différencier en cellules spumeuses, qui sont caractérisées par 1’accumulation de lipides. De nombreux autres types de cellules forment également le granulome, tels que les

neutrophiles, les cellules dendritiques, les lymphocytes B et T, les cellules NK, les fibroblastes. Les bactéries sont le plus souvent présentes dans les zones nécrotiques centrales
(Ramakrishnan, 2012).
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Pendant I'autophagie, les constituants cellulaires, tels que les protéines, les lipides et les organites,
sont séquestrés en vésicules a double membrane appelées autophagosomes qui sont transportées
vers des endosomes ou des lysosomes pour devenir des autophagolysosomes (Bhattacharya and
Eissa, 2015). Au sein des autophagolysosomes, les enzymes hydrolases digeérent les composants
autophages en leurs éléments de base (acides aminés et acides gras) pour étre réutilisés pour la
construction de cellules et la production d’énergie (Lam et al., 2017).

La xénophagie, processus par lequel l'autophagie ¢élimine les bactéries par dégradation, a été
signalée pour la premiere fois dans Mtb (Gutierrez et al., 2004). Il a été montré que la stimulation
physiologique de l'autophagie dans les macrophages provoquait la maturation des phagosomes
mycobactériens en phagolysosomes et conduisait a la suppression de la survie intracellulaire du Mtb
(Gutierrez et al., 2004; Lam et al., 2017). En plus, la présence de Mtb dans le cytosol est fortement
associée a 1’activation de I’autophagie (Watson et al., 2012). Au cours de l'infection a Mtb, la
production accrue d'IFN-y active les macrophages pour induire 'autophagie et le trafic de Mtb vers
les lysosomes en vue d'une dégradation (Dutta et al., 2012). L'induction de l'autophagie par I'l[FN-y
est associée a une immunité protectrice contre la TB (Dutta et al., 2012; Lam et al., 2017).

En outre, des études ont montré le role de plusieurs facteurs d'autophagie, tels que ATGS, ATG12,
ATGI16L1, p62, la protéine de point nucléaire 52 (NDP52), la beclin 1 (BECN1) et LC3, dans la
pathogenéese de I’infection a Mtb et d’autres infections, ou la stimulation de 1’autophagie augmente
le taux de destruction des bactéries, tandis que la suppression de I’autophagie augmente la survie du
Mtb (Gutierrez et al., 2004; Intemann et al., 2009; Dutta et al., 2012; Watson et al., 2012; Seto et al.,
2013; J. Wang et al., 2013; Ye et al., 2014; Sakowski et al., 2015).

[.3.1.6 Peptides antimicrobiens

Les macrophages peuvent également détruire les microbes directement, sans nécessiter l'activation
de la réponse adaptative, en utilisant les peptides antimicrobiens qui exercent leurs effets
bactéricides. A cet égard, la vitamine D (25-hydroxyvitamin-D3) sous sa forme active (1,25
dihydroxyvitamin-D3), se lie a son récepteur (VDR : vitamin D receptor) et peut moduler
I’expression de nombreux genes (Brighenti et al., 2018; Liu et al., 2006). C’est un important
régulateur de la réponse immunitaire anti-mycobactérienne, aidant les macrophages a atténuer la
croissance de Mrb via un puissant peptide antimycobactérien nommeée la cathelicidine D ou LL37
(Junaid and Rehman, 2019; Rockett et al., 1998). La production de la cathélicidine est indispensable
a la formation des especes réactives d’oxygene (ROS : Reactifs oxygen species) et la sécrétion de
cytokines et chimiokines proinflammatoires par le macrophage (Yang et al., 2009).

Il existe d’autres peptides antimicrobiens exergant 1’effet bactéricide, notamment on retrouve de

nombreuses défensines qui sont de petits peptides cationiques pouvant jouer un rdle bactéricide en
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perméabilisant les membranes et en interagissant avec les constituants bactériens anioniques
(Méndez-Samperio, 2008). Les défensines peuvent se lier a ’ADN et induire des cassures simple

brin (Méndez-Samperio, 2008).

[.3.1.7 Apoptose

L’apoptose est une mort cellulaire programmée hautement régulée, associ¢e a des modifications de
l'organisation nucléaire et a la fragmentation de la chromatine. Durant ce processus, le cytoplasme
et les autres composants cellulaires ne quittent jamais la cellule qui est en train de mourir, ce qui fait
que l'apoptose est immunologiquement silencieuse (Lam et al., 2017; Srinivasan et al., 2014). Bien
que l'apoptose lors d'infections microbiennes provoque des 1ésions tissulaires, son initiation peut
étre bénéfique pour 1'hote, car elle favorise I'élimination des microorganismes (Lam et al., 2017).
Elle joue un role vital dans les défenses de I'hote contre les agents pathogenes intracellulaires, y
compris le Mtb, en empéchant la libération d'agents pathogénes intracellulaires et la propagation de
l'infection par les mycobactéries. L'apoptose des macrophages peut limiter l'infection a
mycobactéries en activant les réponses immunitaires innée et adaptative (Queval et al., 2017). Les
corps apoptotiques contenant le cytoplasme cellulaire, d'autres organites cellulaires et les
microorganismes sont phagocytés par les macrophages et les cellules dendritiques, puis subissent
une dégradation et sont présentés aux autres cellules immunitaires (Behar et al., 2011; Schaible et
al., 2003). Deux molécules clés régulent 1’apoptose, la prostaglandine eicosanoide 2 (PGE2) et la
lipoxine A4 (LXA4) (Behar et al., 2011; Dennis, 1997).

Ce programme de mort cellulaire peut étre activé par deux voies principales: extrinséque et
intrinséque.

La voie extrinseéque est activée par la liaison d'un ligand a un récepteur de mort tel que le récepteur
du TNF-a ou Fas (Behar et al., 2011; Lee et al., 2009). Il a ét¢ démontré que ’internalisation de
Mtb par les macrophages est un puissant stimulant pour la production de TNF-a qui se lie a son
récepteur TNFR1 (Lee et al., 2009; Srinivasan et al., 2014). Des domaines intracellulaires distincts
du TNF-R1 ont été¢ décrits comme le DD (death domaine) ou le NSD (neutral sphingomyelinase
domain) (Micheau and Tschopp, 2003; Montfort et al., 2010; Schneider-Brachert et al., 2004). La
transduction du signal TNF-a /TNFR1 induit plusieurs événements de signalisation intracellulaires
complexes qui conduisent a l'activation de la caspase 8, qui activera ensuite les caspases 3, 6 et 7
(Hsu et al., 1996; Lee et al., 2006; Montfort et al., 2010; Behar et al., 2011; Srinivasan et al., 2014).
La voie de signalisation intrinseque de l'apoptose peut étre induite par une augmentation des
especes oxygénées réactives cytosoliques, exposition aux UV, un stress cellulaire (Behar et al.,
2011; Lee et al.,, 2009). Ces événements modifieront 1'équilibre des membres pro et anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 en faveur de l'activation d'une majorité de protéines pro-
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apoptotiques. Parmi elles on trouve, Bax (Bcl-2-associated X protein) et Bak (Bcl-2 homologous
antagonist/killer), qui, aprés l'activation, forment des pores qui aboutissant a la perméabilité de la
membrane mitochondriale et a la libération du cytochrome ¢ dans le cytosol (Chipuk et al., 2012;
Gao and Dou, 2000; Sheridan et al., 2008). Tout comme la caspase 8, la caspase 9 clive ¢galement
et active les caspases 3, 6 et 7 (Behar et al., 2011; Hongmei, 2012). L’activation des caspases cible
et active un large éventail de protéines cellulaires, responsables des modifications morphologiques
associées a l'apoptose, telles que les DNases activées par la caspase qui clivent 'ADN

chromosomique (Galluzzi et al., 2012; Lamkanfi and Dixit, 2010).

[.3.1.8 Modulation de la disponibilité des nutriments

Les macrophages possédent un autre mécanisme bactéricide reposant sur la privation en
nutriments. En effet, au cours de sa maturation aprés la phagocytose d’un corps étranger, le
phagosome accumule a sa membrane la protéine NRAMPI1 (natural resistance-associated protein 1)
qui pompe, dans un mouvement d’antiport avec des protons, des ions fer et manganése (Fe**, Mn*")
depuis la lumiere du phagosome vers le cytosol de la cellule, privant ainsi le micro-organisme de
ces nutriments essentiels a sa survie et sa prolifération (Cellier et al., 2007; Forbes and Gros, 2001;
Zhang et al., 2019). Par ailleurs, d’autres études suggerent que le mécanisme inverse serait
¢galement vrai: les macrophages pourraient aussi non pas exclure mais accumuler des métaux,
comme le cuivre ou le zinc, dans les phagosomes, a des concentrations potentiellement toxiques
pour les micro-organismes (Neyrolles et al., 2013). 1l a été montré que les souches mutantes Mtb
déficientes en la protéine MctB (mycobacterial copper transport protein B) et I’ATPase CtpV (metal
cation transporting P-type ATPase CtpV), nécessaires pour exclure le cuivre sont moins virulentes
que la souche sauvage, ce qui montre qu’un systéme d’efflux de cuivre intact est nécessaire a la
virulence de ces bactéries (Ward et al., 2010; Wolschendorf et al., 2011; Neyrolles et al., 2015). En
outre, au cours de I’infection par Mtb, du zinc est libéré dans les macrophages, une fraction de ce
zinc libre s’accumulant dans le phagosome mycobactérien (Botella et al., 2011).

Par ailleurs, les macrophages infectés par Mrb peuvent priver le bacille du cholestérol. A cet égard,
des études ont montré que la phagocytose de Mtb et la persistance bactérienne au sein des
macrophages dépendaient du cholestérol (Gatfield and Pieters, 2000; Nguyen and Pieters, 2005). En
effet, Mtb peut accumuler et utiliser le cholestérol comme source de nutrition et exploiter les lipides
dérivés de I'hote pour réduire le stress métabolique, ce qui pourrait étre un facteur déterminant de la
virulence des pathogénes (Brzostek et al., 2009; Griffin et al., 2011, 2012; Koo et al., 2012; Lee et
al., 2013). L'accumulation de lipides dans les lysosomes modifie le pH de la vésicule pour favoriser
la survie des bactéries et inhibe la fusion entre phagosome-lysosome via le recrutement de la

protéine TACO (Tryptophan—aspartate containing coat) (Vergne et al., 2005; Cox et al., 2007; Welin
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et al., 2011). La régulation du cholestérol est une facette importante de 1'interaction hote-pathogene
entre les cellules immunitaires et Mth. Ainsi, il a été rapporté que les macrophages alvéolaires
humains et murins et les cellules dendritiques peuvent produire 'acide rétinoique all-trans (ATRA)
(Coleman et al., 2013; Kim et al., 2019). Ce métabolite actif de la vitamine A (ATRA) induit une
réduction du cholestérol cellulaire du macrophage avec coopération de la protéine transporteuse de
lipides NPC2 (Niemann-Pick de type C2), entrainait une activité anti-Mtb (Wheelwright et al.,
2014). Cette capacité¢ de I'ATRA a limiter l'infection et a réduire la survie de Mtbh dans les
macrophages peut se réaliser aussi, en réprimant l'expression de la protéine TACO pour permettre la

fusion phagosome-lysosome (Anand et al., 2008; Anand and Kaul, 2005).

1.3.2 Contournement des mécanismes bactéricides du macrophage
Mtb est un pathogene capable de détourner la réponse immunitaire de 1’hote au profit de sa survie,
en employant plusieurs stratégies. La structure particuliere de sa paroi est fortement responsable de

la survie et de la réplication du bacille dans le macrophage (Figure 7).

[.3.2.1 Recrutement des macrophages permissifs

Tous d’abord, Mtb est capable d’éviter le recrutement de macrophages microbicides, producteurs de
NO. 1l a été montré qu’il utilise un lipide de sa paroi, appelé le phthiocerol DIMycoceroserate
(PDIM), pour masquer ses PAMPs pour qu’il soit phagocyté par les macrophages permissifs et non

par les macrophages microbicides, producteurs de NO (Cambier et al., 2014).

[.3.2.2 Inhibition de la maturité et de ’acidification des phagosomes

Le Mth est capable de moduler la cascade signalétique-Ca2’, il sécréte ainsi une phosphatase
appelée : SapM, qui hydrolyse et inactive le PI-3P; et bloque I’entrée des hydrolases et le
recrutement de 1’ATPase a protons, permettant I’acidification du phagosome ; ce qui contribue a
I’inhibition de la maturation des phagosomes et est associée a la survie des mycobactéries au sein
des macrophages (Sturgill-Koszycki et al., 1994; Vergne et al., 2005; Yates et al., 2005; Zhai et al.,
2019).

[.3.2.3 Blocage de la fusion phagosome-lysosome

Par ailleurs, les mycobactéries retiennent sur le coté cytoplasmique du phagosome une protéine de
I'héte « TACO » (protéine d'enveloppe riche en aspartate de tryptophane appelée aussi: coronin-1),
ce qui probablement bloque le processus de phagocytose (Ferrari et al., 1999; Gatfield et al., 2005;
Jayachandran et al., 2007) (figure 8). Les mycobatéries sont également capables de produire une

protéine dite : la protéine kinase G (PknG) qui va inhiber la protéine kinase C o de I’hote et ainsi
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Figure 7| Paroi cellulaire de Mycobacterium tuberculosis.

La paroi cellulaire mycobactérienne est une structure complexe nécessaire pour la croissance, virulence et résistance
aux antibiotiques. Elle est composée de trois macromolécules distinctes - peptidoglycane, arabinogalactane et acides
mycoliques - qui sont entourés par une capsule externe lié de maniére non covalente aux protéines et polysaccharides
(Kieser and Rubin, 2014). NAM : acide N-acetyl muramique, NAG : N-acetyl glucosamine, meso-DAP : acide
mesodiaminopimelique, D-Ala : D-alanine.
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empécher la fusion entre le phagosome et le lysosome (Chaurasiya and Srivastava, 2009; Houben et

al., 2009; Walburger et al., 2004).

[.3.2.4 Résistance a la toxicité des réactifs azotés et oxygénés (RAO)

Des études ont montré que Mtbh a développé plusieurs stratégies pour échapper a la toxicité aux
réactifs azotés (RA). Il a été montré que Mitb peut bloquer le recrutement d’une protéine
cytoplasmique (nitric oxide synthetase), ce qui conduit a I’inhibition du 'INOS, et ainsi perturbe la
production des RA (Miller et al., 2004). De plus, Mtb produit la protéine KatG (catalase-peroxidase)
qui peut inactiver, dans le phagosome, les réactifs oxygénés (RO) (Li et al., 1998). D’autres ¢tudes
ont rapporté I’implication de certaines protéines de Mtb dans la neutralisation de 1’effet toxique des
RAO, par exemple la protéine codée par le géne mycobactérien ahpC (hydroperoxyde-réductase
d'alkyle sous-unit¢ C) qui agit conjointement avec d'autres protéines pour détoxifier 1’anion

peroxynitrite (Bryk et al., 2002).

[.3.2.5 Inhibition de ’apoptose

Les souches virulentes du Mtb peuvent bloquer ’apoptose des macrophages infectés, ainsi elles
inhibent un mode de défense potentiel permettant de limiter la multiplication bactérienne et de
faciliter la présentation d’antigeénes. Le Mtb virulent induit la nécrose et donc a la dissémination de
I’agent pathogeéne dans les poumons (Gan et al., 2008; Zhai et al., 2019). D’un autre c6té, certaines
protéines sécrétées par le Mtb fortement virulent, telles que la superoxyde dismutase, le peroxyde
d'hydrogene /peroxydase (KatG), la sérine/thréonine protéine kinase (PknE), la NADH-quinone
oxidoreductase subunit G (NuoG) inhibent 1'apoptose du macrophage (Danelishvili et al., 2010;
Hmama et al., 2015; Miller et al., 2010). Ils agissent en régulant la production d’oxide d’azote et de
cytokines pro-inflammatoires pour changer la relation avec les TLRs. Par conséquent, ils inhibent
I'apoptose induite par le TNF-a et interfére avec les voies de la caspase (Hmama et al., 2015;

Upadhyay et al., 2018), JAK2 / STATI (Rojas et al., 2002), TNF-a (Clay et al., 2008) et Bcl-2 pour
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Figure 8 | Inhibition de la fusion du phagosome et du lysosome par Mtb (d’aprés (Pieters, 2008)).

Mtb sécréte la phosphatase SapM qui hydrolyse le PI3P, composant de la membrane du phagosome essentiel a la fusion.
Par ailleurs, les LAM de la surface de M¢b inhibent la biosynthése de PI3P. Mth sécréte également la sérine/thréonine
kinase PknG qui est essentielle a I’inhibition de la fusion du phagosome et du lysosome. Enfin, la Coronin 1 est recrutée
et retenue a la surface du phagosome par M¢b. Elle active la calcineurine qui, une fois activée, participe a I’inhibition de
la fusion du phagosome et du lysosome.
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réduire 1'apoptose des macrophages et augmenter le taux de survie des agents pathogénes (Sanchez
et al., 2012; Zhai et al., 2019). De plus, le Mtb inhibe la voie intrinseque de 1’apoptose en bloquant
la syntheése du TNF-a par les macrophages et ceci via I’induction de la production de la cytokine IL-

10 (Balcewicz-Sablinska et al., 1998; Koul et al., 2004; Zhai et al., 2019).

[.3.2.6 Echappement du cytosol

Les souches virulentes de Mtb ont la capacité de s'échapper du phagosome dans le cytosol via le
systeme de sécrétion de type VII ESX-1 (major virulence-associated type VII secretion system)
(Houben et al., 2012; Simeone et al., 2012; van der Wel et al., 2007). Il semblerait que le systéme de
sécrétion de protéines ESX-1, codé par les geénes de la région de différence 1 (RD1), joue un rdle
dans cette faculté de dissémination des mycobactéries (Hsu et al., 2003; B.-R. Kim et al., 2019;
Stanley et al., 2003). Le systéeme EXS-1 code pour les protéines cruciales pour la virulence de Mib,
dont les principales sont ESAT-6 et CFP-10 qui sont capables d’induire la perforation de la
membrane du phagosome conduisant a sa rupture compléte, ce qui permet au bacille de s’échapper
et de se disséminer dans d’autres cellules (Augenstreich et al., 2017; Quigley et al., 2017; Simeone
et al., 2012). La rupture phagosomale dérivée de ESX-1 peut entrainer une toxicité et une mort
accrue des cellules hotes, contribuant également a la virulence des mycobactéries pathogénes via
une croissance bactérienne intracellulaire accrue (Aguilo et al., 2013; Augenstreich et al., 2017;
Majlessi and Brosch, 2015). L’utilisation de la translocation dans le cytoplasme par le Mtb
représente un avantage certain pour le pathogéne pour 1’acquisition de nutriments indispensable a sa

croissance et pour une meilleur dissémination (figure 9).

1.3.2.7 D’autres stratégies d’échappement aux mécanismes bactéricides

Le Mtb est capable de capturer le fer extracellulaire principalement par des chélateurs de fer dits
les sidérophores. On trouve deux chélateurs: La carboxymycobactine (Gobin and Horwitz, 1996;
Olakanmi et al., 2004) et la mycobactine (Rodriguez and Smith, 2006; Ryndak et al., 2010). En
outre, le pathogéne peut s’adapter a un environnement hypoxique (granulome) au manque
d’oxygeéne et de nutriments (Deb et al., 2009; Via et al., 2008). En effet, le bacille induit
I’expression de I’opéron DosR/DosS/DosT qui lui permettent le passage d’un métabolisme aérobie
a un métabolisme anaérobie (dormance) (Park et al., 2003; Trauner et al., 2012). En outre, il peut
utiliser les lipides et le cholestérol comme source de carbone (McKinney et al., 2000; Pandey and

Sassetti, 2008).
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Figure 9 | Interactions de Mth avec le phagosome de macrophages activés. L'interaction de Mtb avec les
PRR de macrophages déclenche la phagocytose des bactéries. La premicre stratégie de Mtb pour conquérir les
macrophages consiste a inhiber la maturation et I’acidification des phagosomes par I’expression ou la sécrétion de
facteurs bactériens (LAM, SapM, PtpA) ou en renversant des voies de 1’hote telles que la signalisation TACO ou CISH.
Les bactéries acceédent ensuite progressivement au cytosol par ’action du systéme de sécrétion ESX-1 et du DIM /
PDIM. Lorsqu'elles sont en contact avec le cytosol, les bactéries sont ciblées par l'ubiquitine ligase (Parkin, Smurf1) et /
ou activent des voies de reconnaissance cytosoliques spécifiques (gal8, cGAS ou AIM2). Cette derniére étape induit
I'expression de I'IFN de type I, l'activation de l'inflammasome NRLP3 et l'initiation de l'autophagie. Enfin, le Mtb
cytosolique induit des programmes de mort des cellules hdtes pour améliorer sa dissémination. En vert: facteurs
bactériens; en noir: facteurs de macrophage (Queval et al., 2017).
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1.4 Facteurs génétiques de susceptibilité a la tuberculose

L’implication des facteurs génétiques dans la prédisposition a la TB est largement démontrée dans
la littérature. La premiere illustration dramatique a ce concept est fournie par les résultats de
I’évenement "Liibeck 1926", ou on a injecté accidentellement une souche virulente de Mtb au lieu
du vaccin BCG. Sur les 251 enfants qui recurent la méme dose de mycobactérie, 77 décédérent,
127 eurent des signes radiologiques de la maladie, tandis que 47 restérent asymptomatiques (Dubos
and Dubos, 1987).

Par ailleurs, les études de jumeaux ont montré un taux de concordance pour la maladie plus grand
chez les jJumeaux monozygotes (~ 60%) que chez les dizygotes (~ 35%) (Comstock, 1978).

D’autres arguments a I’implication des facteurs génétiques dans la prédisposition a la TB sont
fournis par les observations épidémiologiques. Curieusement, seule une petite proportion (5 a 10%)
des personnes exposées au Mtb développera des formes cliniques de la maladie alors que la majorité
(90 a2 95%) contrdlera l'infection qui reste latente.

De méme, les fortes différences inter-é¢thniques ont également montré le réle majeur des facteurs
génétiques de 1’hdte dans la réponse au Mrb. Une prévalence €levée de la TB a été observée dans les
populations d’origine africaine par rapport a celles d’origine caucasienne (Stead et al., 1990a).

Pour identifier les génes prédisposant a une maladie multifactorielle comme la TB, il faut d’abord
définir les genes candidats. Pour réaliser ceci, deux strategies sont possibles (figure 9); La premicre
c’est I’approche explorant le génome entier; Il peut s’agir d’études d’association génome entier
(¢tude GWAS (Genome Wide Association study)), d’études d’expression pangénomique (¢tudes du
transcriptome), études de liaison génétique et des études de séquengage direct du génome.

Alors que la deuxiéme stratégie, c’est I’approche théorique qui vise a définir des génes candidats
"par hypothése" en se basant sur les connaissances a priori ou fonction supposée d'un géne. Dans le
contexte de la TB c’est les génes impliqués dans la réponse immunitaire.

Une fois que les genes sont définis, I’investigation se poursuit pour détecter le ou les variants
génétiques (mutations) pouvant prédisposer a la maladie. Quand la prédisposition est due a de
mutations rares, on parle d’une prédisposition monogénique ou prédisposition génétique
mendélienne, en opposé on parle d’une prédisposition génétique complexe ou polygénique lorsqu’il

s’agit des polymorphismes plus fréquents ayant un effet plus modéré sur le risque de la maladie.
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Figure 10| Stratégie générale de la recherche des geénes de susceptibilité dans une maladie
multifactorielle comme la TB.
L’approche dite « test d’hypothéses consiste a sélectionner des genes candidats sur la base d’observations et d’études
réalisées chez ’Homme ou I’animal. Alors que I’approche dite « génération d’hypothéses » consiste a identifier des
genes candidats en criblant dans un premier temps 1’ensemble du génome (modifi¢ a partir de Gaschignard et al., 2013).
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Dans le cas de la TB, il semblerait que la prédisposition génétique a la maladie présente plusieurs
aspects. L’hypothese du spectre continu dans le contrdle génétique de la TB clinique a été proposée.
Elle suggere que la prédisposition génétique a la TB est dépendante de I’age (figure 11), ainsi elle
est polygénique et complexe faisant impliquer plusieurs variants génétiques a effet modéré, chez
I’adulte. En opposé, le controle génétique est simple et monogénétique a effet fort, chez 1I’enfant, ou
il y a une relation de cause a effet entre certains variants génétiques rares et la TB sévere. Ces deux
aspects de prédisposition génétique a la TB constitue les deux extrémités d’un spectre continu qui
passe par I’effet du géne majeur (Abel et al., 2018, 2014; Casanova and Abel, 2013; Alcais et al.,
2005; Greenwood et al., 2000; Abel and Casanova, 2000).

Cas genétiques
(%) &

Mendélien

Géne majeur

Polygénigue

: S : . P Age

15 30 45 60

Figure 11| Spectre de prédisposition génétique a la tuberculose en fonction de I’age des

patients

En effet, les études de génétique mendélienne ont pu démontrer chez 1’enfant, une relation causale
entre un syndrome rare appelé: le syndrome de prédisposition sélective a des infections par des
mycobactéries peu virulentes (MSMD: Mendelian susceptibility to mycobacterial diseases) et
certaines mutations rares de sept génes autosomaux: I[FNGRI, IFNGR2, STATI, IL12RB1, IL12B,
IRF'S, ISG15 et deux genes sur le chromosome X: NEMO et CYBB (Bogunovic et al., 2012;
Bustamante et al., 2011a; Filipe-Santos et al., 2006a; Hambleton et al., 2011). Ces mutations
affectent la boucle d’activation existant entre I’[L-12, I’'IL-23 et ’IFN-y (Filipe-Santos et al., 2006a;
Hambleton et al., 2011). De fagon plus intéressante, il a été remarqué que plusieurs patients qui sont
porteurs de ces mutations ont présentés la TB (Altare et al., 2001; Boisson-Dupuis et al., 2011;
Dorman et al., 2004; Fieschi et al., 2003; Jouanguy et al., 1997; Picard et al., 2002). Cette

observation est fascinante puisqu’elle a démontré que la TB de 1’enfant, souvent sévere et extra-
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pulmonaire pouvait révéler une prédisposition mendélienne (Abel et al., 2014; Alcais et al., 2005;
Casanova and Abel, 2002).

Par ailleurs, chez 1’adulte I’infection tuberculeuse est souvent limitée aux poumons et refléte la
réactivation de la TB latente a partir d’une primo-infection asymptomatique (Alcais et al., 2005).
D’innombrables études d’associations, dont le principe général est de comparer la fréquence des
polymorphismes entre des sujets malades et des sujets sains, ont été menées chez [’adulte.
Malheureusement, les résultats rapportés sont parfois peu convaincants. De plus, plusieurs genes
candidats par hypothése ont été investigués par des études d’associations, dont les résultats ont
permis d’associer beaucoup de variants génétiques a la TB chez des populations différentes. Nous
citons principalement le géne NRAMPI, le systtme HLA (HLA-DR2, DQB1), VDR, I’INF-y, DC-
SIGN (CD209), les récepteurs TLR1 et TLR?2 (tableau 1).

Au Maroc, de nombreuses ¢tudes génétiques ont ¢t¢ menées afin d’évaluer I’impact de plusieurs
polymorphismes sur la susceptibilité ou la résistance a la TB. A ce propos, plusieurs études cas-
témoin ont été réalisées dans la population marocaine (tableau 2).

Cependant les résultats sont peu convaincants, voir méme contradictoires des fois, ce qui rend leur
interprétation plus difficile (Azad et al., 2012; Mdller et al., 2010).

D’autres stratégies ont été utilisées pour étudier la question de la prédisposition génétique de la TB
chez I’adulte. Il s’agit des approches explorant le génome entier. Dans ce contexte trois études
GWAS ont été réalisée pour I'instant. La premicre a été réalisée sur une population gambienne et
ghanéenne et n’a identifié¢ qu’un seul variant situé¢ dans la région chromosomique 18q 11, associé a
la susceptibilit¢ de développer une TB pulmonaire (Thye et al., 2010). Un second polymorphisme
appartenant a la région 11p13, le rs2057178 a été investigué chez quatre populations ghanéenne,
gambienne, indonésienne et russe. Ce variant génétique a été associé a la protection contre la TB
chez les individus ghanéens, les gambiens et les russes or aucune association n’a ét¢ détectée chez
les indonésiens (Thye et al., 2012). Une autre étude GWAS réalisée chez des populations asiatiques
a permis d’identifier un locus situé¢ dans la région chromosomique 20q12 comme étant associé¢ au
risque de développer la TB mais uniquement chez des sujets jeunes (Mahasirimongkol et al., 2012).
De fagon plus intéressante, une étude de liaison génétique avec criblage complet du génome entier a
¢té réalisée sur une population Marocaine et dont les résultats ont permis d’identifier un locus de
susceptibilité majeur a la TB dans la région 8q12-13 (Lod score=3,49, p=3x10"), indiquant la
présence d’un gene majeur ou un groupe de géne de susceptibilité a la TB (Baghdadi et al., 2000).
En outre, il a été rapporté que deux variants génétiques du géne TOX sont fortement associés a la
TB pulmonaire chez les sujets jeunes (ayant développés la TB avant 25 ans) (Grant et al., 2013).

La réalisation d’une exploration génétique de cette région chromosomique, est d’un intérét majeur

pour identifier le ou les génes impliqués dans le controle génétique de la TB.
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En se basant sur leurs roles importants dans la réponse immunitaire, nous avons sélectionné deux
genes candidats par hypothése localisés dans la région 8ql2-13. Il s’agit du géne CYP7AI
(Cytochrome P450 sous famille A membre 1) et du géne NSMAF (Neutral sphingomyelinase

activation associated factor).
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Tableau 1. Associations des variants génétiques de certains genes avec la TB.

HLA

Cytokines
&chemokines

Geénes

génes
T
“
AN

NRAMPI
(SLC11AI)

CD209 (DC-SIGN)

Récepteurs

VDR

TLR?

IFN-y

ITNF-a

Génotype/Allele

DRB1*1202
DQBI1*0601
INT4 G /C

3’UTR

D543N

-336G

-871A
Fok T/C (rs10735810)

Taq C/T (rs731236)
Bsm A/G (rs1544410)

Arg753Glu
Arg677Trp

+874A

-238GG
-857 C/T

Association

avec la TB

Pos
Pos

Pos

Pos

Pos

Pos
Pos

Pos

Pos

Pos

Pos

Pos

Nég

Neég

Neég

Population

Indonésienne

Indienne

Ouest africaine
Ouest africaine
Coréenne
Chinoise de Han
Ouest africaine
Chinoise de Han
Tunisienne

Sud africaine
Africaine Sub-
Saharienne

Sud africaine

Chinoise de Han

Gambienne
Turque

Turque

Tunisienne

Sud africaine
Brésilienne

Iranienne
Chinoise

p-value

0.0008

0.008
0.009

<0.001
0.02
0.03
0.008
0.041
0.003*

0.01
0.006

8,2x10™
0.002
0.01

0.000

0.019
<0.001

0.0055
<0.0001

0.0009
0.001

OR (95 % CI)
0.32 (0.16-0.64)

2.32 (1.29-4.27)
1.83 (1.22-2.75)

1.85(1.35-2.54)
1.845 (1.097-3.104)
1.89 (1.171-3.051)
1.85 (1.20-2.85)
2.59 (1.043-6.434)
1.85 (1.2-2.88)

1.48 (1.08-2.02)
0.86 (0.77-0.96)

1.85 (1.29-2.66)
2.345(1.222-4.499)

0.53 (0.31-0.88)
1.61 (1.23-2.11)
5.55 (1.68-18.34)

1.64 (1.16-2.30)
1.64-3.22

1.70 (5.45-19.34)
0.68 (0.53— 0.86)

Références

Yuliwulandari
etal., 2010
Ravikumar et al., 1999

Bellamy et al., 1998

Bellamy et al., 1998
Ryu et al., 2000

Liu et al., 2004
Bellamy et al., 1998
Liu et al., 2004
Ben-Selma et al., 2012

Barriero et al., 2006
Vannberg et al., 2008

Barriero et al., 2006
Liu et al., 2004

Bellamy et al., 1999
Ates et al., 2011

Ogus et al., 2004
Ben-Ali et al., 2004

Roussouw et al., 2003
Vallinoto et al., 2010

Amirzargar et al., 2006
Maetal., 2010
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Enzymes

MIF

IL-12

MCP-1(CCL2)

PTPN22

MBL

-173C

P40 intron 2-repeat marker
(ATT)g

-2581G (alias :
-2518A/G ; 1s1024611)

-362C
1858T
G875A Exonl

G57D Exonl

Pos

Pos

Pos
Pos

Pos

Nég
Nég

Nég

Nég

Colombienne
Iranienne
Chinoise du sud-
ouest

Chinoise de Hong
Kong

Mexicaine
Coréene
Ghanéene

Ghanéene

Colombienne
Indienne

Gambienne

0.02
0.028
<0.001

<0.001

0.0026
0.0001
0.0002

0.000019

0.04

0.02
0.037

1.64 (1.07-2.52)
1.63 (1.07-2.48)
2.12 (1.45-3.10)

2.14 (1.45-3.19)
2.45 (1.88-3.19)

2.63 (1.85-3.73)
0.81 (0.73-0.91)

0.83 (0.76-0.90)

0.3 (0.08-1.04)
3.85 (1.66-8.88)

0.79 (0.64-0.99)

Gomez et al., 2007
Hashemi et al., 2014
Lietal., 2012

Tsoet al., 2004
Flores-Villanueva et

al., 2005
Thye et al., 2009

Thye et al., 2009

Gomez et al., 2005
Vaid et al., 2006

Bellamy et al., 1998b
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Tableau 2. Polymorphismes de geénes candidats associés a la prédisposition a TB chez la population

marocaine.

Genes/. Association avec la TB p-value OR Références

Polymorphisme
TLR2/4597CT Négative 0.016 0.65 (0.45-0.94)
Arjietal., 2014
TLR4/+7263C Positive 0.021 1.63 (1.06-2.57)
MIF/-173CC Positive 0.02 133 (105229 quak et al., 2010
MCP-1/-2518GG Négative 0.016 0.35(0.13-0.86)  Arjietal., 2012
PTPN22/1885T Négative 0.01 0.14 (0.01-0.93)  Lamsyabh et al., 2009
VDR (f-b-a-T) Négative <0.00001  0.18(0.09-0.35)  Arji ctal., 2014
haplotype
IL-12Rp1
-111A/T Négative 0.019 2.03 (1.04-4.04) Remus et al., 2004

-2C/T Positive 0.013 2.69 (1.19-6.09)

STAT4 rs897200 GG Négative 0.019 1.35(1.05-1.74) Sabir et al., 2014
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I.5 Le gene NSMAF (Neutral sphingomyelinase activation associated factor)

Le géne NSMAF est localisé au niveau de la région 8q12.1, entre 59496063 et 59572403 Kb chez
I’homme (figure 12), et il est constitué de 31 exons et 30 introns. Le géne code pour la protéine

FAN (Factor associated with neutral sphingomyelinase activation) (Adam-Klages et al., 1996).

',"‘ ‘\“_\ Human chromosome 8
[58907113p . . [59119293p
¢ >
FAM1108 SDCBP
CYP7A1 € TOX
NSMAF €

Figure 12 | Schéma représentatif montrant la localisation du géne NSMAF dans le chromosome 8
(modifié a partir du NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/.).
Le géne NSMAF est localisé dans la région chromosomique 8q12.13, tout prét des genes 70X et CYP7A1.

I.5.1 Structure de la protéine FAN

La protéine humaine FAN est constituée de 917 acides aminés, avec une masse moléculaire de 104
KDa. L’analyse de séquence de la protéine a permis sa classification au sein de la famille des
protéines a répétition qui se composent principalement de protéines régulatrices (Adam-Klages et
al., 1998, 1998). Ainsi, la partie C-terminale révele la présence de cinqg domaines répétés WD riches
en tryptophane et en acide aspartique (Adam-Klages et al., 1998). Ces domaines WD sont
nécessaires pour I’interaction de la protéine avec le domaine NSD (neutral sphingomyelinase
domain) du TNFR-1 (tumor necrosis factor- receptor), ainsi qu’avec une autre protéine a répétition
RACKI (receptor for activated C kinase 1) qui participe aux fonctions cellulaires de FAN par le
recrutement de la PKC (protéine kinase C). Le domaine effecteur de FAN est localisé au niveau de
la partie N-terminale, il contient deux domaines : BEACH (beige and cheidiak-Higashi) et PH
(pleckstrinhomology) (Jogl et al., 2002). Ce dernier (PH) se lie spécifiquement a la PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ou PtdIns(4,5) P2), permettant la localisation de FAN au

niveau de la membrane plasmique (Haubert et al., 2007). Le domaine BEACH interagit
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physiquement et fonctionnellement avec le domaine PH, les deux sont nécessaires pour 1’activation

induite par le TNF des sphingomy¢linases neutre 2 et 3 (Jogl et al., 2002) (figure 13).

Pl(4,5)P2 TNF-R1
1 1393 290 575 628 914 917
NH2 | PH | BEACH M ' COOH
Neutral
sphingomyelinase — RACK1
activation

Figure 13 | Structure de la protéine FAN (Montfort et al., 2010b)

La protéine FAN posseéde, au niveau de sa portion carboxy-terminale, cinq domaines riches en tryptophane et en acide
aspartique (domaines WD), qui interagissent avec le domaine NSD (neutral sphingomyelinase domain) du récepteur I
du TNF (TNF-RI). Le domaine N-Terminal de FAN est composé du domaine PH qui se lie a PIP2, ainsi que le domaine
BEACH. Les deux interagissent physiquement et fonctionnellement pour I’activation de N-Smase.

I1 est aussi important de noter que I’implication de la protéine FAN dans le processus de la mort
cellulaire ne se limite pas uniquement a son interaction seule avec le TNFR-1, la protéine FAN
interagit physiquement et fonctionnellement avec le CD40 qui posséde des domaines homologues

du NSD ce qui déclenche la voie du céramide (Sanchez et al., 2001; Ségui et al., 1999).

I.5.2 Role de la protéine FAN:

[.5.2.1 Role de la protéine FAN dans le déclenchement de la
sphingomyélinase neutre et la signalisation apoptotique

C’¢était en 2001, que I’équipe de Ségui et al. a rapporté pour la premicre fois que la protéine FAN
est impliquée dans 1’apoptose induite par le TNF dans les fibroblastes humains et de souris (Ségui et
al., 2001). Par la suite, ce role a ét¢ démontré grace aux travaux de Gores et al. dans des cellules
hépatiques de rat (Werneburg et al., 2004).

Le déclenchement des voies de signalisation conduisant a 1’apoptose implique le TNF-a qui se lie
spécifiquement a deux récepteurs distincts: TNF-R1 (CD120a) (55 kDa) et TNF-R2 (CD120b) (75

kDa) (Ménnel and Echtenacher, 2000). Un des mécanismes maintenant bien connu est le
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recrutement par I’intermédiaire du domaine de mort du TNF-R1 de protéines adaptatrices qui elles-
mémes recrutent la pro-caspase 8.

La plupart des voies de signalisation engageant le TNF-a, dépendent de sa capacité a activer le
TNF-R1 (Montfort et al., 2010b). Ce dernier a une structure particuliere constituée de deux régions
importantes: la premicre est le domaine de mort (death domain), qui est une séquence de 80 acides
aminés considérée comme indispensable au déclenchement de 1’apoptose induite par le TNF, il
intervient dans ’activation de la voie pro-inflammatoire (Micheau and Tschopp, 2003; Schneider-
Brachert et al., 2004). La deuxiéme région est le domaine NSD (neutral sphingomyelinase domain),
qui se lie spécifiquement a la protéine FAN (Adam et al.,, 1996). Cette interaction induit a
I’activation des sphingomyélinases neutres 2 et 3 ce qui déclenche I’activation de la voie
«sphingomyéline-céramide» qui consiste en 1’hydrolyse transitoire de la sphingomyéline (figure 14)
par une sphingomyé¢linase conduisant ainsi a la production de la céramide (figure 15) (Levade and
Jaffrézou, 1999). Ce dernier est un second messager sphingolipidique impliqué dans la régulation
de la différenciation cellulaire, la prolifération et participe a I’induction de I’apoptose via
I’activation des caspases par un mécanisme dépendant du relargage du cytochrome C dans le
cytosol (Cuvillier et al., 2000) (figures 16 et 17).

En effet, une expression stable dans les fibroblastes humains d'une forme dominante négative de
FAN atténue ’activation des caspases et la libération du cytochrome c¢ des mitochondries et inhibe

fortement la mort cellulaire déclenchée par le TNF-a.
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Figure 14 | Structure chimique de la sphingomyéline (Young et al., 2012)
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Figure 15| Structure chimique de la céramide (Young et al., 2012)
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Figure 16 | Interaction de la protéine FAN avec le TNFRI1 et son role dans la signalisation pro-
apoptotique (Ségui et al., 2001). La protéine FAN par son domaine effecteur, se lie spécifiquement au domine NSD
du récepteur TNFR-1, ce qui déclenche une activation de la SMase neutre. La SMase neutre hydrolyse la

sphingomy¢line en céramide. La céramide produite pourrait contribuer a la libération du cytochrome C dans le cytosol
et activer la cascade apoptotique.

THF-R1

(Ceramide 4= Sphingomyelin|

*‘\ /* ‘ Remodelage du
FAN

AN JNsD cytosguelette

i

Expression des génes
00 |

Inflammation

Figure 17 | Role de FAN dans les voies de signalisation impliquant le récepteur TNFR1(Montfort et al.,
2010b). La protéine FAN se lie avec le domaine NSD du TNF-R1 et stimule les N-Smases 2 et 3, ce qui active la voie
« sphingomy¢line—céramide ». En plus, la protéine FAN est nécessaire pour 1’activation du CDC42 et le remodelage du
cytosquelette. FAN est impliquée également dans la modulation de I’expression des génes pro-inflammatoires ainsi que
dans I’activation de la cascade des caspases qui déclenche le processus de mort cellulaire programmeée.
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[.5.2.2 TImplication de la protéine FAN dans ’inflammation et dans les
réponses immunitaires

Outre son role dans 1’activation des sphingomy¢élinases 2 et 3 et son implication dans 1’induction du
processus apoptotique dépendent du TNF-q, la protéine FAN semble aussi étre impliquée dans la
signalisation inflammatoire. Des études faites sur des fibroblastes de souris (MEFs) expriment le
récepteur TNF-R1 humain de type sauvage ou le TNF-R1 sans NSD (Neumeyer et al., 2006), ont
montré que I’expression de certains cytokines pro-inflammatoires est médiée en partie par TNF-R1
NSD (Montfort et al., 2009). En fait la délétion du NSD perturbe 1’expression génétique induite par
le TNF-0. En outre, dans les MEF déficients en FAN, l'expression génique pro-inflammatoire
induite par le TNF-a a été sélectivement modifiée (Montfort et al., 2009). La protéine FAN est
nécessaire pour I’expression des génes codants pour CXCL2 (C-X-C motif chemokine 2) et 1’I1-6
(Montfort et al., 2009). En effet, on a remarqué que par rapport aux souris sauvages, la réponse
humorale des souris déficientes en FAN, était faible et qu’elle était associée a une réduction du
nombre de leucocytes y compris les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques,
suggérant ainsi, I’implication de la protéine FAN dans le recrutement des leucocytes et dans
I’établissement de la réponse immunitaire spécifique (Montfort et al., 2009). Le mécanisme

moléculaire par le quel FAN module les réponses immunitaires n’est pas encore ¢lucidé.

[.5.2.3 D’autres roles physiologiques de la protéine FAN

Le role de la protéine FAN ne se limite pas uniquement a 1’implication dans le processus de la mort
cellulaire programmée et la modulation des réponses immunitaires et inflammatoires. En effet, des
¢tudes menées sur des souris déficientes en FAN ont présenté une augmentation de la perte d'eau
trans épidermique et une cinétique de récupération retardée apres rupture de la barriére cutanée, qui
¢tait associé a une prolifération réduite des kératinocytes (Kreder et al., 1999a). Par ailleurs, il a été
rapporté que la protéine FAN peut moduler les filaments d’actine en réponse au TNF-a (Haubert et
al., 2007; Peppelenbosch et al., 1999a). Cette modulation est dépendante de I’activation du cdc-42
et non pas du Rac et Rho, puisque son activation est altérée par I’absence de FAN (figure 17)
(Haubert et al., 2007). De plus, une ¢étude a rapporté que la protéine FAN pouvait réguler la
migration des neutrophiles en réponse au TNF-a (Montfort et al., 2009).

Par ailleurs, la protéine FAN semble intervenir dans la régulation de la perméabilité lysosomale et la
libération de la cathepsine B ; En effet, il a été rapporté que la surexpression d’un dominant négatif
de la protéine FAN a altéré I’activation de la caspase et a augmenté la perméabilité lysosomale et la
libération de la cathepsine par le lysosome (Werneburg et al., 2004). Les mécanismes par lesquels

FAN assure ses roles physiologiques restent a établir.
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1.6 Le géne CYP7A1 (Cytochrome P450 sous famille A membre 1)

Le CYP7A1 est un geéne localisé dans la région ql12.1 du chromosome 8. Il s’étend sur 9,98 kb. Il
contient 6 exons, 5 introns, une région 5'-UTR, et une région 3'-UTR (Cohen et al., 1992) (figure
18). 1l code pour une enzyme nommée: cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1).
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Figure 18 | Structure du géne CYP7A1 (modifié a partir de (Nakamoto et al., 2006))

1.6.1 Régulation transcriptionnelle du gene CYP7A41

La régulation de I’expression du géne est complexe; elle est assurée par I’interaction au niveau du
promoteur, avec de nombreux facteurs de transcription et récepteurs nucléaires (Tableau 3),
notamment HNF4a (hepatocytenuclear factor 4 alpha), (Cooper et al., 1997), FTF (alpha(1)-
fetoprotein transcription factor) (del Castillo-Olivares and Gil, 2000), SHP (small heterodimer
partner) (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000), and PGC-1a (peroxisome proliferator activated
receptor y coactivator-1a) (Bhalla et al., 2004; Ponugoti et al., 2007; Shin et al., 2003), LRH-1
(liver receptor homolog 1) (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000), FoxO1 (forkhead transcription
factor O1) (Park and Pak, 2011), FXR (farnsoid X receptor) (Chiang et al., 2000), PXR (pregnane X
receptor ou SXR (connu également sous le nom de steroid and xenobiotic sensing nuclear receptor )
(Copple and Li, 2016), and VDR (vitamin D3 receptor) (Chiang, 2005; Chow et al., 2014; Han and
Chiang, 2009).

En fait, la région promotrice du gene CYP7A1 est un exemple typique du promoteur liant ’ARN
polymérase II avec une boite TATA (Fang, 2017; Molowa et al., 1992). L’analyse cartographique de

ce promoteur a identifié, en amont de la boite TATA, la présence de deux régions BARE (bile acid-
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responsive element) I et II potentielles contenant des sites de liaison de plusieurs facteurs de
transcription (Chiang and Stroup, 1994).

Par ailleurs, il est important de noter que 1’expression de CYP7A4I est modulée par plusieurs
effecteurs endogénes ou exogeénes. Parmi eux on trouve les vitamines liposolubles A et D (Chow et
al., 2014; Jahn et al., 2016; Saeed et al., 2017; Schmidt et al., 2010). En effet, la vitamine A interagit
avec les RARs (retinoic acid receptors) et/ou RXR (retinoid x receptor) (Mangelsdorf et al., 1995)
et induit D’expression FXR-dépendante du FGF19 (fibroblast growth factor 19) conduisant a la
répression du géne CYP7A1 (Schmidt et al., 2010). La vitamine A peut stimuler la synthése du
FGF19 de fagon directe en interagissant avec le géne FGFI9 (Jahn et al., 2016). De méme, la
vitamine D est capable d’inhiber 1’expression du CYP7A41 via I’interaction avec son récepteur le
VDR (voir la régulation par le VDR) (Chow et al., 2014; Schmidt et al., 2010).

D’autres régulateurs endogeénes semblent jouer un role important dans la régulation de la
transcription du gene CYP7A1, tel que: le glucose (Li et al., 2010), les glucocorticoides (Xiao et al.,
2016), les hormones thyroidiennes (Drover and Agellon, 2004; Ellis, 2006), le glucagon (Song and
Chiang, 2006), I’insuline (Park and Pak, 2011; Twisk et al., 1995) et surtout les acides biliaires
(Chiang and Stroup, 1994; Chiang, 2013a; Jufica et al., 2016). Dans ce contexte, il a été rapporté
que les acides biliaires hydrophobes sont de puissants inhibiteurs de la transcription du CYP741.
Cette répression est assuré par le biais des régions trés conservées, BARE I et II qui sont des
¢léments de réponse aux acides biliaires (Chiang et al., 2000; Chiang and Stroup, 1994; Chiang,
2013b; Fang, 2017; Li and Chiang, 2014a). Les acides biliaires sont les ligands physiologiques du
récepteur nucléaire FXR (Fang, 2017; Makishima et al., 1999; Tu et al., 2000). Le FXR activé par
les acides biliaires induit 1’expression du gene codant pour le SHP qui agit comme un répresseur
transcriptionnel au niveau du promoteur du géne CYP7A41 (figure 19) (Chiang, 2002; Edwards et al.,
2002; Han, 2018; Li-Hawkins et al., 2002; Lu et al., 2000). FXR induit dans I’intestin le FGF19
(FGF19 chez I’homme; FGF15 chez la souris), qui active le récepteur hépatique FGFR4 (fibroblast
growth factor receptor 4). Lors de I’activation de ce dernier, la voie de signalisation kinase c-Jun
NH (2) -terminale (JNK) est active, a son tour elle supprime I’expression du géene CYP7A1 pour
réduire la synthése des acides biliaires dans le foie (figure 20) (Byun et al., 2018; Camilleri and
Gores, 2015; Inagaki et al., 2005; Kliewer and Mangelsdorf, 2015).

En revanche, le géne CYP7A41 peut étre réprimé indépendamment au FXR (figure 21). En effet,
I’acide lithocholique (acide biliaire secondaire) (LCA) est un ligand de PXR et VDR. Ces deux
récepteurs peuvent se lier a la séquence BARE-I du promoteur du CYP741. Le PXR interagit avec
HNF40 et bloque son recrutement du co-activateur PGC-lo, causant une inhibition de la
transcription (Han, 2018; Han and Chiang, 2009; Li and Chiang, 2005). En plus, il a été rapporté

qu’un récepteur nommé CAR (constitutive androstane receptor) se lie au promoteur CYP741 et
40



entre en compétition avec HNF4a pour les coactivateurs PGC-la et le récepteur des

glucocorticoides aboutissant a une inhibition de la transcription du CYP7A41 (Miao et al., 2006).

Géne SHP

Acides biliaires

e C
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Figure 19 | Régulation transcriptionnelle, FXR dépendante du géne CYP7A41 (Fang, 2017).

Lors de l'activation de FXR par les acides biliaires, FXR s’associe au RXR, 1’hétérodimére induit 1'expression génique
du SHP, qui réprime 1’expression génique du CYP7A1 et réduit donc le taux de synthése des acides biliaires hépatiques
par le feedback négatif.
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Figure 20 | Régulation de I’expression du géne CYP7A1 par P’activation intestinale du FXR.

La sécrétion d'acides biliaires dans l'intestin active le FXR, conduisant a l'induction du facteur FGF15 / 19. Les
protéines FGF15 / 19 élevées vont retourner vers le foie par la veine porte pour se lier au récepteur FGFR4 des
hépatocytes. A ce moment-la, la voie de kinase c-Jun NH (2) -terminale (JNK) est activée, en conséquent, le géne
CYP7AI est réprimé.
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Comme le PXR, le VDR activé par le LCA, peut interagir avec HNF4a et bloque le recrutement de
PGC-1a, mais il est aussi capable de recruter des corépresseurs du CYP741 (Gupta et al., 2001).

Par ailleurs, il a été rapporté que les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B) sont capables
d’inhiber la transcription du géne CYP7A41 (Li et al., 2006a; Miyake et al., 2000). En effet, au cours
de la réponse de la phase aigué, les macrophages hépatiques (cellules de Kupfter) sont activés suite
au signal TLR-4 qui a interagit avec le lipopolysaccharide ou également suite a I’induction par les
acides biliaires (Chiang, 2013b; Li et al., 2006a; Miyake et al., 2000), ces cellules libérent le TNF-a
et IL-18. Ces derniers peuvent activer le récepteur TNF et la voie MAPK / JNK (Miyake et al.,
2000). Le JNK phosphoryle cJun et HNF4a et entraine 1'inhibition du CYP7A41 (Gupta et al., 2001;
Li et al., 2006b). De plus, les cellules de Kupffer activent les cellules stéllaires hépatiques (HSC)
qui sécretent le TGFB-1 (transforming growth factor beta 1). Cette cytokine avec les acides biliaires
activent la voie Ras / MAPK / JNK, induisent les dérivés réactifs oxydatifs (ROS) et phosphorylent
le suppresseur de tumeur p53 (Cordenonsi et al., 2007; Wilkinson et al., 2005). Il a été rapporté que
p53 interagit avec HNF4a et inhibe son activation et peut entrainer une inhibition du CYP741
(Maeda et al., 2002).

En plus, la sécrétion de TGFB-1 induit dans les hépatocytes la voie de signalisation SMAD. Les
SMADs est une famille de protéines structurellement similaires qui sont les principaux
transducteurs de signaux pour les récepteurs de la superfamille du TGFB. SMAD3 entre dans le
noyau et recrute des histones desacétylases (HDACs) et le répresseur transcriptionnel SIN3A
(paired amphipathic helix protein Sin3a) pour inhiber HNF4a et en consequent la transcription du
CYP7A1 sera réprimée (Li and Chiang, 2007; Myung et al., 2007).

Par ailleurs, une avancée majeure dans notre compréhension de la biologie des acides biliaires est
intervenue ces derniéres années en découvrant que les acides biliaires assurent leur effet répresseur
en recrutant des enzymes de remodelage de la chromatine (De Fabiani et al., 2010), ainsi le voile est
tiré sur le mécanisme d’action des acides biliaires dans la répression du CYP741. En effet, les
acides biliaires sont capables de recruter plusieurs HDACs, d’abord HDAC3 et HDAC7 puis
ultérieurement HDACI1 (De Fabiani et al., 2010; Mitro et al., 2007). En outre, la SHP interagit avec
ces HDACs et la G9a méthyltransférase, qui désacétylent et méthyle, respectivement, les résidus
arginine des protéines histones (Boulias and Talianidis, 2004; Fang et al., 2007). La SHP favorise
¢galement le recrutement du complexe Swi / Snf-Brm qui entraine le remodelage de la chromatine
dépendant de 1'ATP, qui réprime davantage la transcription du CYP7A41 (Fang et al., 2007; Kemper
et al., 2004) (figure 22).
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Figure 21 | Régulation de la transcription du CYP7A1 par différentes voies de signalisation
indépendante du FXR (Chiang, 2009; Li and Chiang, 2014a)

(1) LCA active le PXR, le VDR et le CAR (indirectement), qui inhibent la transcription du CYP7A1 en interagissant
avec HNF4 et en lui empéchant d’activerle co-activateur PGC-1. (2) Dans les cellules de Kupffer, les acides biliaires
stimulent la sécrétion des cytokines inflammatoires TNF-a et IL-18, qui activent le récepteur du TNF et les voies
MAPK / JNK pour inhiber la transcription du CYP7A41. (3) TGF18 sécrétée par les cellules HSC active le récepteur
TGF1 et la voie MAPK / Smad. Smad3 interagit avec HNF4 et recrute des HDACs et SIN3A pour inhiber la
transcription du CYP7A1. (4) Les acides biliaires et TGF18 induisent des espéces oxydantes réactives (ROS) et activent
la p53, qui interagit avec HNF4 et inhibe I’expression du CYP7A41.(5) Les acides biliaires activent également le
récepteur EGFR (epidermal growth factor receptor) et la voie de signalisation Raf-1 / MEK / ERK pour inhiber le
CYP7A1. (6) Les acides biliaires améliorent la signalisation du récepteur de l'insuline en phosphorylant et activent le
substrat du récepteur de l'insuline, PI3K et AKT, qui phosphorylent FoxO1 et inhibent le CYP741. (7) Les acides
biliaires activent également la protéine kinase C, qui phosphoryle cJun pour inhiber le CYP7A41.(8) Au cours des 1ésions
hépatiques et de la régénération, le HGF (hepatocyte growth factor) sécrété par les cellules HSC, active le cMet
(récepteur du HGF) et les voies MAPK pour inhiber le CYP7A41.
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Figure 22 | Schéma décrivant le role des enzymes de remodelage de la chromatine dans la régulation
transcriptionnelle de CYP7A1 (De Fabiani et al., 2010).
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(A). En absence des acides biliaires dans les hépatocytes, un complexe transcriptionnel actif est assemblé au niveau des
régions BARE. En plus de facteurs rapportés a la figure 19, d’autres protéines contribuent a la transactivation,
notamment le LRH-1 et coactivateur du récepteur des stéroides (SRC) -1. ARN polymérase II est phosphorylée et
devient plus active. HDACT7 est séquestré dans le cytoplasme. Dans ces conditions, les résidus d’arginine des histones,
en particulier de I’histone H3, sont acétylés (B). En présence d’acides biliaires, HDAC7 effectue dans une premicre
phase une translocation vers le noyau et s’associe au promoteur du CYP741(A). Le recrutement d'autres facteurs,
HDACS3 et le médiateur de silence pour les récepteurs des rétinoides et des hormones thyroidiennes (SMRT), contribue
a la formation d'un complexe répressif. D'autre part, les acides biliaires induisent la synthése de la SHP qui agit comme
un répresseur. De plus, la SHP interagit avec HDACs et G9a méthyltransférase, qui désacétyle et méthyle,
respectivement, résidus d'arginine de protéines histones (B). SHP induit également le recrutement du complexe Swi /
Snf-Brm qui entraine le remodelage de la chromatine ATP-dépendante, ce qui réprime la transcription du CYP7A41 (B).
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1.6.2 Associations des polymorphismes de CYP7A41 a plusieurs maladies

En raison du role du CYP7A1l en tant qu'élément clé de la conversion du cholestérol, les
polymorphismes du géne CYP7A1 ont été examinés pour déterminer leurs effets potentiels sur le
métabolisme des lipides. Il a été montré que des variants génétiques du CYP7A41 influengaient les
taux sériques de lipoprotéines LDL et la concentration des triglycérides (Couture et al., 1999;
Pullinger et al., 2002; Wang et al., 1998; Kova et al., 2004). Une grande majorité¢ de ces ¢tudes
concernaient le variant rs3808607 SNP (—204A/C), qui est localisé dans la région promotrice du
gene CYP7A1. Ainsi, des associations ont été rapportées entre les polymorphismes du géne CYP7A41
et des maladies telles que les calculs biliaire (Cai et al., 2014; Jiang et al., 2004), cancer de la
vésicule biliaire (Srivastava et al., 2010, 2008), cancer du célon proximal (Hagiwara et al., 2005a;
Ito et al., 2010; Tabata et al., 2006; Wertheim et al., 2012), neuromy¢élite optique (Kim et al., 2010),
maladies de le I’artére coronaire (Hofman et al., 2005; Iwanicki et al., 2015; Lambrinoudaki et al.,

2008; Pullinger et al., 2002).

1.6.3 Structure et localisation de la protéine CYP7A1

La cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1) (EC1.14.13.17) est une cytochrome P450
monooxygénase (Myant and Mitropoulos, 1977; Noshiro and Okuda, 1990). Les enzymes CYPs
sont un membre d’une superfamille multigénique de protéines enzymatiques dites « hemo-
thiolates » (de type 1) (Klingenberg, 1958; Omura and Sato, 1964, 1962; Smith et al., 2015), qui
effectuent 'oxydation, les transformations métaboliques peroxydantes et réductrices de nombreuses
substances endogene (hormones stéroidiennes, cholestérol, acides gras) et la biotransformation des
xénobiotiques (médicaments, pesticides, polluants) (Guengrich, 2005). En ce qui concerne la
diversité des substrats qui sont métabolisés, les enzymes CYPs sont considérées comme les
catalyseurs biologiques les plus polyvalents (Guengrich, 2005; Testa and Kramer, 2007). Les
réactions de monooxygénase (équation ci-dessous) catalysées par les CYPs sont exécutées avec une

précision remarquable (Smith et al., 2015).

RH +O,+ NADPH+H' =—> ROH + H,0+ NADP"

Afin de les rendre fonctionnels, les CYPs ont également besoin d’une source d’électrons. Ces
¢électrons sont apportés par une autre protéine: la NADP cytochrome P450réductase, si le
cytochrome P450 est situé¢ dans le réticulum endoplasmique, la ferredoxine si le cytochrome P450
est situ¢ dans les mitochondries. Le NADPH est la source majeure d’¢lectrons dans ce systeme

(figure 23) (Porter and Coon, 1991; Smith et al., 2015).
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Figure 23 | Localisation membranaire de cytochromes P450 dans le réticulum endoplasmique
(Guéguen et al., 2006).

La transformation d’un composé chimique par les enzymes a cytochromes P450 a lieu sur la face externe du réticulum
endoplasmique ou est ancrée I’enzyme. Le site actif du cytochrome P450 contient un atome de fer (Fe) fixé par des
liaisons de coordinances. Deux électrons, provenant d’une molécule de NADPH, sont transférés a I’hémoprotéine par
une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence d’une molécule organique (R-H) et d’un atome d’oxygéne. Le composé
organique est oxydé et un atome d’oxygeéne moléculaire est incorporé au produit chimique (R-OH). R: médicaments,
acides gras, stéroides, polluants.
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A D’exception de certains microorganismes primitifs, les CYPs se trouvent dans presque tous les
organismes vivants tels que les bactéries, levures, plantes et animaux. Ils sont ubiquitaires dans
I’organisme, mais particulicrement abondants au niveau du foie et plus précisément localisés dans
les membranes du réticulum endoplasmique (RE) des hépatocytes (Reed and Backes, 2017).

Effectivement, la CYP7A1 est une enzyme de la membrane du réticulum endoplasmique des
hépatocytes, d’un poids moléculaire de 57,63 Da et contient 504 acides aminés (Noshiro and
Okuda, 1990b). C’est un cytochrome P450 typique avec le noyau structural conservé des hélices D,
E, I et L autour du groupe prothétique de I'héme (figure 24). La CYP7AT1 nécessite une cytochrome
P450 réductase en tant que donneur d'électrons. L’analyse structurelle et conformationnelle du
CYP7ALI révele qu’elle a un résidu Asn (asparagine) au lieu du Thr (threonine) conservé chez la
plupart des CYPs. En outre, au niveau de I'hélice B', les résidus Thr104 et Ser105, jouent un role
crucial dans la reconnaissance de substrat. L’hélice B' est connue pour contrdler la spécificité du
substrat (Williams et al., 2000). De plus, le positionnement du site catalytique du substrat est
contrdlé par le résidu W284. Un résidu nécessaire pour assurer le bon positionnement du substrat

stéroidien a coté de ’héme (Mast et al., 2005).

1.6.4 Rédle physiologique de CYP7A1

La CYP7A1 catalyse la premicre étape de la transformation du cholestérol hépatique en acides
biliaires; c’est I’enzyme clé du catabolisme du cholestérol (figure 25) (Schwarz et al., 1998). En
effet, il a été rapporté qu’une mutation (1302-1303delTT) peut entrainer une perte de fonction de la
protéine avait une conséquence dramatique sur [’homéostasie du cholestérol avec des taux
plasmatiques ¢élevés de cholestérol, de LDL, et de triglycérides chez les sujets homozygotes
(Pullinger et al., 2002). Contrairement, la surexpression du CYP7A1 chez des souris transgéniques
(CYP7A1-tg) leur a permis de résister a 1'obésité, a la stéatose hépatique et au diabéte induits par un
régime alimentaire riche en graisses (Qi et al., 2015).

Chez I’homme, la voie classique est considérée comme la principale voie de biosynthése des acides
biliaires puisqu’elle produit 90% de la totalité des acides biliaire formés. Comme déja cité, la voie
classique est initiée par une cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1) microsomique, qui convertit le
cholestérol en 7a-hydroxycholestérol et constitue 1’étape limitante de la voie classique (Myant and
Mitropoulos, 1977). Ensuite, la 3B-hydroxy-A5-C27-stéroide déshydroxylase (3-HSD, HSD3B7)
convertit le 7a-hydroxycholestérol en 7a-hydroxy-4-cholesténe-3-one (C4), qui est le précurseur
commun des acides choliques (AC) et des acides chenodeoxycholiques (ACDC) (Axelson et al.,
1988; Honda et al., 2007; Li and Chiang, 2014b) en faisant, intervenir deux enzymes: la 12 o-
hydroxylase microsomale (CYP8B1) et la stérol 27-hydroxylase mitochondriale (CYP27A1) (figure

25).
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Figure 24 | Structure de I’enzyme CYP7A1 (Tempel et al., 2014)

(A) Structure générale du CYP7A1, du N-terminal (bleu) au C-terminal (rouge). (B) CYP7A1 1ié a la cholest-4-
en-3-one. Cholest-4-en-3-one (orange) est entouré de 16 résidus dans un rayon de 4 A provenant de différents
¢éléments structurels : I'hélice B '(H101, T104L, S105), boucle BC (I1114), hélice C (1125 et F129), hélice H
(R260), hélice T (V281, W284, A285 et N289), la boucle entre I'hélice K et 1 a 4 brins (S360 et L361) et la
boucle entre deux 4 brins a I’extrémité C (G485, L486 et G487).
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Figure 25 | Les voies de biosynthése des acides biliaires (Li and Chiang, 2014a).

Deux principales voies de biosynthése des acides biliaires sont présentées. Dans la voie classique, le cholestérol est
converti en 7a-hydroxycholestérol par l'enzyme limitant le débit, CYP7A1, située dans le RE. La 3B-hydroxystéroide
déshydrogénase (3HSD, HSD3B7) convertit le 7a-hydroxycholestérol en 7a-hydroxy-4-cholesténe-3-one (C4), qui est
convertie en 7a, 12a-dihydroxy-4-cholesténe-3-one par un stérol 12a-hydroxylase (CYP8B1) conduisant a la synthése
de CA. Sans la 12a-hydroxylation par le CYP8B1, le C4 est finalement converti en CDCA. La 27-hydroxylase de stérol
mitochondrial (CYP27A1) catalyse 1'oxydation de la chaine latérale du stéroide lors de la synthése de CA et de CDCA.
Dans la voie alternative, le cholestérol est d'abord converti en 27-hydroxycholestérol par le CYP27A1. L'oxystérol 7a-
hydroxylase (CYP7BI1) catalyse I'hydroxylation du 27-hydroxycholestérol en acide 3f, 7a-dihydroxy-5-cholesténoique,
qui est finalement converti en CDCA. L'oxystérol 7a-hydroxylase (CYP7B1) est non spécifique et peut également
catalyser 1'hydroxylation du 25-hydroxycholestérol en 5-cholesten-3f, 7a, 25-triol. Dans ’intestin, 1’activité bactérienne
de la 70-déshydroxylase converse respectivement avec CA et CDCA en DCA et LCA. Le CYP3ALl et I'épimérase
convertissent également CDCA en acides biliaires secondaires, notamment les acides THCA, TMDCA, MC-MCA,
THDCA et TUDCA. Le LCA et le ®-MCA sont excrétés dans les féces. THCA, acide taurohyocholique; THDCA, acide
taurohyodésoxycholique; TMDCA, acide tauromurideoxycholique.
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Outre la voie principale ou voie neutre, il existe une voie alternative permettant aussi la conversion
du cholestérol, d'abord en 27-hydroxycholestérol par le CYP27A1. La CYP7BI1 (oxystérol 7a-
hydroxylase) catalyse 1'hydroxylation du 27-hydroxycholestérol en acide 3B, 7a-dihydroxy-5-

cholesténoique, qui est finalement converti en CDCA.

.7 Objectifs

L’identification de la 8q12-13 comme une région chromosomique fortement associée a la TB dans
la population marocaine est un résultat fort-intéressant. C’est pour cette raison que I’exploration
génétique de cette région est d’un intérét majeur pour identifier le ou les variants génétiques
impliqués dans le contrdle de la sensibilité ou la résistence a la TB.

Ainsi, par la présente thése, nous avons visé d’atteindre les objectifs suivants:

— Objectif général

Contribuer a ’é¢tude et a la recherche des facteurs génétiques de prédisposition a la TB localisés
dans la région 8q12-13.

— Objectifs spécifiques

Pour atteindre notre objectif général, quatre études ont ét¢ menées:
1- Etudier I’association des variants génétiques des genes CYP7A41 et NSMAF avec le
développement de la TB.
2- Analyser les haplotypes des mutations séléctionnées.
3- Valider les résultats obtenus par PCR-RFLP par la technique du séquengage.
4- Evaluer I’impact des faibles concentrations en vitamine A sur le risque de développer la
TB.
Pour réaliser ceci, nous avons sélectionnés deux génes candidats potentiels (NSMAF et CYP7AI)
sur la base, d’une part de leur localisation chromosomique (entre les microsatellites D8S2332 et
D8S1763 situées dans la région 8q12.1) et d’autre part en raison de leurs réles dans les mécanismes
de défense immunitaire de 1’hote. L’approche d’investigation proposée a reposé sur 1’étude de
polymorphismes de type SNPs (single nucleotide polymorphisms) (objectifs 1 et 2). Par ailleurs,
pour valider les résultats du génotypge obtenus par PCR-RFLP, nous avons choisi comme
technique, le séquengage (objectif 3). Enfin, pour accomplir 1’objectif 4, nous avons opté pour une

quantification plasmatique du rétinol par HPLC.

51



11 Matériels et méthodes

II.1 Type d'étude

Pour atteindre nos objectifs et réaliser les investigations nécessaires, nous avons utilisé¢ le modele
statistique d’étude cas-témoin afin de comparer entre des sujets "malades" (patients tuberculeux) et
des sujets sains "contrdles cliniquement sains" non apparentés.

Ces travaux de recherche, qui rentre dans le cadre du projet IMMGEN, ont été approuvés par le
comité d’éthique de la Faculté de Médecine et Pharmacie de 1’Université Mohammed V de Rabat

(Numéro de référence 1169).

I1.2 Population de I'étude
I1.2.1 Echantillonnage et lieux de recrutement

Ces travaux de recherches ont ét¢ menés sur 403 participants, adultes, consentants, recrutés dans 19
centres de santé impliqués dans le projet IMMGEN. L’échantillonnage a été réalisé entre janvier

2010 et décembre 2012.

- Le groupe de patients comprenait des patients avec TB pulmonaires et d’autres avec TB
pleurale, volontaires, recrutés dans les hopitaux préfectoraux (Fés, Marrakech, Casablanca,
Oujda et Tanger), deux centres hospitaliers de Casablanca et Rabat et les Centres de
Diagnostic et de Traitement de tuberculose et des Maladies Respiratoires (CDTMR) des
villes de Rabat, Casablanca, Sal¢, Temara, Fés, Marrakech, Tanger, Oujda, Meknes et Sidi
Kacem, ou I’examen clinique, la radiographie thoracique, la bascilloscopie, la culture des
crachats et I’analyse anatomopathologique (cas de TB pleurale) ont été réalisés.

- Le groupe des controles sains comprenait des donneurs de sang volontaires, consentants,
non apparentés. Leur recrutement a été éffectué dans centres régionaux de transfusion
sanguine (CRTS) de cinq différentes régions du Maroc (Oujda, Fés, Tanger, Rabat et
Marrakech). Une intradermoréaction (IDR), ainsi qu’un interrogatoire et un examen clinique
complet sont réalisés par les médecins des CRTS pour s’assurer que les controles ne
présentaient aucun symptome ou antécédents de TB et qu’ils sont restés dans cet état
immunologique pendant les deux années qui ont suivi leur recrutement.

Tous les sujets ont signé un consentement éclairé (annexe I) et étaient négatifs pour l'infection a

VIH-1/2 (testé par Axsym Assays, Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA).

Toutes les données démographiques et cliniques sur les patients et les contrdles ont été remplies

dans des questionnaires (annexe II et III).

52



11.2.2 Prélévements

Un prélévement sanguin d’environ 10 ml leur a été fait, sur tube EDTA. Les échantillons sanguins
sont couverts de papier aluminium pour les protéger de la lumiére et sont acheminés directement a
I’Institut National d’Hygiéne dans des sacs isothermes avec accumulateur de froid. Les
prélévements ont été centrifugés et le plasma a été séparé, fractionné et stocké a -80 °C, jusqu’a la
réalisation d’une sérologie VIH et de I’extraction de la vitamine A. Le reste des prélévements a été
utilisé pour une extraction d’ADN génomique sur sang frais. Les ¢luats d’ADN ont été stockés a -

80 °C jusqu’a I’analyse.

11.2.3 Criteres d'inclusion

- Groupe de patients: Sont admis a I'é¢tude tous les patients agés de 18 ans et plus, quelque
soit leur sexe, présentant une TB pulmonaire prouvée (microscopie + et culture +) et les
patients avec TB pleurale confirmée (histologie +).

- Groupe de contrdles sains: Agés de 18 ans et plus, sans symptomes ou antécédents de TB,
volontaires et consentants. Non apparentés aux malades et dont I’'IDR s’est révélé négative
(diametre <5 mm) et ils sont restés dans cet état immunologique pendant les deux années

qui ont suivi leur recrutement. Ce suivi a été assuré par les équipes médicales des CRTS.

11.2.4 Criteres d’exclusion

e Groupe de patients: Ne seront pas admis :
- Les patients avec autres formes de la TB extra-pulmonaire que la forme pleurale.

- Les patients ayant une maladie chronique et/ou un traitement pouvant altérer les
moyens de défense (corticoides au long cours, diabéte insulinodépendant, traitement

aux immunosuppresseurs, VIH positif).

e Groupe de contrdles :

- Les controles ayant une IDR positive ou développant une TB durant les 2 ans qui

suivaient leur recrutement.

I1.2.5 Caractéristiques cliniques et démographiques de la population d’étude

Les caractéristiques démographiques et épidémiologiques sont résumées dans le tableau 3.
L’analyses de ces données a montré que le sex-ratio (hommes /femmes) chez les patients

tuberculeux était presque similaire a celui du groupe contrdles (2 contre 1,7 respectivement).
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L'état clinique était disponible pour tous les patients tuberculeux: 100 % étaient des nouveaux cas

dont 78 % (172/222) avaient une TB pulmonaire et 22 % (50/222) avaient une TB pleurale.

Tableau 3: Caractéristiques démographiques et cliniques de la population étudié¢e

Variables Pazginztzsz";"B Controles sains (N=181)

Age (Moyenne + SD) 35,2 £11,6 35,5 +11,06
Sexe, [n (%)]

Hommes 153 (69) 122 (67)

Femmes 69 (31) 59 (33)
Statut VIH Négatif Négatif
Caractéristiques cliniques, effectif (%)

Toux 217 (98) 2

Fiévre 194 (87) g

Expectoration 173 (78) g

Hémoptysie 71 (32) .‘1;;

Amaigrissement 209 (94) %

Lésions radiologiques 222 (100) §

I1.3 Méthodologie

I1.3.1 Choix de génes candidats

Nous avons eu recours aux bases de données GenBank (NCBI-NIH) et Ensembl (EBI, WSI)
pour lister en premier lieu, tous les génes localisés dans la région chromosomique d’intéret, la
8q12-13. Cette région est localisée entre les marqueurs D8S2332 et D8S1763, elle correspond a 4
Mb d’ADN chromosomique. L'analyse bibliographique des génes localisés a cette région
chromosomique, a souligné leur importance dans la réponse immunitaire. En se basant sur ceci,

deux genes candidats potentiels ont été retenus: CYP7A1 et NSMAF.

I1.3.2 Choix des mutations ponctuelles (SNP)

Les régions d’intérét des geénes ont été analysées en utilisant plusieurs outils bioinformatiques,

notamment la  "dbSNP" et "1000 Genomes" du projet HapMap  (NIH,

www.hapmap.ncbi.nlm.nih.gov) et le logiciel SNPbrowser™ v 4.0 (Applied Biosystems). La

s¢lection des SNPs candidats est faite en prenant en considération la position de la mutation par
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rapport au gene et la fréquence de 1’alléle mineur (MAF) dans différentes populations. Les SNPs
retenus ont été confrontés aux données rapportées dans la littérature (PubMed) pour évaluer leurs

pertinences. Ainsi, six variants génétiques ont été sélectionnés;

Pour le gene NSMAF: Trois SNPs.
— Le premier, c’est le 136067275 C> T, une mutation faux-sens provoquant une substitution

de l'acide glutamique par la lysine en 487.

— Le second SNP, 152228505 T> C, est une mutation faux-sens provoquant une substitution de

la tyrosine par la cystéine en position 626.
— Le troisiéme est située dans la 3 '"UTR (région non traduite) représenté par rs1050504 C>T.

Par ailleurs trois SNPs ont été sélectionnés au niveau du géne CYP741.
— Le premier SNP rs8192875 C> T est situé¢ dans le quatriéme exon et représente une

mutation non-sens.
— Le second SNP rs8192879 C> T se situe dans la région 3’UTR.
— Le troisieme SNP rs3808607 A> C est situé¢ dans la région promotrice.

I1.3.3 Extraction de I’ADN génomique

L'ADN génomique total a été extrait du sang périphérique de tous les patients tuberculeux et
controles sains en utilisant la trousse QIAamp® DNA Blood Maxi (QiagenGmbH, Hilden,
Allemagne) (annexe V).

I1.3.4 Dosage et controle de la qualité de ’ADN

Tous les ¢luats d’ADN extrait ont ét¢ dosés sur NanoDrop™ 2000 (Therrmo FisherScientific,

Waltham, MA, USA) pour déterminer leurs concentrations et vérifier leurs qualités.

I1.3.5 Génotypage par PCR-RFLP (Restriction fragment lenght
polymorphism)

La technique est utilisée pour génotyper le SNP rs3808607 A/C du gene CYP7A41. Une substitution
de A par C dans la position - 204 du codon d'initiation de la transcription crée un site de restriction
Bsa I (5 GGTCTC 3’). Pour génotyper cette mutation, la région du promoteur du géne CYP7A41
contenant le SNP (rs3808607 A/C) est amplifiée. L’amplification est réalisée en utilisant les

amorces suivantes: 5S>-AAGTTTTTCCCAGTTCTCTTTC-3’ (sense) et 5’
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AATTAGCCATTTGTTCATTCTATTAG-3’ (antisense) (eurofinsmwg/opero:
oligonucleotidesynthesis: 2467472).

La réaction de PCR a été réalisée en ajoutant 1l d’ADN (50-150 ng/ul) a laquelle sont ajoutés 2,5
ul de MgCly, 5 pl du tampon, 0,5 pl de dNTP, 1,5 pl de chacun des amorces et 0,5 ul de Taq
polymérase. L’amplification a été réalisée en demarrant par une dénaturation initiale a 94 ° C
pendant 4 minutes, puis 30 cycles de PCR ont été effectués a 94 °© C pendant 30 s, 53 © C pendant
30 s et 72 ° C pendant 30 s, avec une extension finale a 72 ° C pendant 7 minutes. Par la suite, les
produits PCR ont été digérés en ajoutant 1ul de BSA, 2ul de tampon NEBuffer (tampon d’enzyme),
0,5 ul de I’enzyme Bsa I, 10 pl de produit PCR et I’eau qualité biologie moléculaire (Bio Mol)
(DNase/RNase free) pour un volume réactionnel de 20 pl. La digestion enzymatique s’est déroulée
a 37 °C pendant une nuit, suivie d’une ¢électrophorése sur un gel d’agarose 2% (Hagiwara et al.,

2005b).

I1.3.6 Génotypage par hydrolyse de sondes fluorescentes TagMan® MGB
La technique est utilisée pour génotyper cinq mutations; deux SNP du géne CYP7A1: le rs8192875
C>Tetle rs8192879 C> T; et trois SNP du géne NSMAF: le rs36067275 C>T, le 1s2228505 T > C
et le rs1050504 C > T. Le génotypage des SNPs sélectionnés ont été effectuées comme recommandé
par le fabricant (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) pour un volume final de 20 pl (annexe
V). Les échantillons d’ADN ont été préparés en diluant chaque échantillon avec de I’eau Bio Mol
pour avoir une masse finale de 50 ng par puits. Le mélange réactionnel a été préparé en mettant 0,5
ul du SNP Genotyping Assay (40X) a 10 pul Taqg Man Universal PCR Master Mix (2X), No
AmpErase UNG ont ét¢ mélangé. Le tube contenant la réaction mix a été mélangé plusieurs fois par
inversement du tube puis centrifugé bricvement pour éliminer les bulles d’air et faire descendre le
produit. La plaque a été préparée en déposant 10,5 ul du mélange réactionnel par puits, 9,5 ul de
chaque échantillon d’ADN dilué dans les puits correspondants et 9,5 ul de I’eau Bio Mol au niveau
des puits des controles négatifs ce qui permet de contrdler la contamination lors de la manipulation.
La plaque a été fermée par un film adhésif, puis centrifugée brievement pour faire descendre la
solution et pour ¢liminer les bulles d’air. Ensuite, la plaque a été placée dans 1’automate de PCR en
temps réel du systéme 7500 Fast Real-Time Systéme de PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), la position des puits a été programmée sur le logiciel puis les paramétres de la PCR ont été

réglés selon les conditions suivantes :

- Pré-amplification (Activation de I’enzyme) 10 min a 95°C

- Dénaturationl5 sec a 92°C
40 cycles
- Hybridation/Extension]l min a 60°C
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L’analyse et I’interprétation des résultats de fluorescence se fait en point final avec le logiciel 7500
v 2.0.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Elle est basée sur la détection des deux
fluorophores VIC et FAM. Ainsi la présence du VIC seul, indique une homozygotie pour ’all¢le 1,
alors que la détection du signal FAM seul, indique une homozygotie pour 1’all¢le 2, et quand on a
les deux signaux VIC et FAM cela indique une hétérozygotie.

Pour assurer le contrdle de qualité de la réaction, 10 % des échantillons ont été génotypés deux fois.

I1.3.7 Séquencage de la région promotrice du géne CYP7A1 contenant le
rs3808607

I1.3.7.1 Amplification par PCR end-point

La PCR a été réalisée en préparant un mélange réactionnel contenant 5pul de tampon d’enzyme
(Bioline), 1ul de chacun des amorces (10uM) et 0,2 pl de Taq polymérase (TaqBioline, 5U/ul) dont
7,2 ul est déposé par tube PCR ; 1-3ul d’ADN (100 ng/ul) PCR et I’eau Bio Mol pour compléter a
un volume final de 25 pl. L’amplification a été réalisée selon le protocole suivant ; une dénaturation
pendant 15 s a 95 °C, précédée d’une étape initiale d’activation d’enzyme pendant 1 min a 95 °C,
puis hybridation 20s a 45 °C, et ¢longation 3 minutes a 72°C (pour 40 cycles). La PCR est vérifiée

par électrophorese sur gel d’agarose 1,5 %.

I1.3.7.2 Purification de produits PCR

Pour réaliser la purification des produits PCR, nous avons utilisé le kit ExoSAP-IT (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA). Dans la plaque de réaction (MicroAmpoptical 96, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), 5 ul du produit de la réaction de PCR a été mélangé a 2ul de
I’ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), pour un volume final de 7ul. Ensuite, la plaque
a ¢été incubée en premier lieu a 37°C pendant 15 min pour dégrader les amorces et les nucléotides
libres puis, a 80°C pendant 15 min, pour inactiver I’ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA).

I1.3.7.3 Réaction de séquence
Le mélange réactionnel a été préparé en ajoutant 4 pl Big Dye Terminator v3.1 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), 4 ul Primer (0.8pmol/ul), 0.75-1.5 ul d’AND, 1,2 ul 5X
sequencing buffer, complété a 20 pl par 8.5 - 9.25 ul d’eau ultra pure. Ce mélange réactionnel a été
ensuite transféré sur une plaque de réaction 96 puits (MicroAmpoptical 96, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA). La réaction de séquence a été effectuée selon le protocole suivant:
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Cycle Temps Température °C
Dénaturation initiale 1 minute 96°C
Dénaturation 10 secondes 96°C
Hybridation 5 secondes 50°C x 25 cycles
Elongation 4 minutes 60°C

I1.3.7.4 Purification de la réaction de séquence

Cette procédure s’est déroulée comme suit: 300uL de Sephadex G50 superfine (SIGMA Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a été deposé dans une microplaque a fond filtrant de 0.45 um (plaque
Multiscreen MSHAN45) adaptée sur une plaque de récupération. Par la suite la plaque a été
centrifugée a 1500g pendant 3 min. Ces deux derniéres étapes ont été répétées deux fois. Puis 20uL
d’eau Bio Mol a ¢été ajouté sur 30 uL des produits de la réaction de séquence récupérés. Une plaque
ABI (MicroAmp, Applied Biosystems) a été utilisée comme plaque de recuperation. Une dernicére
centrifugation a été réalisée a 1100g pendant Smin. et enfin, la plaque ABI a été placée dans le
Séquenceur ABI 3130XLGenetic Analyzer (Applied Biosystems).

Les données brutes ont été analysées par le logiciel Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems).
Les résultats ont été ensuite analysés par le logiciel DNA Baser Assembler v 5.15 (Heracle BioSoft,
http://www.DnaBaser.com), puis alignés par rapport a la séquence de référence sur la base de

données NCBI via I’algorithme BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

I1.3.8 Extraction du rétinol et quantification par HPLC

I1.3.8.1 Dénaturation des protéines et extraction du rétinol

L’extraction du rétinol plasmatique été réalisé comme décrit par Granado (Granado-Lorencio et al.,
2006). Pour éviter la destruction du rétinol et réduire I’imprécision intra-essai, I’extraction s’est
déroulée entierement sous la lumiere jaune et dans de la glace selon les étapes suivantes:

Le rétinol a été extrait a partir d’un volume de 800 pl de plasma mis dans un tube a hémolyse
adapté auquel on a ajouté 800 pl d’éthanol contenant le standard interne (le rétinyl acétate) et a
0.1% d’antioxydant: BHT (buthylhydroxytoluéne). Aprés homogénéisation pendant 15secondes/4
fois de la suspension obtenue, 2ml d’hexane a 0.1% BHT a été ajouté.

Afin de séparer la phase organique de la phase aqueuse, les tubes sont agités pendant 3 minutes,
puis centrifugés a 5000 g pendant 2 minutes. La phase organique (0,8 ml) est prélevée dans un tube
a vis, le reste du tube hémolyse initial est récupéré pour une deuxiéme extraction, 2 ml d’hexane a
0.1% BHT a été rajouté. Apres homogénéisation pendant 2 min, les tubes sont centrifugés a 5000 g
pendant 2 minutes. La phase organique a ¢té prélevée de nouveau dans le tube a vis préalablement
[ére

utilisé lors de la extraction. Elle a été ensuite évaporée sous courant d’azote a une température
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de +40°C. Le résidu sec a été repris dans 200 pl de méthanol et transvasé dans des vials ambrées en

attendant I’injection dans la colonne du chromatographe.

I1.3.8.2 Quantification du rétinol par HPLC

Pour quantifier le rétinol plasmatique, on a eu recourt au chromatographe HPLC WHATMAN®

¢quipé d’un détecteur UV/visible, d’un intégrateur SpectraPhysics 4270. Il est également couplé
d’un mélangeur automatique de solvants et d’une boucle d’injection. La colonne montée sur le
chromatographe était du type Spheri-5-ODS (Applied Biosystems, Foster City, CA). L’injection sur

HPLC de I’extrait contenant le rétinol, a été faite en respectant les conditions chromatographiques

suivantes:
Phase mobile Acétonitrile/méthanol (85/15 ; v/v)
Débit 1,8 ml /min
Colonne C18 250x4.0 S5pum
Langueur d’onde 325nm
Volume d’injection 20 pul

La carence en vitamine A était définie par une concentration du rétinol plasmatique inférieure a 0,70

mmol / L (de Pee and Dary, 2002; WHO, 1996).
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I1.4 Analyses statistiques

I1.4.1 Analyse des facteurs de prédisposition génétique

I1.4.1.1 L’équilibre Hardy-Weinberg

Initialement, nous avons vérifi¢ si la distribution des génotypes supposée qu’elle respecte
I’équilibre Hardy-Weinberg en démontrant que cette hypothése est acceptée (Hypothése HO). Pour
réaliser ceci et a partir des fréquences génotypiques observées pour chaque mutation (locus a 2
alleles A et a), les fréquences alléliques de ’allele sauvage f{A) =f(AA) + 2 f[Aa)= p et muté f(a)
= flaa) + 2 f{Aa)= ¢, ont été calculées, ce qui nous a permis de calculer les génotypes théoriques
attendus : fIAA) = p*> x N (N: effectif totale de la population) pour I"homozygote AA, flaa) = ¢° x N
pour I’homozygote aa, et f{Aa) = 2pg x N pour I’hétérozygote Aa.

Nous avons eu recours au test de khi2 pour calculer le ¥ calculé afin de comparer les génotypes
observés aux génotypes attendus ou théoriques. j° calculé était inférieur au j théorique a ddI=1 et a
5 % de niveau de signification. La HO est acceptée et la population est en équilibre Hardy-

Weinberg.

I1.4.1.2 Analyse statistique des fréquences alléliques et génotypiques

Nous avons calculé les fréquences alléliques et génotypiques chez les patients et controles

La différence entre les fréquences génotypiques et alléliques entre les malades et contrles est
appréciée a I’aide du test y°. Les résultats dont les valeurs p est inférieur a 0,05 ont été considéré
statistiquement significatifs. De plus, I’odds ratio (OR) avec un intervalle de confiance a 95% (IC)
était calculé pour évaluer le risque d'association entre génotypes ou alléles et TB.

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant EPI INFO™, version 7.1.0.6 (Centers

for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA; 8 septembre 2012).

I1.4.1.3 Estimation des fréquences d’haplotypes
Le programme CubEX (Cubic exact solutions for the estimation of pairwise haplotype frequencies)
a ¢ét¢ utilis¢ pour estimer les fréquences d’haplotype (Gaunt et al., 2007). Ce programme est
¢galement capable de fournir le paramétre de déséquilibre de liaison normalis¢ (LD) (D’) et le

coefficient de corrélation LD entre deux loci (12).

I1.4.2 Analyses statistiques de la concentration du rétinol

Les différences de médianes entre les groupes pour les variables qui ne suivent pas la loi normale
ont été mesurées par le test U de Mann—Whitney, alors que les différences de moyennes entre les

parametres ayant une distribution normale ont été testées en utilisant le test de Student-t. L'analyse
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de variance a sens unique est utilisée pour comparer les taux plasmatiques de rétinol dans diftérents
groupes d’age. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives pour les

valeurs de p < 0,05.
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III Résultats

I11.1 Identification d’un polymorphisme localisé dans la région 3°’°UTR du gene
NSMAF génétiquement associé a la tuberculose

Article 1: New variant identified in major susceptibility locus to tuberculosis on chromosomal
region 8q12-q13 in Moroccan population: a case control study

Mounia Qrafli, Imane Asekkaj, Jamal Eddine Bourkadi, Rajae El Aouad, Khalid Sadki.

BMC Infect Dis. 2017; 17: 712. doi: 10.1186/s12879-017-2807-9

La réponse a I’infection par Mtb fait intervenir de nombreux mécanismes permettant de controler
I’infection. Parmi ces mécanismes on trouve, 1I’apoptose ou la mort cellulaire programmée, c’est le
processus par lequel des cellules déclenchent leur auto-destruction en réponse a un signal.
L’apoptose est un mécanisme important de défense de I'hote qui empéche la croissance de bactéries
et de virus intracellulaires, y compris Mtb (Arnett et al., 2018; Lamkanfi and Dixit, 2010), a
I’inverse de la nécrose qui permet aux bactéries de s’échapper aux défenses de I'hote et se propager
(Gan et al., 2008; Zhai et al., 2019). 1l a ét¢ démontré que les Mtb virulents détournent les
mécanismes de défense innés du macrophage pour favoriser une nécrose des macrophages et
bloquer les voies apoptotiques (Arnett et al., 2018; Sly et al., 2003; Yao et al., 2017). Le
déclenchement de la majorité des voies de signalisation de 1’apoptose engageant le TNF-a, dépend
de sa capacité a activer le TNF-R1 (Montfort et al., 2010b). Parmi ces voies de signalisation, on
trouve la voie qui implique une interaction spécifique entre le domaine NSD du TNFRI1 et la
protéine FAN (Adam et al., 1996). Cette interaction induit 1’activation des sphingomyélinases
neutres 2 et 3 ce qui déclenche 1’activation de la voie «sphingomy¢line-céramide». Il s’agit d’une
hydrolyse transitoire de la sphingomy¢éline par une sphingomy¢linase conduisant a la production de
la céramide (Levade and Jaffrézou, 1999). A son tour la céramide participe a I’induction de
I’apoptose via I’activation des caspases par un mécanisme dépendant du relargage du cytochrome C
dans le cytosol (Cuvillier et al., 2000).

De fagon intéressante, il a ét¢ démontré qu’avec l'expression stable d'une forme dominante négative
de FAN dans les fibroblastes humains, l'apoptose TNF-oa-dépendante est inhibée ainsi que
l'activation de la caspase et la libération de cytochrome c (Ségui et al., 1999). Ce qui témoigne
I’importance de la protéine FAN dans cette voie signalétique. La protéine FAN est codée par le géne
NSMAF (Kreder et al., 1999b); Nous avons suggeré qu’il pourrait étre un bon géne candidat a
explorer surtout si I’on considére sa localisation chromosomique. En effet, le géne NSMAF est

localisé¢ au sein de la région chromosomique 8ql12-ql3 décrite comme un locus de susceptibilité
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majeur a la TB dans la population marocaine (Baghdadi et al., 2006), ou deux variants génétiques
associés a la TB ont été identifiés (Grant et al., 2013; Qrafli et al., 2014).

Pour vérifier cette hypothese, nous avons mené une étude cas-témoins comprenant 269 patients
tuberculeux et témoins sains. Nous avons génotypé trois SNP sélectionnés (rs2228505, rs36067275
et rs10505004) par la technique TagMan® de discrimination allélique. L’analyse de nos résultats a
révélé que le génotype CT rs1050504 est associ¢é de maniere significative a un grand risque de
développer une TB pulmonaire (41,8% contre 27%, OR 1,95, IC 95% 1,16-3,27; p = 0,01). En
revanche, le génotype TT est associ¢ de maniere hautement significative a la protection contre la
PTB (4,1% vs 15,6%, OR 0,23, IC 95% 0,08-0,63; p = 0,002).

Nos résultats suggerent que les variations génétiques du gene NSMAF pourraient moduler le risque
de développer une PTB dans une population marocaine. D'autres études fonctionnelles sont

nécessaires pour confirmer ces résultats.
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New variant identified in major
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on chromosomal region 8q12-q13 in
Moroccan population: a case control study
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Abstract

Background: Tuberculosis (TB) remains a global health problem. Several studies have implicated genetic host
factors in predisposing populations to TB disease. In this study, we have selected NSMAF (Neutral Sphingomyelinase
Activation Associated Factor) as a candidate gene to evaluate its level of association with TB disease in a Moroccan
population for two reasons: first, this gene is located in a major susceptibility locus on chromosomal region 8g12-
g13 in the Moroccan population, closely linked to the CYPZAT gene, which was previously shown to be associated
with TB disease; second, NSMAF has an important role in immune system function.

Methods: We conducted a case-control study including 269 genomic DNA samples extracted from pulmonary TB

(PTB) patients and healthy controls (HC). We genotyped three selected SNPs (rs2228505, rs36067275 and

rs10505004) using TagMan® allelic discrimination assays.

Results: Only the rs1050504 C > T genotype was observed to be significantly associated with an increased risk for
developing pulmonary TB (41.8% vs 27%, OR 1.95, 95% Cl 1.16-327; p=0.01). In contrast, the TT genotype was
significantly associated with resistance to PTB (4.1% vs 15.6%, OR 0.23, 95% Cl 0.08-0.63; p = 0.002).

Conclusion: Our findings suggest that genetic variations in the NSMAF gene could modulate the risk of PTB
development in a Moroccan population. Further functional studies are needed to confirm these findings.

Keywords: Tuberculosis, NSMAF, Moroccan, Apoptosis

Background
Tuberculosis (TB) is one of the oldest infectious diseases
that is still a serious health challenge in the developing
world. According to a recent report published by the
World Health Organization, TB killed 1.5 million people
in 2015 [1]. In Morocco, the Ministry of Health regis-
tered high incidence in 2015, reaching 89 new cases per
100,000 inhabitants [2].

TB is a multifactorial disease, and thus, identifying host
genes that determine its susceptibility is far from an easy
task. For this reason, candidate gene studies are receiving
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increasing attention in genetic epidemiology. This method
begins with the selection of a putative candidate gene
followed by the selection of genetic polymorphisms based
on its predicted function. Hence, by focusing directly on
genetic variations within a gene of interest, this approach
offers considerable advantages in terms of detecting
disease-associated genes [3-5].

In the Moroccan population, a few studies have been
conducted in this context, with some reporting a signifi-
cant association between TB disease and genetic variants
in MIF, PTPN22, VDR, CYP7Al and STAT4 [6-10].
Furthermore, it seems that the major susceptibility locus
for TB in the Moroccan population is located on chromo-
somal region 8ql12-q13 [11].

Two genetic variants associated with TB have been iden-
tified. The first one is rs3808607 in the CYP7AI gene, and

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distributicn, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(httpy//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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the second is rs1568952, located 6 kb downstream of the
last TOX gene exon. The NSMAF gene is located [12]
between the CYP7AI and TOX genes (Fig. 1).

The NSMAF (Neutral Sphingomyelinase Activation Asso-
ciated Factor) gene encodes for the protein NSMAF or FAN
(factor associated with neutral sphingomyelinase activation)
[14]. NSMAF is a 140 KDa WD-repeat protein composed
of 917 aa [15, 16]. This protein interacts specifically with the
cytoplasmic sphingomyelinase activation domain of the
55kD tumour necrosis factor receptor, known as Tumour
Necrosis Factor Receptor Type [ (TNFRI) or p55(CD120a),
also called NSD (neutral sphingomyelinase domain). Indeed,
the FAN protein is an essential component of the activation
of TNF-« induced neutral sphingomyelinase 2 and 3 [17,
18], leading to activation of the sphingomyelin-ceramide
pathway. In fact, this biological event is initiated by the hy-
drolysis of sphingomyelin to ceramide, the lipid second
messenger implicated in cell signalling [19].

In addition, with stable expression of a dominant-
negative form of FAN in human fibroblasts, caspase acti-
vation and cytochrome c release from mitochondria are
reduced, and the TNF-a-triggered apoptosis is obviously
inhibited [20]. Furthermore, FAN contributes to the in-
flammation process and is required for full expression of
the genes encoding CXCL2 and IL-6 [21]. Overexpression
of FAN in rat cardiomyocytes was shown to lead to in-
creased cell death [22]. Interestingly, NSMAF is also asso-
ciated with multiple sclerosis [23, 24], and one study
demonstrated that FAN can promote melanoma cellular
motility and tumour invasiveness in an in vivo model [25].

Taking all these findings together, there are several
lines of evidence to support the possible involvement of
NSMAF in TB development; therefore, it could be pos-
tulated as a candidate gene of susceptibility in TB dis-
ease. The aim of this work is to evaluate the impact of
selected NSMAF polymorphisms on TB susceptibility in
the Moroccan population.
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Methods

Study design

We conducted a case—control study in the Moroccan
population. 10 ml of peripheral blood was collected
in ethylenediaminetetraacetic acid tubes from all par-
ticipants recruited over the course of 2 years. The
blood samples were collected from 19 health centres
comprising the Centres of TB Treatment and Respira-
tory Disease (CTRD) and the university hospitals for
PTB patients. Patients were evaluated by microbio-
logical diagnosis, physical examination and chest X-
rays; all patients were smear positive for acid-fast
bacilli and mycobacterial culture and were tuberculin
skin test positive. HC group consisted of healthy
donors with no signs, symptoms or history of previ-
ous tuberculosis. They were tuberculin skin negative
and remained in this immunological status during the
2 years after recruitment in a posterior telephonic
“check-contact”. The recruitment was done from the
Regional Centers of Blood Transfusion (RCBT) of five
different regions of Morocco (Oujda, Fez, Tangier,
Rabat, and Marrakech). All subjects were negatives
for HIV-1/2 infection (tested by Axsym Assays,
Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). This study
was approved by the local ethics committee (faculty
of Medicine and Pharmacy, Mohammed V University
of Rabat, as reference number 1169), and informed
written consent was obtained from all subjects. Struc-
tured questionnaires were used to collect medical his-
tory data, biological investigations and demographic
parameters (Table 1). The questionnaire analyses show
that the sex ratio (males /females) among TB patients
was almost similar to that of the HC group (2.76 vs
2.52, respectively). The mean age + standard deviation
was 33.43 (+13.24) years, ranging from 18 to 67 years,
and 32.41 (+11.10) years, ranging from 18 to 61 years,
for patients and HC, respectively (Table 1).

Human chromosome 8

.. [59119293p

FAM1108 SDCBP
CYP7A1 € TOX €
NSMAF €——

Fig. 1 A representative scheme showing the localization of the NSMAF gene in the chromosome 8 (modified from [13]). At the chromosomal
region 8g12.13 from 58,907,113 to 59,119,293 bp, NSMAF gene is closely located between CYP7AT and TOX gene
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of tuberculosis patients and healthy controls

Variables TB patients N = 128 Healthy controls N = 141
Age (Mean age + SD) 3343 £ 1324 3241 £ 11.10
Gender [n (%)]
Men 94 734% 101 71.6%
Women 34 26.6% 40 284%
Clinical feature
Hemoptysis 55/128 43%
Expectoration 117/128 91%
Fever 112/128 87%
Cough 125/128 98%
weight loss 122/128 95%
Abnormality shown by chest X-ray examination 128/128 100%

NSMAF genotyping

DNA extraction: Total genomic DNA was extracted
from the peripheral blood of all TB patients and HC
using a QIAampDNA Blood Maxi kit (QIAamp® DNA
Blood Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and
was stored at -20 °C until use.

NSMAF selected SNPs: Three SNPs of the NSMAF
gene were selected for genotyping. The first SNP,
rs36067275 C > T, is a missense mutation causing a sub-
stitution of glutamic acid by lysine at 487. The second
SNP, rs2228505 T > C, is a missense mutation causing a
substitution of tyrosine by cysteine at position 626. The
third is located in the 3" UTR (untranslated region)
represented by rs1050504 C > T.

Real time PCR genotyping: The three selected SNPs
were genotyped by Real time PCR technology using a
TagMan® Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Reactions were performed as recommended
by the manufacturer (Applied Biosystems). PCR allelic
discrimination was performed on a 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), which measured the specific allele fluorescence of
each sample. Impaired samples were genotyped twice.

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies between PTB patient
and HC were determined by direct counting and were
compared afterward using the x2-test. Patients and con-
trols were tested for conformity to Hardy—Weinberg
equilibrium. All statistical analyses were performed using
EPI INFOTM, version 7.1.0.6 (Centers for Disease Con-
trol and Prevention, Atlanta, GA; 08 September 2012).
We considered the results with corresponding p-values
below 0.05 to be statistically significant. Moreover, the
odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (CI) was
calculated to evaluate the risk of association between
genotypes or alleles and TB disease.

To estimate the haplotype frequencies, the program
CubEX was used [26]. This program is also able to provide
the normalized linkage disequilibrium (LD) parameter (D’)
and the LD correlation coefficient between two loci (r2).

Results
All genotype frequencies of patients and HC were
consistent with respect to Hardy-Weinberg equilibrium.
There were no significant differences between patients
and HC in the distribution of genotypes and allele fre-
quencies for either rs36067275 C/T or rs2228505 T/C
SNPs (Table 2). Nevertheless, despite the significant dif-
ference not being reached for allele distribution between
the groups for rs2228505 T/C SNP, the mutant allele C
was more frequent in patients than in controls (14.06%
in patients versus 9.32% in controls, p =0.1, OR = 1.59,
95% CI =0.9-2.79) (Table 3). However, a statistical ana-
lysis of genotype distribution for the rs1050504 poly-
morphism yielded an interesting result. A significant and
positive association was found between the CT genotype
and an increased risk of PTB development (41.8% vs
27%, OR 1.95, 95% CI 1.16-3.27; p=0.01). Conversely,
the TT genotype frequency was statistically more

Table 2 Genotypes and alleles frequencies for the rs36067275
polymorphism in pulmonary tuberculosis patients and healthy
controls

Patients vs Controls
rs36067275 [(/T] PTBN=112 (%) HCN=116 (%) p-value OR (95% Cl)

Genotypes (N)
C 112(100) 116(100) > 005
T 0 0
T 0 Q

Alleles (2 N)
(o 224 (100) 232 (100) > 005
T 0 0

Cl confidence interval, OR odds ratio
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Table 3 Genotypes and alleles frequencies for the rs2228505
polymorphism in pulmonary tuberculosis patients and healthy
controls

Patients vs Controls

rs2228505 [T/C] PTBN =128 (%) HCN =118 (%) p-value OR (95% Cl)

Genotypes (N)
m 95 (74,2) 96 (814) 017 0,65 (035-1,21)
a 30 (234) 22 (186) 035 1,33 (0,72-247)
c 3(24) 0 0,09 ND

Alleles (2 N)
T 220 (85,9) 214 (90.7) 0.1 0,62 (035-1,1)
c 36 (14,1) 22(93) 1,59 (09-2,79)

frequent in HC than in patients (15.6% vs 4.1%, OR 0.23,
95% CI 0.08-0.63; p = 0.002, respectively) (Table 4).

V Stratification by sex and age

We also carried out the genetic analysis by sex and
age stratification and evaluated the risk for TB devel-
opment in subjects carrying each relevant genotype.
We observed a significant difference in high frequency
of the rs1050504 CT genotype in males, but not fe-
males, for PTB disease (42.2% vs 25.7%, OR 2.1, 95%
CI 1.14-3.88; p = 0.01) (Table 5). In contrast, our data
show that the TT genotype was more frequent in HC
males than in PTB males (4.5% vs 18.8%, OR 0.2, 95%
CI 0.06-0.62; p =0.002) (Table 5). Additionally, when
taking into consideration the age factor, statistical ana-
lysis revealed that the numbers of patients between
ages 30 and 49 carrying the rs1050504 TT genotype
were significantly fewer than their homologous sub-
jects in the HC group (3.3% vs 6.8%, OR 0.22, 95% CI
0.06-0.82; p = 0.002) (Table 6).

However, after stratification by sex and age, no evi-
dence of genetic associations between rs2228505 and
PTB disease was found.

v Haplotype analysis

We did a haplotype analysis for two SNPs: rs1050504
and rs3808607. rs3808607 is located in the promoter

Table 4 Genotypes and alleles frequencies of the rs1050504
polymorphism in pulmonary tuberculosis patients and healthy
controls

Patients vs Controls
51050504 [C/T] PTB N =122 (%) HCN =141 (%) p-value OR (95% Cl)

Genotypes (N)
€8 66 (54.1) 81 (57.4) 0.58 0.87 (0.53-142)
T 51 (41.8) 38 (27) 0.01*  195(1.16-327)
TT 5@.1) 22(156) 0.002* 023 (0.08-0.63)
Alleles (2 N)
C 183 (75) 200 (70.9) 029 123 (083-1.81)
T 61 (25) 82 (29.1)

*Significant p-values appear in bold
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region of the CYP7AI gene and has been associated with
TB in the same population [8].

In healthy individuals, all nine possible diplotype com-
binations were found. However, only eight diplotypes
were found in PTB patients. Interestingly, data analysis
found that the CT /AA diplotype was significantly more
frequent in PTB patients in comparison to healthy con-
trols and appeared to be associated with an increased
risk for the development of pulmonary TB (12% vs. 1%,
OR 13.5, 95% CI 1.72-105.9; p = 0.0006) (Table 7).

When we analysed the four possible haplotypes, no
significant difference was observed between PTB
patients and healthy controls (Table 8).

Moreover, the analysis of linkage disequilibrium (LD)
revealed that the polymorphisms rs3808607 and
rs1050504 were in low LD. The correlation (r2) be-
tween these two SNPs in patients and controls was
weak (0.05 vs 0.08). In addition, the D’ data also
showed evidence of a low LD between these SNPs. In
patients, rs3808607 and rs1050504 are coinherited
roughly 34% of the time. Therefore, the two SNPs are
in weak LD in patients (D’=0.34) more than the in
control group, where these two polymorphisms are
coinherited approximately 58% of the time (D’ = 0.58).

Discussion

In Morocco, despite efforts that have been deployed, in-
cluding the setup of a national tuberculosis programme,
there is still a long way to go in the fight against TB.

Tuberculosis is a multifactorial disease wherein several
parameters in the form of host genetic factors could affect
disease outcome. In this regard, numerous studies have re-
ported the crucial role played by the host genetic factors
in term of the development of TB disease [27-30].

In the present study, we report for the first time a
strong association between the rs1050504 NSMAF poly-
morphism and PTB disease in the Moroccan population.
Our data show that the CT genotype is a susceptibility
marker for TB and that the mutant TT genotype for
rs1050504 plays a protective role against TB. Scarce data
has been reported concerning the involvement of this
variant on the outcome of TB disease. However, if we
take in consideration the particular localization of
rs1050504 SNP in 3'UTR (untranslated region) of the
NSMAF gene, we could generate a hypothesis to explore
our finding. In fact, it has been reported in several works
that SNPs located in untranslated regions of genes may
interfere with mRNA stability and translation, including
causing a change in recognition sites for microRNAs
(miRNA), RNA-binding proteins, and the polyadenyla-
tion machinery [31, 32]. Therefore, 3'UTR variants may
result in observed differences in gene expression [32].

In this context, a recent genome-wide association study
(GWAS) has reported that the rs1050504-C wild-type
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Table 5 Distribution by sex of allele and genotype frequencies of the rs1050504 and rs2228505 polymorphisms between pulmonary
tuberculosis patients and healthy controls

PTB patients Controls TB male vs healthy male TB female vs healthy female
M (%) F (%) M (%) F (%) p-value OR (95% CI) p-value OR (95% CI)
rs1050504 [C/T]
Genotypes n=90 n=32 n=101 n=40
« 48 (53,3) 18 (56,3) 56 (55.5) 25 (62.5) 0,76 091 (0,51-1,62) 059 0,77 (0,29-1,98)
T 38 (42,2) 13 (40,6) 26 (25.7) 12 (30) 0,01* 2,1 (1,14-388) 034 1,59 (0,6-4,24)
T 4 (4,5) 130 19 (18.8) 3(75) 0,002* 02 (0,06-0,62) 042 039 (0,03-4,02)
Alleles
C 134(74,4) 49 (76,6) 138 (68,3) 62 (77,5) 016 1,37(0,87-2,14) 089 0,94 (0,43-2,07)
T 46 (25,6) 15 (234) 64 (31,7) 18 (22,5)
152228505 [1/C]
Genotypes n=94 n=34 n=78 n=40
T 64 (68,1) 31(91,2) 62 (79.5) 34 (85) 0,09 055 (0.27-1,1) 041 1,82 (041-79)
e 27 (28,7) 388 16 (20,5) 6(15) 021 1,56 (0,76-3,17) 041 0,54 (0,12-2,38)
o 332 0 0 0 011 ND ND ND
Alleles
T 155(82,4) 65 (95,6) 140 (89,7) 74 (92,5) 053 0,53 (0,28-1,01) 043 1,75 (042-73)
G 33 (17,6) 3(44) 16 (10,3) 6 (7.5

ND not determined; *Significant p-values appear in bold

Table 6 Distrubition by age of allele and genotype frequencies of the rs1050504 and rs2228505 polymorphisms between pulmonary

tuberculosis patients and healthy controls

< 29 years 30-49 years 2 50 years
PTB (%) Controls (%) p-Value OR (95% Cl) PTB (%) Controls (%) p-Value OR (95% Cl) PTB (%) Controls (%) p-Value OR (95%Cl)
151050504[C/T)
Genotypes n=60 n=44 n=49 n=81 n=13 n=16
lec 31 29 0,14 055 28 43 065 117 8 9 091 1,08
(51.7) (65.9) 024-127)  (577) (531 (057-24) 61,5 (56,2) (2,23-4,94)
a 27 12 0,06 2,18 18 20 0,14 177 5 6 082 1,19
(45) (27,3) (094-503)  (368) (24.7) (082-382)  (385) (37,5 (0,25-5,49)
T 2 3 04 047 3 18 0,01* 0,22 0 1 037 ND
(33) 68) (007-294)  (61) (222) (0,06-0,82) 63)
Alleles
C 89 70 0,36 0,73 74 106 008 162 19 24 071 1,26
(74.2) (79,5) (038-142)  (755) 654) (092-285) (79,2 (75) (0,35-4,5)
T 31 18 24 56 5 8
(25,8) (205) (245) (346) (20,8) (25)
rs2228505(1/C]
Genotypes n=64 n=40 n=5 n=62 n=12 n=15
T 47 31 0,64 0,80 38 52 0,15 052 10 12 082 1,25
(73.5) (77.5) (031-202)  (731) 839) 020-130)  (833) (80) (0,17-9,01)
(@) 15 9 091 1,05 13 10 023 173 2 3 082 08
(234) (22,5) (041-2,7) (25) (161 (068-436) (16,7) (20) 0,11-5,77)
cC 21310 0 0,25 ND 109 0 027 ND 0 0 ND ND
Alleles
T 109 74 046 0,72 89 114 012 052 22 27 083 1,22
(85.2) (88,7) (031-169)  (856) (92) 0,22-121)  (91,79) (90) (0,18-7,97)
G 19 9 15 10 2 3
(14,8) (11.3) (144 8) 83) (10)

*Significant p-values appear in bold
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Table 7 Distribution of the rs3808607 and rs1050504 diplotype frequencies in pulmonary tuberculosis patients and healthy controls

Diplotypes PTB Patients (n = 68) (%) Controls (n = 90) (%) p-value OR (85% ClI)
CC/AA 19 (28) 24 (27) 043 1.05 (0.56-1.95)
CT/AA 8(12) 1(1) 0.0006* 135 (1.72-105.9)
TT/AA 0 (M 025 Undefined
CC/AC 16 (24) 28 (31) 013 0.7 (037-1.31)
CT/AC 13 (20) 18 (20) 0.5 1(05-1.99)
TT/AC 1(1) 1(1) 0.5 1(0.06-16.2)
cc/rcc 57 1(12) 012 0.55 (0.2-1.46)
CT/CC 5 5(6) 039 1.17 (0.38-3.64)
TT/CC 1) 1(1) 0.5 1(0.06-16.2)

*Significant p-values appear in bold

allele is located in a putative miRNA binding site for miR-
154-3p [33], reported to act as a tumour suppressor in
several types of malignancies [34, 35]. In a mutant allele,
this miRNA binding site becomes another binding site,
the role of which has not yet been explored [33]. This
finding is of particular interest, especially when we know
that FAN, the protein encoded by NSMAF, is implicated
in apoptotic signalling [20, 22, 36]. Apoptosis is consid-
ered a particular innate defence against Mtb, and it is as-
sociated with diminished pathogen viability in infected
macrophages (37, 38]. As a result, virulent Mtb strains
have developed a capacity to disrupt this mechanism by
various means, such as through expression of the anti-
apoptotic Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukaemia 2) family,
which can block the release of cytochrome ¢ from
mitochondria [39].

Taken together, we can hypothesize that the presence
of the CT genotype could create conditions leading to
downregulation of FAN. Conversely, the rs1050504TT
SNP could decrease the ability of miRNA to down-
regulate FAN, theoretically leading to increased FAN
production. In turn, increased FAN could enhance
apoptotic signalling to protect against PTB and/or
likely affect other roles FAN plays in anti-TB immune

Table 8 Distribution of the rs3808607 and rs1050504 haplotype
frequencies and LD statistics in pulmonary tuberculosis patients
and healthy controls

Haplotype Haplotype frequencies % p-value

PTB CTRL
A-C 53 51 038 1.08 (0.62-1.89)
AT 9 4 0.08 237 (0.7-7.97)
cC 25 32 013 0.7 (0.38-1.31)
CT 13 13 05 1(043-228)
LD statistics ~ PTB CTRL
B 0.34 0.58
¢ 005 008

response, such as Actin reorganization in macrophages
[40] and navigational capacity of leucocytes chemotac-
tic response [41], or its documented role in TNF-« in-
duced neutrophil migration in mouse peritonitis
models [21].

However, we cannot exclude the possibility that the as-
sociation between the rs1050504 SNP and PTB may be
secondary to the presence of one or more different vari-
ants in close linkage disequilibrium with the NSMAF
gene or other genes. In particular, this candidate gene is
located within the chromosomal region 8q12-q13, char-
acterized by a high LOD score of susceptibility to PTB
in the Moroccan population [11]. In addition, more re-
cently, other SNPs located in genes that are closely
linked to the NSMAF gene, TOX (rs2726600 and
rs1568952) and CYP7AI (rs3808607), have been associ-
ated with PTB [8, 42].

After stratification analysis, our data show that the as-
sociation is maintained only in males but not in females.
Males with the rs1050504 CT genotype are more suscep-
tible to PTB, in contrast to those with the TT, which
seems to be protective against PTB. These data reinforce
the sexual inequality with respect to predisposition to
TB; worldwide epidemiological data report that the ma-
jority of TB patients are male [43, 44]. This sex discrim-
ination could be due to the sex hormones [43-45]. A
previous finding reported that testosterone is immuno-
suppressive and impairs macrophage activation [46],
while oestrogens are pro-inflammatory mediators able to
induce the production of TNF-a and stimulate secretion
of INF-y [47, 48].

Interestingly, in our study, the patients between ages
30 and 49 with the TT genotype appeared to be at de-
creased risk of developing PTB (OR 0.22; p=0.002).
Theoretically, the NSMAF gene interacts with other
genes encoding for cytokines or their receptors that play
an essential role in defence against TB. This polygenic
aspect of susceptibility to TB might in part explain our
finding. When taking into account that genetic variants
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affecting genes encoding for cytokines or their receptors
could be influenced by age and sex, as reported with the
AA genotype variant of +874 A/T, affecting the IFN-g
gene was associated with active PTB in men (OR 2.42)
aged 30-49 years [49].

Analysis of the LD measures revealed that two SNPs
(rs3808607 and rs1050504) are in LD. Nevertheless, the
values of D’ and r2 indicated that this LD is low. More-
over, our results showed that when the AA rs3806607
genotype and CT rs1050504 genotype are coinherited,
the susceptibility to develop TB is strongly significant
(OR 13.5; p =0.0006). These data confirm our previous
finding wherein the AA rs3808607 genotype of the
CYP7A1 gene is more frequent in PTB patients com-
pared to HC (OR 1.93; p =0.02) [8]. However, the lack
of association between rs2228505 and rs36067275 SNPs
and PTB in our study, at both the allelic and genotypic
levels, could be explained by the absence of the effect of
these genetic variants occurring at their positions.

In our study, we report for the first time the allele fre-
quencies of these three SNPs in the Moroccan popula-
tion, which could be used for others studies in the
context of their potential involvement in other diseases.
Indeed, data analysis of the rs1050504 SNP revealed that
the T mutant allele frequency observed in the Moroccan
population (0.29) is close to that reported in Han
Chinese (0.32) and Caucasian (0.34) populations and
higher than the frequencies observed in Japanese (0.2)
and Sub-Saharan African populations (Yoruba) (0.08).

When we analysed the data for the rs2228505-C mutant
allele, the allele frequency was 0.09 in Moroccan popula-
tion, which is similar to that observed in the Sub-Saharan
African population (Yoruba) (0.1), but it is much lower
than that observed in the Han Chinese and Japanese (0.22,
0.33, respectively) and higher than that in the Caucasian
population (CEU) (0.01). Therefore, it will be very inter-
esting to evaluate the impact of the polymorphism of this
variant in Chinese and Caucasian TB populations.

Concerning the result of the rs36067275 C>T SNP,
we found that the T mutant allele is absent in the
Moroccan population as observed in Caucasian (CEU),
Han Chinese (HCB) and Japanese (JPT) populations.
However, in the Sub-Saharan African population
(Yoruba), this allele is present at 0.02 frequency [50].

Conclusion

In summary, our results suggest that the rs1050504
NSMAF SNP may have an impact on the susceptibility or
resistance to PTB in the Moroccan popu_lation. We are,
however, fully aware that the limitation of the current
study is its small size. Hence, further studies using larger
samples in ethnically diverse populations are needed to
better understand the involvement of NSMAF in protec-
tion against TB. In addition, functional studies are highly
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recommended in order to evaluate the involvement of the
NSMAF gene or its product in TB development.
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Le cholestérol et ses métabolites jouent un role primordial dans le fonctionnement du systéme
immunitaire (Andersen, 2018; Dabrowski et al., 1980; Heiniger and Marshall, 1982; Tall and Yvan-
Charvet, 2015). C’est un ¢lément nécessaire au développement adéquat de la fonction cytotoxique
(Bietz et al., 2017; Dabrowski et al., 1980). La majorité du cholestérol cellulaire se situe dans la
membrane plasmique, en particulier dans les régions des radeaux lipidiques (LRs) riches en
cholestérol et en sphingomyéline (Crane and Tamm, 2004). De plus, les LRs interviennent dans
diverses voies de signalisation du syst¢tme immunitaire. Il a été démontré que la stimulation des
cellules T oy par des antigenes de Mtb induisait une agrégation des LRs suggérant leur contribution
dans l'activation des cellules T &y (Li et al., 2011). L’appauvrissement cellulaire en cholestérol
perturbe la formation et la stabilité des radeaux, et engendre une suppression du TLR4 et du TCR,
récepteur des lymphocytes T, en plus d’une induction de la signalisation pro-inflammatoire
(Armstrong et al., 2010; Bensinger et al., 2008; Zhu et al., 2012, 2008).

Par ailleurs, il a été rapporté que le cholestérol de I'hdte est également impliqué dans l'infection et la
persistance de Mtb (Soto-Ramirez et al., 2017; Miner et al., 2009; Pandey and Sassetti, 2008). Les
taux de cholestérol de 1'hdte ont été impliqués dans l'issue des infections a mycobactéries. Il a été
démontré que les patients tuberculeux avaient un faible taux sérique de cholestérol, c'est pour cette
raison que lI'hypocholestérolémie a ét¢ proposée comme facteur de risque de TB (Pérez-Guzman
and Vargas, 2006). Le cholestérol a méme été envisagé pour le traitement de la TB pulmonaire
puisqu'un régime alimentaire riche en cholestérol a considérablement accéléré la stérilisation
bactériologique des expectorations de patients atteints de TB pulmonaire (Andersen, 2018; Pérez-
Guzman et al., 2005).

L'homéostasie du cholestérol est régulée principalement par la voie du cholestérol 7-alpha-
hydroxylase. Le gene CYP7AIl code pour la protéine CYP7AI1, qui est un cytochrome P450
catalytisant I'étape principale et limitante de la régulation du métabolisme du cholestérol et des

acides biliaires (Liu et al.,, 2016; Schwarz et al., 1998). Puisqu’une altération dans I’enzyme
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CYP7A1 provoque une perturbation importante dans 1’équilibre du cholestérol conduisant a un
phénotype hypercholestérolémique (Pullinger et al., 2002).

Par ailleurs, le géne CYP7A1 est situé dans une région chromosomique intéressante, la 8q12-ql3,
associée a la TB pulmonaire dans une population marocaine (Baghdadi et al., 2006).

Tous ces arguments ont fait du CYP7A41 un géne candidat potentiel; Pour cette raison et dans le but
d’investiguer 1’éventuel lien qui pourrait exister entre ce géne et la prédisposition a la TB
pulmonaire et pleurale nous avons conduit une étude cas-témoin comprenant 288 sujets. Nous avons
réalisé¢ un génotypage par la technique TagqMan® pour les variants génétiques suivants: rs8192875
et 18192879 et par PCR-RFLP pour le SNP rs3808607.

En étudiant la distribution des fréquences génotypiques et alléliques chez les patients atteints de TB
pulmonaire ou pleurale, par rapport aux témoins. Nous avons pu rapporter pour la premicre fois une
association génétique entre 1’alléle A du variant rs3808607 et la vulnérabilité a la TB. Il semble que
les individus homozygotes AA ont environ deux fois le risque de développer une TB pulmonaire.

Nos données suggerent que le gene CYP7A1 pourrait jouer un role dans la susceptibilité a la TB.
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Abstract

Introduction: Despite the medical progress in treatment. Tuberculosis (TB) continues to be a serious global health problem. A genome-wide
linkage study identified a major susceptibility locus on chromosomal region 8q12-q13 in Moroccan TB patients. The CYP7A1 gene is located in this
region and codes for cholesterol 7a-hydroxylase, an enzyme involved in cholesterol catabolism. Methods: We selected three SNPs (rs3808607,
rs8192875 and rs8192879) and studied their genotype and allele frequencies distribution in patients with pulmonary (PTB) or pleural TB (pTB), and
compared them to Healthy Controls (HC). Genotyping of rs8192875 and rs8192879 SNPs was carried out using the Tag Man SNP genotyping Assay
while rs3808607 was investigated by PCR-RFLP. Results: We reported here for the first time a statistically significant increase in the AA
homozygote genotype frequency of rs3808607 in PTB patients compared to HC (p = 0.02, OR = 1.93, 95% CI: 1.93 (1.07;3.49). The increased
risk of developing TB was maintained when we combined the groups of patients (PTB-pTB) (p = 0.01, OR= 1.91, 95% CI = (1.07 - 3.42). In
contrast, no genetic association was observed between the rs8192875 or rs8192879 polymorphisms and TB. Cenclusion: Our investigations
suggest that rs3808607 may play a role in susceptibility to TB in a Moroccan population.
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Introduction

Tuberculosis (TB) is one of the oldest diseases to still affect the
human race and is the cause of high mortality and morbidity
worldwide. According to the seventeenth global report on TB
published by the World Health Organization (WHO) the numbers of
TB patients will increase in coming decades [1]. It has been
estimated that one-third of the world’s population is infected by
Mycobacterium tuberculosis (Mth). However, approximately only 10
% develop the disease, which suggests that TB is due to an as yet
unde@257;ned risk factor.

Host cholesterol levels have been implicated in the outcome of
mycobacterial infections. It has been found that TB patients have a
low serum level of cholesterol so hypocholesterolemia was proposed
as a risk factor for TB [2]. Cholesterol has been considered for
treatment of pulmonary TB since a cholesterol-rich diet signi?cantly
accelerated the bacteriological sterilization of sputum of pulmonary
tuberculosis patients [3]. Furthermore, it has been observed that
the total serum cholesterol, HDL-C and LDL-C correlated with the
evaluated radiological extent of the disease and the degree of
smear positivity in pulmonary TB patients [4]. Likewise, molecular
and biochemical analyses suggested that the development of the
human TB granuloma to caseation correlated with pathogen-
mediated dysregulation of host lipid metabolism [5]. Several studies
have demonstrated the important role played by cholesterol in the
function of the immune system [6,7]. Cholesterol is required for the
adequate development of the cytotoxic function of human
lymphocytes [6]; it participates in cytotoxic lymphocyte
differentiation and proliferation [7]. Furthermore, lipid rafts (LR),
plasma membrane microdomain enriched in cholesterol and
sphingolipid, are involved in diverse signaling pathways of the
immune system. It has been shown that dy T cells stimulation by
Mtb antigens induces LR aggregation suggesting contribution of LR
to &y T cells activation [8]. Importantly, in view of the toxicity
associated with the accumulation in Mt of some cholesterol
metabolites such cholest-4-en-3-one [9], it has been suggested that
the cholesterol degradation pathway could be an interesting avenue
for the development of new anti-tuberculosis agents [10]. It has
been reported that host cholesterol is also involved in Mtb infection
and persistence [11,12]. Moreover, several studies have reported
the important role played by LR in the pathogenesis of Mtb
infections [13]. So the implication of cholesterol in determining the
fate of TB is still not completely understood. Nevertheless, there is a
yet undefined link between TB and cholesterol. The homeostasis of
cholesterol is regulated principally by the cholesterol 7-alpha-
hydroxylase pathway. The CYP7A1 gene codes for cholesterol 7-
alpha-hydroxylase (CYP7Al), a cytochrome P450 that plays an
essential role in maintaining a balance in cholesterol and bile acid
since its catalytic reaction is the rate-limiting step and the major
step in regulating homeostasis of cholesterol and bile acids [14].
The CYP7Al gene spans about 10 kb and contains 6 exons, 5
introns, one 5°-UTR, and one 3'-UTR and is localized on
chromosome 8q12.1.

Genetic variations in the CYP7A1 gene have been associated with
metabolic disorders of cholesterol and bile acids, in addition to a risk
of developing several diseases. In this context, it has been reported
that a polymorphism in the promoter region of CYP7A1 named -278
A>C (rs3808607), from the translation initiation codon, or -204 A>C
from the transcriptional start site were found to be associated with
hypercholesterolemia-hyperlipidemia [15-17], a risk  of
atherosclerosis [18], colorectal cancer [19] and hypertension [20].
In addition, a CYP7A1 enzyme deficiency caused by a homozygous
1302-1303 delTT deletion mutation in CYP7A1 exon 6, leading to a

frameshift (L413fsX414), has been linked to a hypercholesterolemic
phenotype [16]. Importantly, CYP7AI gene is located within an
interesting chromosomal region, the 8q12-q13 that is associated
with pulmonary TB in a Moroccan population [21]. In the present
study, we examined the polymorphism of three SNPs located in the
CYP7A1 gene and evaluated their impact on susceptibility to TB of a
Moroccan population by using a case-control approach.

Methods

Study designs

Three hundred and twenty-four informed and unrelated adult
volunteers were recruited for this immunogenetic study during two
years, as of 2010. TB patients were represented by 136 PTB
patients with sputum positive for acid-fast staining and
mycobacterial culture and 50 pTB patients biopsy positive for
granulomatous lesions and mycobacterial culture. All patients were
tuberculin skin test positive. Patients were recruited from 19 public
health centres, including the Centers of TB Treatment and
Respiratory Disease (CTRD) and the university hospitals. Healthy
controls (HC) included 138 subjects matched for sex and age and
were recruited from the Regional Centers of Blood Transfusion
(RCBT). All moroccan ethnic groups (Arabs, Sahraoui and Berbers)
are equally represented between Patients and healthy subjects.

Al HC were tuberculin skin test negative and retained this
immunological status during the two years after recruitment to a
posterior telephonic check-contact. Ten ml of peripheral blood was
collected in ethylenediaminetetraacetic acid tubes from all
participants. Structured questionnaires were used to collect all
information about demographic parameters and data on the medical
history. The observed sex ratio (males /females) for TB patients was
almost similar to that of HC (106/30 vs 105/33, respectively). The
mean age * standard deviation (SD) was 33.43 +13.24 years,
ranging from 18 to 67 years, and 32.41 £11.10 years, ranging from
18 to 61 years, for patients and HC, respectively. All subjects were
negatives for HIV-1/2 infection (tested by Axsym Assays, Abbott
Laboratories, Chicago, IL, USA). This study was approved by the
local ethics committee (Faculty of Medicine and Pharmacy from the
Mohammed V-Souissi University) and informed written consent was
obtained from all subjects.

CYP7A1 genotyping

DNA extraction: Total genomic DNA was extracted from peripheral
blood of all TB patients and HC using QIAampDNA Blood Maxi kit
(QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Germany). DNA
samples were stored at -20°C until use. CYP7A1 selected SNPs:
Three functional SNPs of the CYP7A1 gene were selected for
genotyping. When considering their position on the gene and the
quality of the mutations we supposed that they could have a
potential effect on the expression of the CYP7A1 enzyme: the first
SNP rs8192875 C>T is located in the fourth exon and it represents a
nonsense mutation. The second SNP rs8192879 C>T is in the 3'UTR
region, in a linkage disequilibrium block (YRI-B1) [22]. The third
SNP rs3808607 A>C is located in the promoter region

Real time PCR genotyping: Two of the three selected SNPs were
genotyped by Real time PCR technology for 136 PTB and 138 HC. In
fact, rs8192875 and rs8192879 SNP genotyping was performed with
a TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Reactions were performed as
recommended by the manufacturer (Applied Biosystems), in a total
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volume of 25 pl containing 1.25 pl of Drug metabolism genotyping
assay 20 X, 12.5 pl of TagMan 2 X Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) and 11.25 pl of DNA sample diluted in DNase-
free water. Ampli?cation was carried out for 50 cycles at 92°C for
15sec as a denaturation step, followed by an annealing/extension
period at 60°C for 90 sec, with an initial denaturation period of 10
min at 95°C. PCR allelic discrimination was performed on a 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), which measured the specific allele fluorescence of each
sample.

PCR-RFLP Genotyping: The A-204C of the CYP7A1l gene was
genotyped in 100 PTB, 50 pTB and 100 HC. Genotyping was done
by the PCR-Bsal restriction fragment length polymorphism method,
using primers 5'-AATGTTTTTCCCAGTTCTCTTTC-3' (sense) and 5'-
AATTAGCCATTTGTTCATTCTATTAG-3' (antisense), as described
previously (Wang et al., 1998). PCR primers were designed to
amplify a product of 393 bp. Briefly, the PCR was performed in a
reaction mixture of 10 pL containing 0.5 IU of Taq DNA polymerase
and 1 pL of template DNA with a concentration of approximately
50-150 ng/uL. Preceded by the initial denaturation at 94°C for 4
min, the amplification was carried out for 30 cycles for 30 sec at
94°C, 30 sec at 53°C and 30 sec at 72°C, with a ?nal extension at
72°C for 7 min. The PCR product of 393 bp was digested in a total
volume of 20 pL with 10 IU of Bsal for 3 hr at 50°C. After enzymatic
digestion two fragments of 93 bp and 300 bp for the A allele, and
three fragments of 39 bp, 93 bp and 261 bp for the C allele were
obtained. The digested products were visualized and photographed
in 3% agarose gels stained with ethidium bromide. To validate the
results obtained by PCR-RFLP, the genotyping of some randomly
selected samples of each genotype profile were confirmed by DNA
sequencing using an automated sequencing system (ABI Prism 3730
Genetic Analyzer), following the manufacturer’s protocols.

Statistical analysis

The genotype frequencies and allele distribution between patients
and HC were estimated by direct counting. The Hardy-Weinberg
equilibrium was tested in the first step of statistical analysis.
Statistical analysis was carried using EPI INFOTM software, version
7.1.0.6 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA; 08
September 2012). All results corresponding to p-values below 0.05
were considered statistically significant. Moreover, the odds ratio
(OR) with a 95% confidence interval (CI) was calculated to evaluate
the risk of association between genotypes or alleles and TB disease.

Results

All genotype frequencies of patients and HC were consistent with
respect to the Hardy-Weinberg equilibrium. In fact, each Khi2 value
calculated for each SNPs for both patient and HC groups are inferior
to 3.84.

CYP7A1 promoter polymorphism and risk of TB

The genotype and allele frequency distribution of the CYP741 -204
A>C polymorphism (rs3808607) between PTB and pTB patients and
the HC groups are given in Table 1. A significant statistical
difference in both the AA genotype and A allele frequencies have
been observed between PTB patients and HC (43% vs 28 %, p =
0.026, OR = 1.94, 95% CI = 1.03-3.65 and 65% vs 54%, p =
0.025, OR = 1.58, 95% CI =1.04-2.4, respectively). The same
tendency in the AA genotype and allele frequencies distribution was
found between pTB and HC, differences were not statitical reached
(42% vs 28%, p>0,05 and 64% vs 54%, p> 0,05, respectively).

Furthermore, We observed a significant increase of homozyote AA
genotype and A allele frequencies in combined patient groups (PTB
- pTB) compared with HC (43% vs 28 %, p =0.018, OR = 1.91,
95% CI= 1.07-3.42 and 65 % vs 54 %, p = 0.016, OR = 1,56
(1.06-2.28), respectively).

rs8192879 CYP7A1 SNP genotyping

Statictical analysis of the rs8192879 polymorphism showed no
significant difference in the genotype or allele frequency distribution
for HC compared to PTB patients (p> 0,05) (Table 2). At allelic
level, we observed a high frequency of C allele than T allele in both
PTB patients and HC groups (75.72 % vs 24.28 % and 72.79% vs
27.21%, respectively).

rs8192875 CYP7A1 SNP genotyping

The results regarding the CYP7A1 rs8192875 C>T SNP are shown in
Table 3. No homozygous TT or heterozygous CT individuals were
observed among neither the PTB patients nor the HC. There was no
significant difference in the genotype and allele frequencies
distribution between these two groups 100% vs 100% for AA
genotype, p > 0,05).

However, there was no significant difference in the genotype and
allele frequencies distributions for each SNP between Moroccan
ethnic groups (p-value > 0.05) (data not shown).

Discussion

On the basis of numerous observations, evidence supports the
hypothesis of contribution of host genetic factors in determining of
susceptibility/resistance to TB [23, 24]. In this context, a previous
reported studied genetic association in a Moroccan population with
TB and suggested the potential involvement of some genes in the
susceptibility or resistance to TB [25-27].

Here, using a candidate gene approach we investigated the
association of three genetic variants in the CYP741 gene with
susceptibility to TB disease. To our knowledge the work presented
here reported for the first time the relationship between CYP/A1
gene polymorphism and susceptibility to TB. In fact, to reach this
principal objective, we also report for the first time the genotype
and allele frequencies distribution in @ Moroccan population, which
represents a North-African population. Comparison of the allele
frequencies of all the SNPs investigated with those reported in
HapMap database and in the literature revealed an interesting
result: the mutant allele frequency seems to be different for each
SNP between Caucasians, Chinese, Nigeria and Japanese
populations. Hence, in our population the T allele of rs8192875 C>T
could be considered as a rare allele as determined by its allele
frequency. This result seems to be similar to that observed in
Caucasians and Chinese populations (0 % and 1%, respectively)
and little different to that reported in Nigerian and Japanese
populations (2% and 6%, respectively). In addition, the T allele
frequency of rs8192879 C>T SNP reported here (24.28%) was
similar to that observed in Nigerian, Japanese and Chinese
populations (22%, 26%, 27 %, respectively). In contrast, this allele
frequency is lower than that reported in a Caucasian population
(37%).The lack of association between the rs8192875 and
rs8192879 polymorphisms and TB disease may indicate that these
variations had no effect on conferring predisposition to TB in our
population.

Interestingly, the C allele frequency of rs3808607 SNP found in our
study is comparable to that reported in Chinese population (45.2 %)
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[20], and it appears to be relatively higher than that reported in
Caucasian (39 %) [17] and North Indian populations (39.8%)
[28].This allele may play a protective role since it is negatively
associated with TB. Statistical analysis of our data report a
significant positive association between the A allele and the AA
homozygote genotype of the rs3808607 SNP and TB disease. It
seems that AA genotype-carriers had almost a double risk of
developing TB disease in our population. Furthermore, in the pTB
patient group, the AA homozygote genotype was also found at a
higher frequency compared to the HC (42% vs 28%), though this
difference failed to reach statistical significance, suggesting a
potential contribution of this specificity on susceptibility to pTB
disease. The lack of association observed in this case could be
attributed to the small size of the pTB patient group.

While we put together all the TB patients into the same group: PTB-
pTB, the increase risk of developing TB was still sustained. These
finding should be confirmed in a larger population. The genetic
association revealed that the promoter region could play an
important role in the control of the disease. Earlier studies reported
that deletion of the -213 to 91 segment from the CYP7A1 promoter
caused a 40 % reduction in the promoter activity suggesting the
location of an important regulatory element [29]. The location of
this polymorphism in the promoter region could influence the
interaction of transcription factors with theirs receptors on this
region and consequently could modulate the transcriptional activity
of this gene.

Based on the substantial and relevant data concerning on the one
hand the function of cholesterol 7 alpha-hydroxylase in regulation of
the balance in cholesterol and the crucial role played by cholesterol
on the immune system [6, 7] and on the other hand the impact of
genetic variations occurring at position -204 at the promoter region
of the CYP7AI gene [16, 19], we can hypothesize on the
development of TB disease in patients carrying an AA genotype of
the rs3808607SNP. First of all, the AA genotype of CYP7AI was
associated with an elevated low-density lipoprotein (LDL) cholesterol
concentration in an Inuit Canadian population but not in Hutterites
and Oji-Cree Canadian populations [30]. In addition, a significant
increase in serum triglycerides in a healthy normolipidaemic male
population and with significantly higher concentrations of total
cholesterol in hypertriglyceridemic patients AA genotype carriers it
was observed in a Netherlands population [17]. In contrast, others
studies reported the opposite results, since the LDL-cholesterol
concentrations were higher in CC than AA homozygotes both men
and women [15]. Differences in the genetic background of the
populations may be among the reasons for these discrepancies.
Furthermore, the AA genotype was associated with other diseases
such as hypertension in obese male patients [20]. De Castros-Or?s
and colleagues suggested that compared with the A-allele, the C-
allele variation was associated with enhanced gene expression [31].
According to this observation we could suppose that the AA
genotype is associated with decreased gene expression. The -204A
allele may participate in the repression of gene expression by
increasing the affinity to negative regulators or in an opposite
manner by decreasing the affinity to one or more positive regulators
acting on the promoter region of the CYP7AI gene,which is linked
the cholesterol metabolism to immune system. This hypothesis is
supported by Lu and his colleagues from studies into liver X
receptors (LXRs) [32]. LXRs are nuclear receptors that play a central
role in the transcriptional control of cholesterol homeostasis. They
comprise two members LXRa and LXR?. LXRs are also important for
the proper control of genes involved in the innate immune response
to bacterial pathogens and mice lacking LXRs were maore susceptible
to Mtb infection [33].

Interestingly, in a murine model, it has been reported that LXRa
stimulates the expression of CYP7ZAI via binding to a potent LXR
response element (LXRE) present in the CYP7AI1 promoter [34].
Additionally, it has been shown that LXRa with LHR-1 can act as a
positive gene expression regulator of CYP7A1 in mice [32]. So, we
can hypothesize that any genetic variation occurring in this region of
the CYP7A1 promoter (LXRE) could theoretically influence CYP7A1
gene expression. The CYP7ZAI will be repressed and consequently
the cholesterol will be more available to pathogens. As cholesterol is
required by Mtb for infection and persistence, it acts as a virulence
factor [11, 12]. So, it seems that the AA homozygous subjects were
more susceptible to develop TB disease.

Finally, we cannot exclude the possibility that the -204 A allele is in
linkage disequilibrium with a yet unidentified functional
polymorphism at the CYP7AI gene itself or other closely located
genes directly or indirectly related to immune system pathways
implicated in defense against TB. More recently, Grant and
colleagues have identified a statistically significant association
between two genetic variants (rs2726600 and rs1568952), located
within the TOX gene and PTB disease in a Moroccan population
[35]. The CYP7A1 gene is located close to the TOX gene and it
would be interesting to do a statistical haplotype analysis to
evaluate the risk of each variant on the susceptibility in the
Moroccan population.

Conclusion

In summary, we identified for the first time a significant association
of the A-204C polymorphism of the CYP7AI gene and development
of TB in a Moroccan population. This finding should be confirmed on
a larger sample size. In addition, further studies should give a better
understanding of the involvement of CYP7AI in terms of the
susceptibility to TB.
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Tables

Table 1:

Genotypes and alleles frequencies for the

rs3808607CYP7A1 polymorphism in TB (TBP, pTB) patients vs HC
Table 2: Genotypes and alleles frequencies for the rs8192879
CYP7A1 polymorphism in PTB patients and HC

Table 3: Genotypes and alleles frequencies for the rs8192875
CYP7A1 polymorphism in PTB patients and HC
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Table 1: Genotypes and alleles frequencies for the rs3808607 CYP7A1 polymorphism in TB (TBP, pTB) patients vs HC
Patients vs Controls
rs3808607 PTB pTB PTB-pTB HC N=100 P value OR (95% CI)
N= 100 N=50 N=150 (%)
(%) (%)
Genotypes (N) (%)
AA 43(43) 21 (42) 64 (43) 28(28) 0,026 1,94 [1,03-3,65]*
>0,05%, 0.018° 1,91 [1,07-3,42]°
AC 44 (44) 22 (44) 66 (44) 52 (52) >0,05%2¢
CcC 13 (13) 7 (14) 20 (20) > 0,05°>¢
Alleles (2N) 20 (13)
A 130 (65) 64 (64) 194 (65) 108 (54) 0,025° 1,58 [1,04-2,41]°
>0,05°, 0.016° 1,56 [1,06-2,28]°
Cc 70 (35) 36 (36) 106 (35) 92 (46) 0,025% 0,63 [0,41-0,96]°
>0,05",0.016° 0,64 [0,44-0,94]°
Abbreviations : CI= confidence interval; OR = odds ratio ; ®: PTB vs HC ; ® : pTB vs HC; ©; PTB-pTB vs HC.

Page number nat for citation purposes 6

79



Table 2: Genotypes and alleles frequencies for the rs8192879 CYP7A1 polymorphism in PTB patients and HC

PTB vs HC

rs8192879 PTB HC P value
N= 136 (%) N= 138 (%)

Genotypes (N)

cc 69 (50,73) 82 (59,42) >0,05

cT 60 (44,11) 45 (32,6) >0,05

T 7(514) 11(7,97) >0,05

Alleles (2N)

Cc 198(72,79) 209(75,72) >0,05

T 74(27,21) 67 (24,28) >0,05

Abbreviations: PTB = pulmonary tuberculosis; HC = Healthy controls

Table 3: Genotypes and alleles frequencies for the rs8192875 CYP7A1 polymorphism in PTB patients and

HC

PTB vs HC

rs8192875 PTB HC P value
N = 136 (%) N = 138 (%)

Genotypes (N)

cC 136 (100) 138(100) >0,05

cT 0(0) 0 (0) >0,05

T 0(0) 00 >0,05

Alleles (2N)

Cc 272 (100) 276 (100) >0,05

T 0(0) 0(0) >0,05

Abbreviations: PTB = pulmonary tuberculosis; HC = Healthy controls
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IT1.3 Validation des résultats obtenus par la PCR-RFLP

Dans le but de valider nos résultats de la PCR-RFLP qui ont associé pour la premicre fois le
rs3808607 au développement de la TB et afin de vérifier la position de cet SNP investigué, nous
avons réalis¢ un séquencage de 10 patients tuberculeux choisis aléatoirement parmi ceux
investigués par PCR-RFLP; huit d’entre eux sont atteints de TB pulmonaires et deux ont une TB
pleurale.

L’analyse de nos données a montré que les résultats de génotypage par PCR-RFLP concordent a
100 % avec ceux obtenus par le séquencgage, considérée comme la technique de référence (figure
26). Ce qui confirme la fidélité¢ de la PCR-RFLP et de la démarche technique suivie.

Nous avons aussi pu confirmer la localisation du rs3808607 a la position 58500365 comme décrit

dans la littérature (https:/www.snpedia.com/index.php/Rs3808607) dans le promoteur du gene

CYP7AI (figure 27). 1l est aussi intéressant de savoir que ce SNP est localis¢ dans un DHS (site
d’hypersensibilit¢ de DNase I) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110596866). Cette localisation

est startégique placant le rs3808607
v A 53pb du site Bare II [58500285-58500312], abritant le site II de laison de PPARa
/RXRa.

v A 57pb du site Bare II [58500287-58500308], ou on trouve le récepteur de la vitamine
D et de I’acide 9-cis rétinoique (vitamine A) (VDR/ RXRa).

v A 132 plus loin du site Bare I [58500216-58500233], contenant un 2°™ récepteur
VDR/ RXRa.

Par ailleurs, nos résultats nous ont permis d’identifier trois nouvelles mutations potentielles:
— La premiere mutation (NC_000008.11: g. 58500624 C>T), a provoqué une substitution de
I’allele sauvage C par I’alléle mutant T localisée a 58500624 (figure 28).
— La 2°™ mutation (NC_000008.11: g. 58500624 del T) a la méme position (58500624) nous
avons identifi¢ également, une délétion d’une seule base T.
— La 3™ mutation (NC_000008.11: g. 58500260 G>A), a provoqué une substitution de
I’allele sauvage G par I’allele mutant A, localisée a 58500260 (figure 29).

Quant a la distribution de la fréquence des mutations par patients, nous avons observé que 60 % des
patients (6/10), étaient porteurs de la nouvelle mutation (NC_000008.11: g. 58500624 C>T). A la
méme position de cette substitution, 20 % (2/10) des patients étaient porteurs d’une délétion
(NC _000008.11: g. 58500624 del T) (figure 30). Alors que la mutation (NC 000008.11: g.
58500260 G>A), n’a été observée que chez 10 % des patients (1/10) (figure 29 et 31).
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Figure 30 | Résultat d’alignement d’une séquence du promoteur du géne CYP7A1 par rapport a la
de référence. Ce résultat montre que ce patient est

séquence

porteur

la mutation (NC_000008.11: g. 58500624 delT) et de (2), la mutation rs3808607.

Légende:
Query: Séquence contig du patient P28F

Sbjct: Séquence de référence

de

1

85



Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p12 Primary Assembly
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Figure 31 | Résultat d’alignement d’une séquence du promoteur du géne CYP7A41 par rapport a la
séquence de référence. Ce résultat montre que ce patient est porteur de: 1,
la mutation (NC _000008.11: g. 58500260 G>A); 2, la mutation rs3808607 ; 3, la mutation
(NC_000008.11: g. 58500624 C>T).
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I11.4 Association de la tuberculose avec la faible concentration de la vitamine A

Article 3: Low plasma vitamin A concentration is associated with tuberculosis in Moroccan

population: a preliminary case control study

Mounia Qrafli, Khalid El Kari, Hassan Aguenaou, Jamal Eddine Bourkadi, Khalid Sadki and
Mohammed El Mzibri.
BMC Res Notes (2017) 10:421 DOI 10.1186/s13104-017-2737-z

II est maintenant bien établi que les carences nutritionnelles sont associées a une altération des
fonctions immunitaires. L’état nutritionnel est I’un des plus importants déterminants de la résistance
aux infections. Il a été démontré que plusieurs vitamines, dont la vitamine A, jouent un role dans
I'immunité contre l'infection ou la maladie a Mtb (Aibana et al., 2018, 2017; Gupta et al., 2009). En
effet, la vitamine A est essentielle pour I’accomplissement de plusieurs fonctions physiologiques,
comme la vision, la croissance et la reproduction (Tanumihardjo, 2011). Elle joue notamment un
role important dans les réponses immunitaires contre les agents pathogenes tels que le Mtb (Aibana
etal., 2017; Guo et al., 2015; Raverdeau and Mills, 2014).

Hall et ses collégues ont rapporté qu’apres I’infection de souris déficientes en vitamine A par T.
gondii, les réponses immunitaires Thl et Th17 étaient altérées et de faible niveau d’IFN-y et IL17
ont ¢été observés (Hall et al., 2011). De plus, il a été rapporté que les actions synergiques de la
vitamine A (acide rétinoique AR) et de la vitamine D sont capables de réprimer la transcription du
gene TACO permettant aux mycobactéries de survivre dans les macrophages humain (Anand et al.,
2008; Ferrari et al., 1999; Gogulamudi et al., 2015). En outre, lorsque les macrophages THP-1 sont
incubés a l'acide chénodésoxycholique (un acide biliaire primaire) et ’AR, l'entrée et la survie
intracellulaire du Mtbh sont considérablement restreintes (Anand and Kaul, 2005). Aussi,
I'administration orale de I'AR chez les rats diminue le nombre de Mtbh par rapport aux témoins
(Yamada et al., 2007). Par ailleurs, une découverte intéressante a révélé que la vitamine A collabore
avec le NPC2 (Niemann-Pick disease type C2) pour assurer une activité antimicrobienne induite par
une réduction de la concentration du cholestérol cellulaire (Wheelwright et al., 2014).

Le développement de la TB dépend étroitement du statut immunologique des hotes, nécessitant la
présence de micronutriments, notamment le fer, le zinc, les vitamines A et D, pour un

fonctionnement adéquat (Aibana et al., 2017; Chandra, 1997; Katona and Katona-Apte, 2008).
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Une prévalence élevée de la carence en vitamine A a été observée chez les patients atteints de TB,
suggérant une forte association entre une carence en vitamine A et le développement de la TB
(Aibana et al., 2017; Karyadi et al., 2000; Ramachandran et al., 2004; Wiid et al., 2004).

Ainsi, nous avons realis¢ une étude préliminaire pour évaluer les concentrations de vitamine A chez
les patients marocains atteints de TB, en vu d’entreprendre une étude plus large sur ’efficacité de la
supplémentation en vitamine A chez les patients tuberculeux. La concentration plasmatique de
rétinol a ét¢ mesurée par HPLC chez 44 patients tuberculeux récemment diagnostiqués et 40
témoins sains. Nous avons montré que la vitamine A plasmatique est significativement plus basse
chez les patients tuberculeux que chez les témoins sains (p <0,0001).

Notre etude a montré une association entre les faibles taux de vitamine A et la TB.
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Low plasma vitamin A concentration
is associated with tuberculosis in Moroccan
population: a preliminary case control study

Mounia Qrafli'?, Khalid El Kari', Hassan Aguenaouﬂ Jamal Eddine Bourkadi?, Khalid Sadki?
and Mohammed El Mzibri'”

Abstract

Background: Vitamin A plays numerous roles in immune system. Its deficiency alters both the innate and adaptive
immunity. Previous results reported that the micronutrients deficiency, particularly vitamin A, is observed in patients
with tuberculosis. Thus, we aimed in this study to assess vitamin A concentrations in Moroccan patients with tubercu-
losis to set up a large efficacy study of vitamin A supplementation for TB infected patients. Plasma retinol concentra-

tion was measured by HPLC in 44 recently diagnosed TB patients and 40 healthy controls.

Results: We showed that plasma vitamin A is significantly lower in tuberculosis patients as compared to healthy
controls (p < 0.0001). Moreover, no significant association was found between vitamin A deficiency and, TB severity

and patients'ages.

Conclusion: Our study confirms the association between low vitamin A levels and tuberculosis disease.

Keywords: Tuberculosis, Vitamin A, Plasma, Deficiency, Morocco

Background

Tuberculosis, an infectious disease caused by Myco-
bacterium tuberculosis (MTB) is still a health problem
causing human mortality worldwide. According to the
World Health Organization (WHO) report, One-third of
the world’s population is reportedly infected with MTB
and 9.6 million new tuberculosis (TB) cases and about
1.5 million deaths were reported this year [1]. An over-
whelming majority of TB patients reside in the develop-
ing countries, which suffer from marked poverty, lack
of healthy living conditions, and inadequate medical
facilities [2]. TB development is closely dependent on the
immunological status of the hosts, requiring the presence
of micronutrients including iron, zinc, vitamins A and
D for adequate functioning [3, 4]. Vitamin A has a piv-
otal role in immune responses and accordingly is essen-
tial in the host defense against pathogens as MTB [5, 6].
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Hall and his colleagues have reported that Th1l and Th17
immune responses are impaired in the absence of vita-
min A metabolites as demonstrated by the observation
of the low level of IFN-y and IL17 cytokines production
after infection of vitamin A deficient mice with 7. gondii
[7]. Indeed, the authors of this study have also demon-
strated that RA restores the level of these cytokines pro-
duction and therefore influences significantly the CD4 T
cells protective immunity [7].

More recently, RA signaling was shown to confer Thl
cell stability and to restrain their conversion to Th17 cells
[8]. In addition, it has been reported that tryptophan-
aspartate containing coat protein (TACO) gene plays
a crucial role allowing mycobacteria to survive within
macrophages while synergistic actions of retinoic acid
(RA) and vitamin D are able to down-regulate TACO
transcription in human macrophages allowing deliv-
ery of Mycobacteria to lysosomes [9-11]. Furthermore,
when THP-1 macrophages are exposed to chenode-
oxycholic acid/RA, the entry and intracellular survival
of MTB are significantly restricted [12]. Moreover, oral

©The Author(s) 2017. This article is distributed under the terms of the Creative Commaons Attribution 4.0 International License
(http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http-/creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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administration of RA decreases the number of colony-
forming units (CFU) of MTB in RA-treated rats com-
pared with controls [13].

More recently, an interesting finding revealed that
expression of NPC2 and vitamin A-mediated antimicro-
bial activity against MTB triggered a reduction in the
total cellular cholesterol concentration [14].

Conversely, vitamin A deficiency (VAD) is associ-
ated with alterations in ocular tract including squamous
metaplasia of the conjunctiva and cornea, in addition to
keratinization and loss of cilia in the respiratory tract.
Moreover, VAD is also linked to a loss of microvilli from
gastrointestinal tract and a decrease in goblet cells and
mucin production of genitourinary tract [15-20]. It has
also been reported that VAD disrupts normal neutro-
phil and macrophage development and can result in
impaired ability to ingest and kill bacteria [21, 22]. A high
prevalence of (VAD) has been observed in patients with
pulmonary tuberculosis, suggesting a strong associa-
tion between vitamin A deficiency and TB development
[23-25].

In Morocco, TB is considered as a major problem
of the public health with a high incidence reaching, in
2014, 82 new cases for 100,000 inhabitants. Tubercu-
losis affects especially young adults and therefore has a
high impact on the socio-economic status of the country.
To fight against TB, the ministry of health has set up a
national tuberculosis program focusing its interest on
rapid diagnosis and adequate management of TB patients
[26]. However, the national program is faced by many
factors including the virulence of the bacteria, resistance
to available anti-tuberculosis drugs, adherence to the
treatment and the presence of malnutrition, especially
micronutrients deficiency which has a dramatic impact
on the immune status of patients. Therefore, modulation
of the immune system of TB patients, through vitamin A
supplementation, could be of a great interest to increase
the rate of sputum conversion, enhance the wellbeing of
TB patients and consequently help the program to fight
against TB. Evaluation of vitamin A status of TB patients
is primordial prior to the implementation of a nutritional
strategy based on vitamin A supplementation of TB
patients for better management of TB in Morocco. Thus,
the present study was planned to evaluate plasma retinol
concentrations in Moroccan newly diagnosed pulmonary
TB patients compared to healthy controls.

Methods

Subjects and study design

The present study was conducted on 84 participants;
44 TB patients and 40 healthy controls. TB patients were
recruited from Moulay Youssef hospital in Rabat, special-
ized in TB diagnosis and treatment. To be included in
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the study, patients have to be new TB cases and should
be sputum-smear and/or culture positive. According
to guidelines of the National tuberculosis program, the
disease is considered as severe when it takes the form of
miliary TB, multifocal TB, extended tuberculosis bron-
chopneumonia and in case of confection TB/HIV.

Healthy controls group was recruited from the Regional
Center of Blood Transfusion of Rabat and all of them are
tuberculin skin test negative. All TB patients and healthy
controls recruited in this study were HIV seronegative.
HIV testing was done using rapid test (Determine” HIV-
1/2 antibody test). At recruitment, each participant was
assessed, using questionnaires including age, sex and
medical history. Blood samples were obtained from all
eligible subjects, both patients and controls, for plasma
retinol evaluation.

Blood collection

Approximately, 5 mL of the whole blood was taken by
venipuncture into 5 mL vacutainers (Greiner Bio-One,
Germany) containing EDTA. To avoid direct exposi-
tion to light, specimens were transported in cryoboxes.
Plasma was separated after centrifugation of blood at
750g for 10 min at room temperature, and then stored at
—80 °C until analysis.

Plasma retinol analysis

Plasma retinol concentration was measured by HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) as previ-
ously described [27]. Briefly, 0.5 mL of serum was mixed
with 0.5 mL of ethanol containing internal standard (reti-
nyl acetate), vortexed and extracted twice with 2 mL of
methylene chloride-hexane (1:5). Organic phases were
pooled, evaporated to dryness and reconstituted to be
injected onto the HPLC (20 pL). The retinol was meas-
ured using a Spheri-5-ODScolumn (Applied Biosystems,
San Jose, CA) with mobile phase of acetonitrile-metha-
nol (85:15). The reading was done at 326 nm using an
UV-Vis detector (Model 490, Waters Associates, Mil-
ford, MA, USA). VAD was defined as plasma retinol con-
centration less than 0.70 mmol/L [28, 29].

Quality control of plasma retinol analysis

The plasma retinol was measured in the laboratory of
thelnitéMixte de Recherche Nutrition et Alimenta-
tion (CNESTEN-UniversitélbnTofail), Rabat, Morocco.
The precision and accuracy of the analytical method
were checked periodically by the use of certified refer-
ence materials 968d (Fat-soluble Vitamins, carotenoids
and cholesterol in Human Serum) from National Insti-
tute of Standard and Technology (Lot No H-479, NIST;
Gaithersburg, MD, USA). The analysis of reference
material showed a loss of 5% during the extractions
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that was considered in the calculation of serum retinol
concentrations.

Otherwise, an in-house reference material (IHRM) was
used (378.9 & 3.64 pg/L). Accordingly, after 20 analysed
serum samples, one IHRM sample was analysed and a
Shewhart was plotted. All IHRM retinol values during
the analytical period were between +2SD. Moreover, the
overall CV for the mean retinol concentration of the in-
house control plasma was 0.7% within-day [Min = 0.328,
Max = 1.056] and 0.988% between days.

Statistical analysis

Differences in means between normally distributed
parameters were tested using the independent student-t
test. However, the retinol variable did not follow a nor-
mal distribution that’s why the median and [Min-Max]
were added to the table. Mann—Whitney test was used
for the comparison and differences were considered sta-
tistically significant for p values <0.05.

Results

Demographic and clinical characteristics of participants
are reported in Table 1. The mean age for TB patients was
31.02 £ 12 years, ranging from 18 to 52 years, whereas
for healthy controls, the mean age was 38.6 & 11.5 years,
ranging from 21 to 58 years. The sex ratio (male/female)
was 29/15 (1.93) and 21/19 (1.11) for TB patients and
healthy controls, respectively.

Overall, 84.1% of TB patients exhibited an abnormal
chest X-ray and had a weight loss. Clinical symptoms
were also reported. The most common symptoms were
hemoptysis and expectoration, reported in 36.4% of
patients, while chronic cough and fever were reported
respectively in 31.8 and 27.3% of patients.

Table 1 Demographic and clinical characteristics of TB
patients and healthy controls

Variables TB patients Healthy
(N=44) controls
(N =40)
Age (mean £ SD) 3102+ 1204 386115
Gender, number (%)
Men 29 (59.1) 21(525)
Women 15(34.1) 19 (47.5)
HIV status Negative Negative
Clinical feature, number (%)
Hemoptysis 16 (36.4) Absence of
Expectoration 16 (36.4) symptoms
Fever 12 (27.3)
Cough 14 (31.8)
Weight loss 37 (84.1)
Abnormality shown by chest X-ray 37 (84.1)

examination number (%)
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Plasma retinol concentration was assessed in both
TB patients and healthy controls. Overall, the mean
plasma retinol concentration was 1.74 £ 1.09 pmol/L in
TB patients and 2.8 £ 0.97 pmol/L in healthy controls
(Table 2). Comparison between TB patients and healthy
controls showed a statistically significant difference
(p <0.0001).

Distribution of plasma retinol concentration according
to sex was also assessed and is reported in Table 3. No
statistically significant difference was observed between
men and women in both patients and healthy groups
(p > 0.05). Interestingly, plasma retinol concentration
was lower in TB women as compared to healthy women
(p = 0.04275). Moreover, a strong statistically significant
difference was recorded in TB men compared to healthy
men (p < 0.0001).

Distribution of plasma retinol concentration according
to age was assessed in both patients and healthy groups
(Table 3). Results clearly showed that plasma retinol con-
centration is significantly lower in patients compared to
healthy controls in the three age groups. However no sig-
nificant differences have been observed among the differ-
ent age categories within the same group: TB patients or
the healthy controls (p > 0.05).

According to clinical examination and chest ray inter-
pretation, 59% of TB patients have mild TB (26/44) and
41% have severe TB (18/44). Both patients with mild and
severe TB exhibited low levels of plasma retinol as com-
pared to healthy controls. Comparison of plasma retinol
concentration between patients with mild and severe TB
showed no statistical difference (p > 0.05) (Table 4).

Discussion

Vitamin A is essential for normal visual function, growth,
reproduction, hematopoiesis, and immunity [18]. It can
be obtained as retinyl palmitate, from dietary animal
sources (liver, fish liver oils, eggs, and dairy products),
and as carotenoids from vegetables (dark-green leafy veg-
etables and deep-orange fruits), which can be converted
to retinoid within the intestine and other tissues. Metab-
olism of vitamin A results in the production of three

Table 2 Vitamin A status of TB patients and healthy con-
trols

Variable AIITB patients Healthy controls  p
(N = 44) (N = 40)
Mean retinol 172 +£1.09 284097 <0.0001
(pmol/L)
Median 140 2.55
Minimum 0452 1122
Maximum 4.945 5.304
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Table 3 Distribution of plasma retinol concentration
according to sex and age

TB patients Healthy controls P
N Mean retinol N Meanretinol
(umol/L) (umol/L)
Median Median
[Min-Max] [Min-Max]
Sex
Men 29 160+08 21 287+101 <0.0001
145 [0.45-3.89] 2.541[1,39]
Women 15 1944152 19 2694093 0.04275
1.22 [0.55-4.94] 256 [1.12-4.73]
p>005 p>005
Age (years)
<29 23 186118 10 293£088 <0001
1.45 [0.53-4.94] 262 [2.04-432]
30-49 15 166112 19 298+1.05 0.0014
1.24 [045-4.01] 256 [1.17-5.39]
>50 6 1324057 1 230077 0.01
1.24 [045-4.01] 232[1.12-3.27]
p>005 p>005

Table 4 Comparison of plasma retinol concentrations in
patients with mild and severe TB

Variable TB patients with P

SevereTB (n=18) MildTB (n = 26)

Mean retinol (umol/L) 149 + 086
Median [Min-Max] 1.29[045-4.01]

187£122 0.2614
140[0.53-4.94]

major metabolites: retinol, retinaldehyde and retinoic
acid (RA) [30]. RA is recognized as a principal regulatory
retinoid implicated in the regulation of more than 500
genes [31], while retinaldehyde plays a unique role as the
chromophore of the visual pigment rhodopsin [32, 33].

In Morocco, the vitamin A supplementation strategy
is a part of a national program set up by the ministry
of health, and is widely used to restore retinol status of
women in post-partum and in case of severe infection,
like measles. Accordingly, we have planned to evaluate
the benefits of vitamin A supplementation when added
to treatment of TB patients. As a first step of this eval-
uation, the assessment of plasma retinol in TB patients
compared to healthy controls is necessary.

In this study, plasma retinol concentrations were sig-
nificantly lower in TB patients than in controls, which is
in phase with many studies conducted in different coun-
tries. Indeed, epidemiological evidence demonstrates
an association between vitamin A and tuberculosis, and
usually plasma vitamin A levels are significantly higher in
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healthy controls compared to tuberculosis patients [23,
24, 34-38].

It's widely accepted that TB is the major poverty related
disease and malnutrition increases susceptibility to MTB
infection and the severity of the disease [39].

Low levels of plasma retinol observed in TB patients is
well discussed and can result from a number of factors,
including the decreased intake caused by the loss of appe-
tite in TB patients [37] and the urinary loss that contrib-
utes significantly in lowering serum retinol levels in severe
infections, which becomes more important in case of fever
[40—42]. Moreover, plasma retinol concentration is also
affected by the inflammatory status of patients. Indeed,
biological evidence clearly showed that transient change
in serum retinol levels is also affected by the acute phase
response (APR). During the APR, the transcription and
translation of positive acute-phase proteins [e.g. C-reactive
protein (CRP)] are increased and positive acute phase pro-
tein concentrations correlate negatively with serum retinol
concentrations [43]. In pulmonary tuberculosis, elevation
of CRP is detected and a high CRP is clearly associated
with more severe disease [35]. On the other hand, retinol
binding protein (RBP) is the principal transport protein for
delivering vitamin A from liver stores to peripheral tissues
and during the APR, its production is largely decreased
affecting the plasma retinol concentration [44].

Of particular interest, the use of plasma retinol evalua-
tion as a marker in the assessment of vitamin A status is
controversial. Indeed, transient changes in serum retinol
that occur during the APR do not reflect changes in liver
reserves and therefore, plasma retinol concentrations
cannot be an adequate method to assess vitamin A sta-
tus during an active APR [21, 45, 46]. Other approaches
using labeled vitamin A with stable isotopes (**C-retinol
dilution test) are widely recommended to evaluate vita-
min A status giving information on plasma retinol con-
centration and liver stores [46].

Moreover, this study showed no significant difference
between plasma retinol concentration, and the severity
of TB (p = 0.2614) and the age of TB patients (p > 0.05).
Few studies have explored the correlation between VAD
and TB severity, among which, Pakasi and coll. have
clearly shown that vitamin A was significantly lower in
severe TB than in mild TB [37]. This divergence could be
explained by the clinical definition of mild/severe TB and
the classification criteria, as there’s no biological param-
eter for such stratification. Regrading the correlation of
VAD with patients age, our results are in concordance
with pervious reported data [47]. Interestingly, vitamin
concentration is lower in TB age groups as compared
to the corresponding healthy groups, and this difference
is less pronounced in patients aged over 50 years, that
could be due to recurrent malnutrition and decreased
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food intake related to elder age. In fact, recent studies
reported that malnutrition and risk of malnutrition are
highly prevalent among the old adults [48, 49].

Moreover, we reported here that plasma retinol con-
centration is lower in both men and women TB patients
as compared to men and women healthy controls,
respectively, and the difference is more pronounced in
men. In this context, it is commonly reported that males
are more vulnerable to VAD than females [18, 50-52].
On the other hand, worldwide epidemiological data
reported that the majority of TB patients are males [42,
43]. Recent finding revealed that sex hormones could be
a significant factor for this sex discrimination [53-55].
Indeed, testosterone is immunosuppressive and impairs
the macrophages activation [56], while the estrogens are
pro-inflammatory mediators able to induce the produc-
tion of TNF-a and stimulate secretion of INF-y [57, 58].
Keeping that in view, we can suggest that low plasma
concentrations of vitamin A in male TB patients may
rely on sex hormones, by analogy to data reported about
estrogen which might regulate vitamin D; metabolism
[59].

Conclusion

This study clearly showed that TB patients exhibit low
concentrations of plasma retinol as compared to healthy
controls and VAD could be considered as a risk factor
influencing infection with MTB, the development and
the severity of the disease. Hence, vitamin A supplemen-
tation may be a potential strategy to increase the host
immunity and enhance treatment efficacy. Moreover,
other approaches, such as food fortification and nutri-
tional education, could be considered as a good strategy
to prevent VAD in the whole population and therefore
stimulates an effective response against TB develop-
ment. Finally, further studies are required in this field
to demonstrate deeply the role of Vitamin A in boosting
immune system in TB patients.
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IV Discussion

Par ce projet de thése, nous avons visé principalement, la recherche des facteurs génétiques qui
pourraient étre localisés dans la région chromosomique 8ql2-13, en étudiant les deux genes
candidats NSMAF et CYP7AI.

Concernant le gene NSMAF, nos données montrent que le génotype CT rs1050504 pourrait
prédisposer au développement de la TB pulmonaire, tandis que le génotype TT semble jouer un role
protecteur contre la TB. A notre connaissance notre investigation constitue le premier travail qui a
associ¢ le géne NSMAF et la prédisposition de développer la TB. Rares sont les données disponibles
dans la littérature, permettant d’interpréter et discuter ce résultat. Néanmoins, si on s’intéresse a la
position du variant génétique, le rs1050504 est localisé dans la région non traduite (3°’UTR) du geéne
NSMAF. Les variants 3’UTR sont particuliers puisqu’ils peuvent entrainer des différences
observées dans l'expression des genes (Skeeles et al., 2013). Les variations génétiques dans ces
régions peuvent affecter I’expression génique par différents mécanismes. Cela inclut la modification
des sites de reconnaissance des microARNs (miARN), des protéines de liaison a I'ARN et de la
machinerie de polyadénylation (Ghanbari et al., 2015; Skeeles et al., 2013; Ryan et al., 2010). Une
¢tude génétique a révélé que l’allele sauvage rs1050504-C est situé dans un site de liaison du
miARN 154-3p (Ghanbari et al.,, 2015), qui agirait comme suppresseur de plusieurs tumeurs
malignes (Kai et al., 2015; Lin et al., 2015). Ce site de liaison du miARN est affecté par la mutation
qui le transforme en un autre site de liaison, dont le rdle n'a pas été encore exploré (Ghanbari et al.,
2015). Cette découverte est d'un intérét particulier, surtout quand on sait que FAN, la protéine codée
par le géne NSMAF, est impliquée dans la signalisation apoptotique (O’Brien et al., 2003; B. Ségui
et al., 2001; Ségui et al., 1999). L'apoptose est considérée comme une défense innée particuliere
contre Mtb, et elle est associée avec une viabilité réduite des agents pathogeénes dans les
macrophages infectés (Behar et al., 2011; Chen et al., 2006). C’est pour cette raison que les souches
de Mtb virulentes ont développé des mécanismes pour échapper a ce processus en employant des
moyens divers, tels que la stimulation de la production des protéines de la famille des anti-
apoptotiques Bcl-2 (B cell lymphome 2), qui peuvent bloquer la libération du cytochrome ¢ de
mitochondries (Chen et al., 2001). Ainsi, en se basant sur tout ceci, nous pouvons supposer que la
présence du génotype CT pourrait créer des conditions conduisant a une régulation négative du
FAN. Inversement, en cas du génotype TT, I’affinit¢ de liaison du miARN pourrait diminuer,
conduisant théoriquement & une augmentation de la production FAN. A son tour, une augmentation
du FAN pourrait améliorer la signalisation apoptotique pour se protéger contre la PTB et/ou
probablement affecterait d’autres rdles que la protéine FAN joue dans la réponse immunitaire, telle

que la réorganisation de l'actine dans les macrophages (Peppelenbosch et al., 1999b) et la capacité

95



migratoire des leucocytes en réponse a la signalisation chimiotactique (Boecke et al., 2012), ou
¢galement son rdle documenté dans l’induction du TNF-o et la migration des neutrophiles
(Montfort et al., 2009). Les neutrophiles ont récemment suscités de 1’intérét pour leur role dans la
protection contre la TB et ont ¢été¢ proposés comme étant le type de cellules phagocytaires
principalement infecté dans la TB pulmonaire (Eum et al., 2010).

D’autre part, vu que la protéine FAN est un composant essentiel pour [’activation des
sphingomy¢élinases neutres (NSMs: neural sphingmyelinases) 2 et 3 (Philipp et al., 2010; Krut et al.,
2006). 11 est probable que le génotype TT pourrait influencer la réponse immunitaire de 1’hote en
assurant une régulation optimale des NSMs. Surtout si on sait qu’une infection par le BCG a
entrainé une stimulation rapide de la NSM2 chez des macrophages (Li et al., 2016).

Il a été rapporté également, que la NSM2 est importante dans la signalisation du récepteur des
lymphocytes T (TCR). De plus, l'activité NSM2 s'est avérée jouer un rdle important dans le
transport du cholestérol de la membrane plasmique vers le réticulum endoplasmique et la
production d'esters de cholestérol (cholesteryl esters) dont l'accumulation était essentielle pour
soutenir la prolifération des lymphocytes T humaines, au contraire leur inhibition altére 1'expansion
induite par le TCR des lymphocytes T CD4 " et TCD8 *. Il a été montré aussi que 1’absence de la
NSM2 induit une accumulation anormale du cholestérol dans les cellules. En effet, la NSM2 assure
ses activités en régulant les lipids de la membrane plasmique et I'homéostasie du cholestérol
(Bortlein et al., 2019).

L'homéostasie du cholestérol qui joue un rdle crucial dans le fonctionnement du systéme
immunitaire, est régulée principalement par la voie du cholestérol 7-alpha-hydroxylase et donc sous
la régulation du géne CYP7A41 (Andersen, 2018; Liu et al., 2016; Tall and Yvan-Charvet, 2015;
Schwarz et al., 1998).

Dans ce présent projet de thése nous avons rapporté un autre lien qui implique le cholestérol dans la
réponse immunitaire. A notre connaissance, c’est le premier travail qui a associ¢ des variants
génétiques du géne CYP7A1 avec le risque de développer la TB.

L'analyse statistique de nos données a révélé une association significative entre l'allele A, le
génotype homozygote AA du SNP rs3808607 et la TB. Il semble que les porteurs du génotype AA
sont deux fois (~ x1.94) plus vulnérables a développer une TB. De méme, la fréquence du génotype
homozygote AA est plus élevée chez les patients avec TB pleurale en comparaison des contrdles
sains (42% contre 28%), bien que cette différence n'ait pas atteint la signification statistique. Le
manque d'association observé dans ce cas pourrait étre attribué a la petite taille du groupe de
patients pTB.

Ces résults otenus par PCR-RFLP ont été confirmé (avec 100 % de concordance) par le séquencage,

qui est considéré comme la technique de référence.
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Récemment, nos résultats ont été¢ confirmé dans une autre population nord africaine (égyptienne)
rapportant également une association entre le rs3808607 avec la TB pulmonaire chez une
population égyptienne (Al-Sheikh et al., 2018).

Nous avons aussi pu confirmer la localisation du rs3808607 a la position 58500365 comme décrit

dans la littérature (https:/www.snpedia.com/index.php/Rs3808607) dans le promoteur du gene

CYP7A1 (figure 27). Cette localisation est startégique placant le rs3808607 dans un DHS (site
d’hypersensibilit¢ de DNase I) ; Ces sites sont des régions de la chromatine sensibles au clivage
d’ADN par I’enzyme désoxyribonucléase (Wang et al., 2012; Boyle et al., 2008). Il est intéressant
de noter que ce SNP est localisé¢ a 53pb du site Bare II habritant le site II de laison de PPAR«
/RXRa et @ 57pb du site Bare II ou on trouve le récepteur de la vitamine D et de I’acide 9-cis

rétinoique (vitamine A) (VDR/ RXRa). Il est aussi localisé a 132 plus loin du site Bare I ou se

trouve un deuxieme récepteur VDR/RXRa (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110596866). Ainsi
par son emplacement stratégique, ce variant génétique pourrait influencer l'interaction des facteurs
de transcription avec leurs récepteurs et par conséquent pourrait moduler 1'expression de génique du
CYP7A1l.

Par ailleurs, il a été rapporté¢ que le génotype AA du CYP7A1 était associ€¢ a une concentration
¢levée de LDL (low-density lipoprotein), des taux plus élevés de triglycérides sériques et a des
concentrations de cholestérol total significativement élevées (Hofman et al., 2004; Hegele et al.,
2001). D’autres travaux ont démontré que 1’allele C est associé¢ & une expression génique accrue
(Wang et al., 2018; De Castro-Oros et al., 2011).

L’altération de la protéine CYP7A1 entraine 1’absence d’activité enzymatique et augmente le taux
du cholestérol plasmatique (Li et al., 2011; Pullinger et al., 2002). L’expression élevée du CYP7A1
chez les individus CC induit une augmentation du catabolisme du cholestérol et par conséquent le
cholestérol total plasmatique diminue (Li et al., 2011).

Nous pourrions supposer que les individus CC sont protégés de la TB probablement parce qu’ils ont
un contrdle efficace de I’homéostasie du cholésterol et par conséquent une réduction du contenu
cellulaire en cholestérol. Ainsi, la bactérie sera privée de sa source de carbone (Soto-Ramirez et al.,
2017) qui lui permet de persister, et éventuellement sera éradiquée par la suite.

Par ailleurs, en catabolisant le cholestérol, la CYP7A1 produit les acides biliaires (AB) qui sont les
ligands naturels de plusieurs récepteurs comme le FXR (Farnesoid X receptor) et le VDR (vitamin
D receptor). Les AB régulent I’expression de plusieurs génes impliqués dans le métabolisme des
lipides et du glucose (Han, 2018; Zhang et al., 2010; Lambert et al., 2003) et participent dans divers
processus biologiques comme I’absorption des vitamines liposolubles (A, D, E et K) de l'intestin

gréle (Ding et al., 2015; Wang et al., 2008).
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Ceci est intéressant, particulierement quand on sait que 1I’expression du FXR a été détectée dans les
cellules épithéliales des voies respiratoires humaines, les cellules endothéliales pulmonaires et
surtout dans les macrophages alvéolaires (Chen et al., 2016; Hendrick et al., 2014; He et al., 2006);
suggérant le réle probable que peuvent jouer les AB dans la réponse immunitaire anti-tuberculeuse.
En effet, il a été rapporté que les AB sont capables de réduire la viabilité cellulaire en augmentant la
production des espéces réactives oxygénées (ROS: Reactifs oxygen species) (Chen et al., 2016). De
plus, les AB peuvent induire la migration cellulaire des fibroblastes pulmonaires, qui sont essentiels
pour le maintien de I’intégrité du granulome (Zhai et al., 2019). Hypothétiquement, il est probable
que par I’activation de ces deux processus biologiques hautement sollicités dans la défense contre le
Mtb, a savoir la production des ROS et la migration cellulaire vers le site de ’infection, les

individus homozygotes CC ayant une activité élevée du CYP7A41, pourraient étre protégés.

Il convient de mentionner que méme si les variants génétiques rs3808607 et rs1050504 sont
associ¢s a la TB, rien ne prouve pour autant qu’ils sont les SNP causals, nous ne pouvons pas
exclure la possibilité qu’ils soient en déséquilibre de liaison (LD: Linkage disequilibrium) avec un
ou d’autres polymorphismes voisins localisés sur le méme geéne ou sur un géne proche. A ce propos,
deux variants génétiques ont été génétiquement associés a la TB dans une population marocaine, il
s’agit des 1s2726600 et rs1568952, localisés au sein du gene 70X (Grant et al., 2013). En plus,
I’analyse des haplotypes que nous avons réalisés, a révélé que les deux variant génétiques
rs3808607 et rs1050504, sont en déséquilibre de liaison. Néanmoins, les valeurs de D’et r2
indiquent que ce LD est faible. Nos résultats ont également montré que lorsque le génotype AA
1s3806607 et le génotype CT rs1050504 sont co-hérités, la susceptibilit¢ a développer la TB est
fortement significative (OR 13,5; p = 0,0006). Nous pourrions supposer que ces deux génotypes
(haplotype AA, CT) peuvent s’interagir pour moduler 1’expression génique du CYP741 et NSMAF
de fagon a baissser la réponse immunitaire inéfficace et permettre ainsi au bacille de contourner ces
mécanismes en sa faveur. En outre, le rs3808607 est en déséquilibre de liaison fort avec un variant
génétique potentiel le 1$9297994. Ces deux SNPs peuvent s’interagir pour moduler 1’expression
génique du CYP7A41 (Wang et al., 2018). Par ailleurs, nous avons identifi¢ par séquengage trois
nouvelles mutations potentielles (NC_000008.11: g. 58500624 C>T; NC 000008.11: g. 58500624
del T; NC _000008.11: g. 58500260 G>A) qui pourraient étre en déséquilibre de liaison avec le
rs3808607 ou rs1050504.

D’autre part, I’analyse de nos données selon le sexe a révélé surprenamment que I’association est
maintenue uniquement chez les hommes. Il semblerait que les hommes ayant le génotype AA

rs3808607 sont plus susceptibles a PTB (p=0.02; OR 95% 2.3 [1.1- 4.8]), de méme que les hommes
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porteurs du CT rs1050504, contrairement a ceux avec le génotype TT rs1050504 et 1’allele C
rs3808607 (p=0.22; OR 95% 0.53 [0.31- 0.91]), qui semblent étre protégés contre la PTB.

Nos résultats constituent une preuve de plus sur 1'inégalité sexuelle observée dans la prédisposition
a la TB; En fait, I’épidémiologie globale de la TB est caractérisée par une différence significative
dans la prévalence, I’incidence et la mortalité entre les hommes et les femmes (Holmes et al., 1998).
Dans la plupart des pays, le taux de notification de la TB chez les séronégatifs est deux fois plus
¢élevé chez les hommes que chez les femmes (WHO, 2018b). Ce rapport variait de 1.56 a 2.73 et,
bien qu’il différe d’un pays a I’autre, il semblerait que les hommes sont plus touchés que les
femmes, sans distinction d’origine éthnique ou de lieu géographique. La cause de cette différence
n'est pas enticrement comprise, au début elle a été attribuée a des obstacles socio-économiques et
culturelles liés a 1’acceés au soin empéchant le diagnostic pour les femmes et conduisant ainsi a une
sous notification; Cependant, des études épidémiologiques plus larges ont conclu que la réduction
de l'acces des femmes aux établissements de santé n'influencait pas de maniére significative cette
différence observée (Jiménez-Corona et al., 2006; Hamid Salim et al., 2004; Borgdorff et al., 2000).
Ensuite, d’autres facteurs de risque auquels I’homme est généralement plus exposé ont été
incriminés, nous citons particuliérement le tabagisme (Schurz et al., 2019; Nhamoyebonde and
Leslie, 2014). Il a été rapporté que la nicotine, agissant a travers le récepteur nicotinique a7, est
capabe de réduire la production de TNF-a par les macrophages. La fumée de tabac est li¢ a un
dysfonctionnement ciliaire, a une diminution des performances des macrophages alvéolaires, et a
une altération de l'activité des cellules dendritiques pulmonaires, elle peut aussi induire une faible
production d'IL-12, ce qui peut favoriser par conséquent le développement de la TB (Silva et al.,
2018; Leung et al., 2015; Alavi-Naini et al., 2012).

Par ailleurs, un autre facteur important a été proposé pour expliquer cette discrimination sexuelle, il
s’agit des hormones sexuelles ; en effet ces derniers ont une influence sur le systtme immunitaire
(Bini et al., 2014; Nhamoyebonde and Leslie, 2014; Neyrolles and Quintana-Murci, 2009). 1l a été
démontré que les femmes ont un systéme immunitaire plus robuste, ce qui est en partie provoqué
par les hormones sexuelles qui controlent le développement et la maturation des cellules
immunitaires (lymhocytes T, macrophages, neutrophiles) impliqués dans la lutte contre la TB
(Taneja, 2018; Klein and Flanagan, 2016; Klein et al., 2015). Les hormones sexuelles affectent la
réponse immunitaire de type 1 (Thl). La testostérone augmente la production de I'IL-10 tout en
régulant négativement 1'IFN-y (Lotter et al., 2013); Alors que les cestrogénes augmentent la
production d'IFN-y, de TNFa et d'IL-12 tout en supprimant la production d'IL-10 (Pinzan et al.,
2010). En outre, l'estradiol, une hormone féminine, améliore l'activation des macrophages, qui
jouent un role central dans le contrdle de la TB par la destruction active des mycobactéries

(Neyrolles and Quintana-Murci, 2009; Zuckerman et al., 1995; Fox et al., 1991), tandis que la
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testostérone diminue 1'activation des macrophages en diminuant 1'expression de TLR4, un récepteur
essentiel pour la détection de Mtb et le déclenchement de la réponse immunitaire innée (Fish, 2008;
D’Agostino et al., 1999).

Cependant, il existe des différences de réponses immunitaires basées sur le sexe entre les filles et
les gargons méme avant la puberté, aussi chez les femmes ménopausées et les hommes agés (Klein
et al., 2015). Ce qui indique que 1’inégalité sexuelle observée, implique d'autres facteurs en plus de
ceux précédemment cités. A ce propos, en se basant sur plusieurs arguments, 1’influence du
chromosome X a ¢été suggérée comme facteur impliqué dans la discrimination sexuelle observée
dans les maladies infectieuses (Schurz et al., 2019). Tout d’abord, les nombreuses observations
rapportant que les femmes sont plus protégées des maladies infectieuses que les hommes (Moulton,
2018; Walter et al., 2018; Klein and Flanagan, 2016; Klein et al., 2015; Nhamoyebonde and Leslie,
2014; Guerra-Silveira and Abad-Franch, 2013). A cela s’ajoute, que I’homme est haploide pour le
chromosome X. Et enfin, la forte densité de geénes liés au systéme immunitaire qui sont situés sur le
chromosome X, comme par exemple les génes qui codent pour le TLR7 (toll-like receptor 7), TLR8
et P'IRAKI1 (Interleukin-1 receptor associated kinase 1), une molécule clef dans la régulation de
voies de signalisation dépendante des TLRs (Kawai and Akira, 2006; Klein et al., 2015; Schurz et
al., 2019). On trouve aussi le géne 4R (androgen receptor) codant pour le récepteur d’androgene, un
récepteur d’hormone sexuelle qui inhibe la production d’anticorps, ce qui montre que 1’effet des
hormones sexuelles peut-étre amplifié par les génes des récepteurs d’hormones sexuelles liés au X
(Klein et al., 2015). En plus, un nombre de geénes qui codent pour des ¢léments de régulation
immunitaire sont localisés sur ce chromosome, comme par exemple le NF-kB, un facteur de
transcription impliqué dans plusieurs voies immunitaires (Bustamante et al., 2011b). En outre, ce
chromosome contient des régulateurs transcriptionnels dits micro-ARN (miARN) qui sont impliqué
dans la régulation de 1’expression génique par répression de la traduction de ’ARNm ou par sa
dégradation (Klein et al., 2015). Enfin, plusieurs polymorphismes des geénes NEMO (NF-kB
essential modulator) et CYBB (Cytochrome b-245, beta polypeptide) ont été associés au syndrome
de prédisposition sélective a des infections par des mycobactéries peu virulentes (MSMD:
Mendelian susceptibility to mycobacterial diseases) (Bustamante et al., 2011a, 2007; Filipe-Santos
et al., 2006b), ce qui soutient également l'éventuelle influence du chromosome X dans la

susceptibilité a la TB.

Par ailleurs, étant donné que les populations peuvent présenter des profils génétiques de
polymorphismes trés variables, il nous a paru nécessaire d’effectuer une caractérisation des six SNP
génotypés pour la premiere fois chez une population d’origine nord-africaine. Nos résultats peuvent

constituer des données de bases pour des futures recherches. Comme en témoigne le projet HapMap,
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les populations peuvent présenter des profils génétiques de polymorphismes mineurs trés variables.
Ainsi, nous avons effectué¢ des calculs des fréquences d’alleles mineurs (MAF: Minor Allele
Frequency) pour tous les SNPs étudiés. Ensuite, nous avons comparé nos résultats aux données
répertoriées par le consortium International HapMap Project et 1000 Genomes project.Vu la
position géographique particuliecre du Maroc, qui le place entre deux continents 1’Europe et
I’Afrique, nous avons basé nos comparaisons sur l'ensemble de données de la population
Européenne (Europe du Nord et de 1'Ouest) et de la population Africaine (Afrique de I’Est et de
I’Ouest).

L’analyse de nos résultats concernant les SNPs génotypés pour le géne CYP741, révelent que le
rs8192875, l’allele T pourrait étre considéré comme un alléle rare. Ce résultat est similaire a celui
observé dans les populations caucasiennes (0) et différent de celui rapporté dans les populations
africaines (Mandinka de Gambie 0.04; Yoruba de Nigeria 0.03; Nigériens de I’Est 0.02). En outre,
la fréquence de 1'allele T de rs8192879 rapportée ici (0.24) est plus procheaux MAF observées dans
des populations africaines (Luyia du Kenya 0.25; Nigériens de I’Est 0.2; Yoruba de Nigeria 0.19;
Mandinka de Gambie 0.13). En revanche, cette fréquence allélique est légerement inférieure a celles
rapportées dans les populations caucasiennes (Ibériens d’Espagne 0,32; Toscans d’Italie et Anglais
d’Angleterre et d’Ecosse 0.39).

Lorsque nous avons analysé les données relatives aux fréquences des polymorphismes génotypés
pour le gene NSMAF, ainsi la MAF de ’alléle C du rs3808607 dans la population marocaine est de
0.46 qui est intermédiaire entre les MAFs observées dans les populations européennes (Ibériens
d’Espagne 0.55; Toscans d’Italie 0.59; Finlandais de Finlande 0.53; Anglais d’Angleterre et
d’Ecosse 0.57) et celles dans les populations africaines (Yoruba de Nigeria 0.40; Mandinka de
Gambie 0.41; Mende de Sierra Leone 0.32).

Concernant 1’alléle mutant rs2228505-C, sa fréquence dans notre population est 0.09, qui est
similaire a celle observée dans la population africaine de I’ouest (Mandinka de Gambie et Yoruba de
Nigeria 0.1) et plus supérieure que la MAF dans la population européenne (Ibériens d’Espagne 0.02;
Toscans d’Italie 0.01).

En ce qui concerne le résultat du rs36067275 C> T SNP, nous avons constaté¢ que l'allele T mutant
est absent dans la population marocaine similairement aux populations européennes (Ibériens
d’Espagne; Toscans d’Italie; Finlandais de Finlande; Anglais d’Angleterre et d’Ecosse).
Contrairement, aux populations de I’Afrique (Luhye de Kineya 0.04; Yoruba et Esande Nigeria et
Mandinka de Gambie 0.02), ou cet all¢le est présent.

Nos résultats rejoignent les données rapportés dans la littérature affirmant que le génome de la
population marocaine porte les traces d’une influence génétique européenne et sub-saharienne

(Arauna et al., 2019; Coudray et al., 2009). Les études anthropologiques et génétiques ont révelé la
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complexité du peuplement d'Afrique du Nord qui est le résultat d'un mélange de différentes
migrations liées au passé de ces peuplements (Arauna et al., 2019; Font-Porterias et al., 2018). En
effet, les écrits historiques affirment que ces populations ont vu l'arrivée de divers groupes: les
Phéniciens, les Romains, les Vandales et les Byzantique, puis, la conquéte arabe depuis la péninsule
Arabique, suivi par, I'empire Ottoman vers lel6€me siecle et enfin, la colonisation Européenne des
XVIII ™ et XIX “™ siécles (Arauna et al., 2017). Par ailleurs la région nord-africaine a recu un flux
de génes récent provenant de I’Afrique subsaharienne, relié au commerce des esclaves vers le
Maroc (Arauna et al., 2017; Henn et al., 2012).

D’autre part, lorsque nous avons analysé les données relatives aux fréquences des polymorphismes
génotypés pour le géne NSMAF, les résultats révelent quant a la MAF du rs1050504-T observée
dans la population marocaine population est 0.29, plus proche de celle rapportée dans la
population caucasienne (0.34); curieusement, elle est nettement plus supérieure de celle observée
dans les populations africaines (Yoruba de Nigeria 0.08; Mandinka de Gambie 0.03; Mende de
Sierra Leone 0.06).

Considérons la divergence interéthnique rapportée liée a I’histoire d’exposition a la TB par
plusieurs études épidémiologiques et qui montre que les populations dont les ancétres sont
caucasiens ont une faible prévalence par rapport a celles dont les ancétres sont africains (Stead et al.,
1990; Nahid et al., 2011; Fares, 2012). Nous pourrions suggérer le rs1050504-T comme allele

potential de résistence a la TB impliquée dans cette inégalité éthnique.

Dans la deuxieme partie du ce projet de thése, nous avons évalué les concentrations
plasmatiques du rétinol qui étaient significativement inférieures chez les patients tuberculeux par
rapport aux contrdles sains. Nos résultats corroborent avec de nombreuses ¢études menées dans
différents pays. En réalité, les preuves épidémiologiques démontrent une association entre la
vitamine A et le développement de la TB (Keflie et al., 2018; Oh et al., 2017; Ginawi, 2013; Pakasi
et al., 2009; Koyanagi et al., 2004; Ramachandran et al., 2004; van Lettow et al., 2004; Karyadi et
al., 2000).

Ces faibles concentrations de rétinol plasmatique observées chez les patients tuberculeux peuvent
étre causées par une diminution de la consommation due a une perte d’appétit chez les patients
tuberculeux (Pakasi et al., 2009), pertes urinaires contribuant de maniére significative a la baisse
des taux de rétinol sérique dans les infections séveres, ce qui est plus important en cas de fievre
(Mitra et al., 1998a, 1998b; Stephensen et al., 1994). En plus, les preuves biologiques ont montré
que la variation transitoire des taux de rétinol sérique est également affectée par la "réaction de
phase aigué€" (RPA). Au cours de laquelle, les génes codant pour des protéines dites PPA (Protéines

de phase aigiie) positives (par exemple la protéine C-réactive (CRP)), sont surexprimés;
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L’augmentation de la production des PPA positives est corrélée aux faibles concentrations sériques
du rétinol (Filteau et al., 1993). En cas de TB pulmonaire, le taux de CRP augmente et marque 1’état
inflammatoire chez le patient; plus la maladie est sévere plus la CRP est élevée (Koyanagi et al.,
2004).

Par ailleurs, la protéine de liaison au rétinol (RBP: Retinol binding protein) est la principale
protéine de transport qui achemine la vitamine A des réserves de foie vers les tissus périphériques.
La production de RBP est largement réduite au cours de la RPA, ce qui a une incidence sur la
concentration du rétinol dans le plasma (Quadro et al., 1999).

L’analyse de corrélation entre la concentration plasmatique du rétinol, la sévérité¢ de la TB et 1'age
des patients tuberculeux n'a révélé aucune différence significative. Contrairement, a 1’étude de
Pakasi et al. qui ont montré que la vitamine A était significativement plus basse dans les cas de
tuberculose sévere par rapport aux cas de tuberculose 1égere (Pakasi et al., 2009). Cette divergence
pourrait s’expliquer par 1’absence de définition clinique consensuelle de TB grave / non grave.
Enfin, notre étude a montré que les patients tuberculeux présentent de faibles concentrations de
rétinol plasmatique par rapport aux témoins sains. Compte tenu des données récentes rapportant que
la vitamine A précisemment 1’acide rétinoique all trans (ATRA: all trans Retinoic Acid) favorise
I’autophagie des macrophages infectés par Mtb et peut induire la maturation phagosomale, ce qui
permet ainsi de réduire la charge bactérienne dans les macrophages (Coleman et al., 2018). En outre,
il a été rapporté que les macrophages alvéolaires humains et murins et les cellules dendritiques
peuvent produire I’ATRA en oxydant le rétinol ou le rétinal pour réguler le cholestérol cellulaire
(Coleman et al., 2013; Kim et al., 2019). En effet, les travaux intéressants de Wheelwright ont
montré que la vitamine A induit une activité anti-M¢b avec la coopération de la protéine de transport
NPC2 (NPC Intracellular cholesterol transport 2) en privant la bactérie du cholestérol (Wheelwright
et al., 2014). Il semblerait donc, que les faibles concentrations en vitamine A peuvent étre associé a
un affaiblissement dans la capacité a inhiber I’infection mycobactérienne. Ainsi une carence en
vitamine A pourrait étre considérée comme un facteur de risque influencant le sort de I’infection a
Mtb, le développement et la gravité de la maladie. Donc, une supplémentation en vitamine A
pourrait €tre une stratégie potentielle pour augmenter I'immunité de 1'hdte et améliorer 1'efficacité du

traitement.

Par ailleurs, nos données ont également révélé une discrimination sexuelle dans la carence en
vitamine A. Les concentrations du rétinol étaient plus basses chez les hommes tuberculeux par
rapport a leurs correspondants sains. La différence était fortement significative (p< 0.0001). Nos
résultats rejoignent les données décrites dans la littérature rapportant que les hommes sont plus

vulnérables a une carence en vitamine A que les femmes (Yadav, 2006; Darnton-Hill et al., 2005;
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McLaren and Frigg, 2000; Sommer et al., 1996). Ceci pourrait étre di a des facteurs lies a la
physiologie différente entre les femmes et les hommes (Adamu et al., 2017; Rezk et al., 2015; Baig-
Ansari et al., 2008; Darnton-Hill et al., 2005). D’autre part, cette inégalit¢ sexuelle peut étre
attribuée a l’influence des hormones sexuelles par analogie avec les données décrites sur les
cestrogenes et la testostérone. En effet, il a ét¢ rapporté que les cestrogeénes pourraient réguler le
métabolisme de la vitamine D3 et I’expression de VDR (Nashold et al., 2009). Alors que
I’administration de la testostérone pourrait améliorer I’absorption de la vitamine C (Sztanke et al.,

2004).

D’autre part, nous avons stratifiés par age nos données de vitamine A, vu I’impact de ce facteur
sur le statut nutritionnel humain. Nos résultats rejoignent les données rapportées dans la littérature
(Karyadi et al., 2000). En effet, la concentration en vitamine A était inférieure dans toutes les
catégories d’age des tuberculeux par rapport aux contréles sains correspondants; constituant une
preuve de plus sur la possibilité de considérer la carence en vitamine A comme un facteur de risque
influencant le sort de I’infection a Mtb, le développement et la gravité de la maladie. Ainsi, la
supplémentation en vitamine A pourrait étre une stratégie potentielle pour augmenter lI'immunité de
'h6te et améliorer 'efficacité du traitement.

La différence rapportée dans notre étude est moins nette chez les patients agés de plus de 50 ans, ce
qui pourrait étre attribué a une diminution d’apport alimentaire et a une malnutrition récurrente chez

les personnes agées (Shakersain et al., 2016; Duran Alert et al., 2012).

Tout de méme, nous notons que le présent travail est une étude préliminaire qui a évalué la
concentration plasmatique du rétinol et ne renseigne pas sur les réserves hépatiques en vitamine A.
Pour compléter ces résultats d'autres approches sont recommandées en utilisant la vitamine A

marquée avec des isotopes stables (test de dilution au 13C-rétinol) (Tanumihardjo, 2011).

Pour conclure, malgré les limites du modéle cas-témoin que nous avons choisi pour réaliser nos
investigations comme la taille réduite d’échantillons et la difficult¢ de choisir les témoins non
exposés a la maladie (Melamed and Robinson, 2019; Levin, 2006); nos résultats soulignent
I’importance de la région chromosomique 8ql2.1 dans la réponse immunitaire anti-TB et nous
permettent de supposer que les génes qui y sont localisé€s intéragissent entre eux pour orchestrer
plusieurs mécanismes de défense immunitaire anti-TB ou la régulation des lipides et principalement
le cholestérol et ses métabolites, pourrait constituer une facette importante de cette intéraction et
pourrait avoir une conséquence sur 1’issue de I’intéraction hote-pathogeéne. Ainsi, considérons les

résulats rapportés dans cette thése et en se basant sur tous les arguments sus-cités, nous pouvons
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proposer un scénario qui pourrait illuster I’intéraction hote-pathogeéne en cas de résistence a la TB

dans la population marocaine (figure 32).
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Figure 32 | Scénario proposé pour illustrer les mécanismes éventuels assurant la résistance a la TB chez les hommes marocains porteurs de 1’alléle rs3808607-C et
du génotype rs1050504TT.
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L’individu du génotype TT rs1050504 (NSMAF) est porteur de 1’alléle mutant qui induit une modification dans le site
de reconnaissance du miARN 154-3p, ce qui pourrait diminuer la régulation de la transcription, conduisant
théoriquement a une augmentation de la production de FAN. Cette production accrue du FAN pourrait améliorer la
signalisation apoptotique pour se protéger contre la PTB et/ou probablement affecterait d’autres réles que la protéine
FAN joue dans la réponse immunitaire. FAN est impliquée dans la réorganisation de l'actine dans les macrophages, les
leucocytes et les neutrophiles et donc dans la migration cellulaire en réponse a la signalisation chimiotactique. La
protéine FAN induit la production du TNF-a. La FAN active les NSMs. Il est probable que le génotype TT pourrait
influencer la réponse immunitaire de I’hote en assurant une régulation optimale du NSM2; cette protéine régule les
lipides de la membrane plasmique et I'homéostasie du cholestérol et joue un role important dans le transport du
cholestérol de la membrane plasmique vers le réticulum endoplasmique et la production d'esters de cholestérol dont
l'accumulation était essentielle pour soutenir la prolifération et la différenciation des lymphocytes T humaines en T
CD4" et TCDS'. L'homéostasie du cholestérol est régulée principalement par la voie CYP7AIl catabolisant le
cholestérol en acides biliaires (AB). Les AB régulent 1’expression de plusieurs génes impliqués dans le métabolisme des
lipides et du glucose et sont impliqués I’absorption des vitamines liposolubles (vitamine A et D). L’activité
antimicrobiale de la vitamine D est assurée par la production du peptide antimicrobien: la cathelicidine D. Alors que, la
vitamine A (le rétinol ou le rétinal) est oxydée en ATRA qui favorise 1’autophagie des macrophages infectés par Mzb et
peut induire la maturation phagosomale, ce qui permet ainsi de réduire la charge bactérienne dans les macrophages.
Avec la coopération de la protéine de transport NPC2, I’ATRA peut réguler le cholestérol cellulaire dans les
macrophages alvéolaires humains et murins; et les cellules dendritiques peuvent produire I’ATRA pour réduire le
cholestérol cellulaire et d’en priver la bactérie. L’individu de génotype CC rs3808607 (CYP7A41) a une expression
¢levée du géne CYP7A1 induisant une augmentation du catabolisme du cholestérol et par conséquent le cholestérol total
plasmatique diminue ce qui probablement constitue un des facteurs qui le protége contre le développement de la TB.
L’augmentation du catabolisme du cholestérol induit une production accrue des AB. Les AB sont capables de réduire la
viabilité cellulaire en augmentant la production des espéces réactives oxygénées (ROS). Ils peuvent induire la migration
cellulaire des fibroblastes pulmonaires vers le site de 1’infection. Ces cellules permettent d’isoler la région infectée et de
maintenir I’intégrité du granulome.
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V Conclusions et perspectives

La TB est une maladie multifactorielle, ou I’implication des facteurs génétiques prédisposant a la
TB a été démontrée.

Cette thése avait pour objectif général de contribuer a 1’étude et la recherche de ces facteurs
génétiques prédisposant a la TB.

Nous avons montré pour la premiére fois, une association génétique entre le variant rs3808607 situé
dans la région promotrice du géne CYP7A1 et la prédisposition a la TB. Il parait que les individus
ayant le génotype AA sont deux fois plus vulnérables a développer une TB. La prochaine étape
consiste a valider ces résultats en les investiguant dans d’autres cohortes. Puis, par la suite, réaliser
des explorations fonctionnelles des génes NSMAF et CYP7A41 dans le but de comprendre leur
implication dans la TB.

En plus, nous avons validé par s€quencage le génotypage réalisé par PCR-RFLP pour le rs3808607.
Nos données ont révelé aussi, la présence probable de nouvelles mutations. Certes, ce sont des
résultats préliminaires mais ils sont prometteurs. Dans nos futures investigations de la région
promotrice du gene CYP7A4I, il serait intéressant de prévoir I’augmentation de la taille des
¢échantillons séquencés, en incluant des contrdles sains pour exploiter la pertinence de ces nouvelles
mutations identifées.

Nos travaux ont aussi permis d’identifier une nouvelle association génétique entre la prédisposition
a la TB pulmonaire et le rs1050504, situé¢ dans la région 3’UTR géne NSMAF. Nos données ont
révélé que le génotype CT pourrait favoriser le risque de développer une TB pulmonaire, alors que
le génotype TT semble jouer un rdéle protecteur contre la TB. En outre, nous avons montré que
lorsque le génotype AA rs3806607 et le génotype CT rs1050504 sont co-hérités, la susceptibilité a
développer la TB est fortement significative (OR 13,5; p = 0,0006).

Nos résultats consolident le role de facteurs génétiques dans la prédisposition humaine a la TB. 1l
parait que la TB chez les individus immunocompétents est une maladie polygénique liée aux
mutations dans plusieurs genes qui ont un effet cumulatif sur la susceptibilité a la maladie et est
encore plus compliqué par des interactions géne-gene et géne-environnement.

La stratification selon le sexe, a révélé que I’association est maintenue uniquement chez les
hommes, suggérant que le sexe masculin pourrait étre considéré, comme facteur de risque pour
développer une TB. Comprendre I'origine du sexisme pourrait orienter le traitement en permettant
des systémes de diagnostic et de traitement spécifiques au sexe. Ainsi, il serait intéressant de tester
le role des genes localisés sur le chromosome X, qui est susceptible d’influencer grandement la

réponse immunitaire.
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Par ailleurs, nous avons aussi montré que les patients tuberculeux présentent de faibles
concentrations de rétinol plasmatique par rapport aux témoins sains. En plus, les concentrations du
rétinol étaient plus basses chez les hommes tuberculeux par rapport a leurs correspondants sains. La
différence était fortement significative (p< 0.0001), suggérant de considérer la faible concentration
en vitamine A, comme un facteur de risque a développer une TB chez les hommes. 11 est intéressant
comme perspective d’évaluer les réserves hépatiques en vitamine A en utilisant d'autres approches
comme la vitamine A marquée avec des isotopes stables. Ainsi, nous pourrions démontrer
I’association entre la carence en vitamine A et le développement de la TB chez la population
marocaine. Et par conséquent nous pourrions souligner 1I’importance de la supplémentation en
vitamine A chez les tuberculeux que I’on pourrait recommender de 1’intégrer dans le « programme
national de lutte contre la TB » pour une prise en charge efficace et efficiente de la TB au Maroc.
Enfin, des stratégies innovantes doivent étre mise en place pour identifier les facteurs de risques et
les génes impliqués dans le contdle génétique d’une maladie multifactorielle comme la TB.

Dans ce contexte, 1’apprentissage profond (ou deep learning, une forme d’Intéligence Artificielle),
semble une méthode récente fort intéressante. Il s’agit d’un algorithme puissant que 1’on peut
entrainer et par la suite le confronter a de vastes bibliothéques de données préexistantes. Son usage

semble particulierement prometteur dans 1’étude de la prédisposition génétique a la TB.
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ANNEXE 1

Consentement éclairé

Nom :

Prénom :

Date de naissance :

Aussi,

je confirme que j’ai eu connaissance de 1’ensemble du projet de recherche sujet a ce

consentement :

v
v

<\

L’objectif et la méthodologie des expérimentations nécessaires.

L’avis favorable du comité d’éthique.

La participation volontaire a cette étude. En effet, je peux a tout moment retirer mon accord
de participation a cette ¢tude sans avoir a donner de raisons.

Toutes les informations qui me concernent vont rester secretes.

J’ai regu un résumé écrit du projet de recherche avec tous les détails.

J’acceépte que toutes les informations enregistrées durant cette étude soient exploitées par les

chercheurs et soient publiées dans des revues scientifiques.

Apres avoir eu réponse a toutes mes questions, j’accepte la participation dans cette étude.

La date et la signature de la personne La date et la signature de

donnant son consentement* : l'investigateur:

(* ) Une copie a donner a la personne volontaire
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ANNEXE 1|

IMMGEN
Etude genomique et immunologique de la
tuberculose dans la population marocaine

a) Questionnaire « patient »
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A. VERIFICATION DES CRITERES D’ELIGIBILITE DU SUJET

CRITERES D’INCLUSION

Item oul NON
1 Age = 18 ans L] L]
2 Nouveau cas de tuberculose documenté ou fortement suspecté [] []
3 Consentement éclairé L] L]

SI UN SEUL "NON", NE PAS INCLURE
CRITERES DE NON INCLUSION
Item (010] | NON
Patients atteint d’'une des maladies chroniques suivantes :
= |nsuffisance hépato-cellulaire
= |nsuffisance rénale
1 = |nsuffisance cardiaque L] L]
= Maladie néoplasique
» Diabéte (DNID et DID)
2 Sujet ayant été sous corticothérapie au cours des 3 derniers mois ] ]
3 Sujet ayant été sous immunosuppresseurs au cours des 6 derniers mois L] L]
4 Sujet ayant effectué un test IDR au cours des 6 derniers mois ] ]
5 Patients actuellement sous antibacillaires L] L]
SI UN SEUL "OUI", NE PAS INCLURE
Date de recrutement: | | || | | 2011
Date d'obtention du consentement éclairé: | | || | | 2011

Date de prélevement : || ||| | 2011

112




B. PROFIL DU SUJET

[] Tuberculose Pulmonaire
Sioui, précisez: [1 TPM+
O TPMO

[ ] Tuberculose Pleurale

[ ] Tuberculose Pulmonaire associée a une Tuberculose Extra-Pulmonaire

[ ] Pleurésie non tuberculeuse

Sous-étude familiale*

Veuillez cocher les cases correspondantes :

Item (010) | NON
1 Existence chez le cas index d’au moins un autre cas de tuberculose documenté [ [
de parenté du 1er degré1 Acceptant de participer a I'étude.
Au moins 3 parmi les autres membres sains de la famille” acceptant de
2 oINS 9 pe ] L]
participer a I'étude.
*Ne concerne pas les pleurésies non tuberculeuses
Si « Oui » aux 2 items, préciser le lien de parenté de chaque sujet participant :
[ ] cas de tuberculose documentés : O Parent ] Enfant
[ ] les autres membres sains de la famille du cas index: [] Parent [ Fréres/Sceurs
Nombre de personnes : |__| __|personnes

Attention : Pour chaque sujet participant, faire signer le formulaire de consentement en 2

exemplaires et compléter le questionnaire correspondant.

C. CARACTERISTIQUES SOCIO- DEMOGRAPHIQUES

Sexe

[ ] Masculin [ ] Féminin
Age

|__|_lans

11" degré: Parents ou enfants du cas index.

2 Membres sains de la famille du cas index : Parents, fréres et soeurs
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Origine éthnique
(plusieurs réponses possibles)

[ ] Arabe
[] Rifi

[ ] Soussi
[ ] Amazigh
[ ] Sahraoui

Situation de famille

L] Marié(e) L] Veuf (ve)
[] Célibataire [ ] Séparé(e)

Niveau d’éducation

[] Lettré L] lNettré
] Coranique
O Primaire
] Secondaire
[ Universitaires

Lieu de résidence
] Milieu urbain (>20 000 habitants)

[ ] Milieu rural (< 2 000 habitants)
] Milieu semi-urbain (<20 000 habitants)

Habitation

[ ] Type formel
[ ] Type informel ; précisez : O Endur [0 Baraque

Nombre de chambre par habitation |__| |

Situation professionnelle

En activité : 1 Oui 1 Non
Si Oui [ réguliére O Irréguliére
Précisez :.............

Revenue mensuel

O <SMIG [ SMIG O >SMIG [J Autre; Précisez:.............

D. ANTECEDENTS FAMILIAUX ET PERSONNELS

Notion de contage tuberculeux

[ ] Oui [ ] Non [ ] Ne sait pas

Si Oui, précisez ci-dessous :
1 Familial
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O Professionnel
[ Scolaire

Vaccination du BCG

[ ] Oui [ ] Non [ ] Ne sait pas

Si Oui, précisez ci-dessous :
] Cicatrice vaccinale
[1 Vaccination documentée
Consanguinité des parents

[] Oui [ Non
Le sujet présente t-il actuellement d‘autres pathologies associées ?

[] Oui [ ] Non

Si Oui, précisez dans le tableau ci-dessous :

Pathologie Année de survenue Traitements en cours

Est-ce qu’un (des) membre(s) de la famille du sujet présente (ent) t-il(s) une (des) pathologie(s)
chronique(s) ?

[] Oui [ ] Non
Si Oui, complétez le tableau ci-dessous :
Pathologie Année de survenue Lien de parenté

Habitudes tabagiques et autres addictions

6.1. Tabagisme

[] Oui [ ] Non

Si Oui, combien d’années au total a-t-il fumé de cigarette au quotidien ? |__|__| années

Si Oui, combien de cigarettes en moyenne a-t-il fumé / par jour ? |__|__| cigarettes par
jour

6.2. Consommation de boissons alcoolisées
[ ] Oui [ ] Non

Si Oui, précisez ci-dessous :

[ Quotidiennement

1 Au moins une fois par semaine
1 Au moins une fois par mois

1 Moins souvent
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6.3. Consommation de drogues

[ ] Oui [ ] Non

Si Oui, précisez ci-dessous :

] Quotidiennement

1 Au moins une fois par semaine
] Au moins une fois par mois

[ Moins souvent

Antécédent carcéral

[ ] Oui [ ] Non

E. HISTOIRE DE LA TUBERCULOSE*

*Ne pas compléter dans le cas d’une pleurésie non tuberculeuse
Date des premiers symptomes : | | ||| ||| | |
Date de diagnostic : | |

Signes évocateurs

O Toux

1 Expectoration

O Dyspnée

1 Hémoptysie

[ Fiévre

0 Amaigrissement ; nombre de kilos perdus : |__|__| kg

Signes de gravité
[ ] Présence [ ] Absence

Si présence, précisez ci-dessous :

[] Tuberculose Pulmonaire
O Milliaire
[0 Broncho Pneumonie
[0 Pneumonie casseuse
O Diffuse et bilatérale

[ ] Tuberculose Extra Pulmonaire
0 Multifocale
0 Hématologique
L[] Autres ; précisez.........................

Examen physique
Pleuro — Pulmonaire :

0 Normal
[0 Anormal ; précisez.........................
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Extra — pulmonaire :
[0 Normal
1 Anormal ; précisez.........................

Examens radiologiques

Radio photo [ ] Oui [ ] Non
Radio Thorax [ ] Oui [ ] Non

Si Oui, précisez ci-dessous :

Datedexamen:| | I | Il [ LI |

Résultat : [ ] Normal [ ] Anormal

Si résultat anormal, précisez ci-dessous les siéges et types des lésions :

Siége des lésions :
O LSD
O LM
O LID
O LSG
O LIG

Type des lésions :
(1 Cavité ; précisez le nombre | _| |
] Infiltration
O Nodule
1 Epanchement pleural
1 Autres; précisez....................

Prise de traitements concomitants (hors antibacillaires)

[ ] Oui [ ] Non

Si Oui, complétez le tableau ci-dessous :

Nom médicament (DCI) Date de premiére prise Durée (jours)

1. Recours aux soins

Accessibilité aux soins : ] oui 1 Non
Satisfaction du service offert par le centre : 1 oui 1 Non
Offre de soins psychiatriques : 1 oui 1 Non

Délai entre le début des symptomes et la prise en charge : |_|_|jours




2. Connaissances liées a la tuberculose

Connaissance du sujet sur la maladie ? [ ] Oui
Connaissance du sujet sur son mode de transmission ? [ ] Oui

Connaissance du sujet sur les symptémes de la tuberculose ? [ ] Oui

Si au moins 1 Oui, précisez la (les) source(s) d’information :

] Ecole

[0 Médias

[ Affiches publicitaires

[0 Professionnels de santé
0 Autres

F. EXAMENS DANS LE CADRE DE L'ETUDE

[ ] Non
[ ] Non
[ 1Non

Examen Oui Non | Date de réalisation Lieu de réalisation | Résultat
0 0 [1cpTMR [ Négatif
IDR |1 _H_l_I1_I_I'| [T Hopital [ Positif ; précisez diamétre :
CJINH | e ( mm)
[] Absence de colonies
[ ] CDTMR
Examen de Culture du ] O . [] Présence de colonies
BK*(TPM+, TPMO) —!—H—I-l—I—1| [THopital .
] INH Nombre de colonies par
tube :............
|:| Absence de BAAR (0 par 300
champs)
Examen de ] CDTMR [ ] Présence BAAR :
Bascilloscopie u I [] Hopital (] 1-10 par 100 champs
] INH [] 1-10 par 10 champs
[] 1-10 par champs
p p
] >10 par champs
Localisation de la biopsie
Examen anatomo- LICDTMR | e
pathologique sur J O [IHopital | e
Biopsie pleurale [1INH ] Granulome
(si T.Pleurale) [ Autre [] Caséum
] Autres ;
PrécCiSez :.......ccourvvrvrrrrnn.

G. AUTRES EXAMENS COMPLEMENTAIRES

118




Examen Oui Non | Date de réalisation Lieu de réalisation Résultat
] CDTMR [] Négatif
sérologie HIV O O || |HHepital L1 Positif
JINH
[] Autre
[] CDTMR [ ] Normale
NES n O] [ Hopital [] Anormale ; précisez :
- D INH | s
CJAULIE | e ereenemmsmsssss s sssssesecenn
] CDTMR
Autres R o T T T T e B
JINH
[] Autre
Nomdumédecin: ............coooovviiiiniinnnn.n. Cachet :
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ANNEXE II1

IMMGEN :
Etude genomique et immunologique de la
tuberculose dans la population marocaine

b) Questionnaire « sujet sain non exposé »
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A. VERIFICATION DES CRITERES D’ELIGIBILITE DU SUJET

CRITERES D’INCLUSION

Item oul NON
1 Age = 18 ans L] ]
2 Sujet volontaire sain [] L]
3 Consentement éclairé [] ]

SI UN SEUL "NON", NE PAS INCLURE
CRITERES DE NON INCLUSION

Item oul NON
1 Patients atteint d’'une quelconque maladie chronique ou aigue ] ]
2 Sujet en contact étroit avec un cas de tuberculose active [] L]
3 Sujet ayant un antécédent familial de tuberculose L] ]
4 Sujet ayant été sous immunosuppresseurs au cours des 6 derniers mois ] ]
5 Sujet ayant effectué un test IDR au cours des 6 derniers mois [] ]

SI UN SEUL "OUI", NE PAS INCLURE
Date de recrutement: | | || | | 2011
Date d'obtention du consentement éclaire: | ||| | | 2011
Date de prélevement: | | || | | 2011

B. CARACTERISTIQUES SOCIO- DEMOGRAPHIQUES
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Sexe

[ ] Masculin [ ] Féminin
Age

|__I__lans

Origine éthnique

(plusieurs réponses possibles)

[ ] Arabe

[] Rifi

[ ] Soussi

[ ] Amazigh

[ ] Sahraoui

L] Autres; précisez :..........cccceeeveevunen.

Situation de famille

L] Marié(e) [ ] Veuf(ve)
[ ] Célibataire [ ] Séparé(e)

Niveau d’éducation :

[ ] Lettré [ ] lNettré
] Coranique
O Primaire
1 Secondaire
[ Universitaires

Lieu de résidence

] Milieu urbain (>20 000 habitants)

[] Milieu rural (< 2 000 habitants)

] Milieu semi-urbain (<20 000 habitants)

Habitation :

[ ] Type formel
[] Type informel ; précisez : 1 Endur [] Baraque

Nombre de chambre par habitation |__| |

Situation professionnelle

En activité : [ Oui 1 Non
Si Oui [] réguliere ] Irréguliére
Précisez :.............
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Revenue mensuel :

O <SMIG [ SMIG O >»SMIG [ Autre; Précisez..............

C. ANTECEDENTS FAMILIAUX ET PERSONNELS

Vaccination du BCG

[ ] Oui [ ] Non [ ] Ne sait pas

Si Oui, précisez ci-dessous :
O Cicatrice vaccinale
0 Vaccination documentée

Consanguinité des parents

[ ] Oui [ ] Non

Est-ce qu’un (des) membre(s) de la famille du sujet présente (ent) t-il(s) une (des) pathologie(s)
chronique(s) ?

[] Oui [ ] Non
Si Oui, complétez le tableau ci-dessous :
Pathologie Année de survenue Lien de parenté

Habitudes tabagiques et autres addictions

4.1. Tabagisme

[] Oui [ ] Non

Si Oui, combien d’années au total a-t-il fumé de cigarette au quotidien ? |__| | années

Si Oui, combien de cigarettes en moyenne a-t-il fumé / par jour ? |_|__| cigarettes par
jour

4.2. Consommation de boissons alcoolisées
[ ] Oui [ ] Non

Si Oui, précisez ci-dessous :

] Quotidiennement

1 Au moins une fois par semaine
1 Au moins une fois par mois

] Moins souvent

4.3. Consommation de drogues

[ ] Oui [ ] Non
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Si Oui, précisez ci-dessous :

[ Quotidiennement

1 Au moins une fois par semaine
] Au moins une fois par mois

[ Moins souvent

Antécédent carcéral

[] Oui [ ] Non

Connaissances liées a la tuberculose
Connaissance du sujet sur la maladie ? [ ] Oui (] Non
Connaissance du sujet sur son mode de transmission ? [ ] Oui [ ] Non
Connaissance du sujet sur les symptémes de la tuberculose ? [ ] Oui (] Non

Si au moins 1 Oui, précisez la (les) source(s) d’information :

] Ecole

1 Médias

[ Affiches publicitaires

[0 Professionnels de santé
0 Autres

Accessibilité aux soins

[] Oui [ ] Non

F. EXAMENS DANS LE CADRE DE L’ETUDE

Examen Oui Non Date de réalisation Lieu de réalisation Résultat
[] cDTMR [] Négatif

IDR ] Il [ H_—l_ll_—_I_I | (JHépital ] Positif ; précisez diamétre : ..........
CJINH (mm)

Nomdumédecin: ...............ooovverrninnnnn.n. Cachet :
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ANNEXE IV

Extraction de ’ADN génomique

Principe:

L’ADN est extrait du sang total par un procédé utilisant une membrane en silice (colonne), a
laquelle I’ADN est adsorb¢ par affinité de charge aprés une premiére étape de lyse en présence de la
protéase K. Cette étape permet de libérer les acides nucléiques et dénaturer les protéines. Ces
derniéres sont ensuite ¢liminées par plusieurs lavages et centrifugations des colonnes. L’ADN est

finalement ¢lu¢ de la membrane et conservé a — 20° C jusqu’a son utilisation.

Procédure analytique:

L’extraction commence par la préparation des réactifs: Qiagen protease, Tampon AW1, Tampon
AW?2 selon les recommandations du kit. Par la suite, 500 pl de Qiagen Protease est déposée dans le
tube de centrifugation de 50 ml, a laquelle 5-10 ml du sang est ajoutée puis homogénéisée par flux
et reflux. Ensuite, 12 ml du tampon AL est ajouté, puis mélangé par inversement du tube 15 fois
environ. Le tube est incubé 10 min a 70 °C. Une fois récupéré 10 ml d’Ethanol (96-100 %) est
ajouté. Le tube est mélangé par inversement 10 fois environ. La moitié du lysat est transféré
délicatement sur Qiamp Maxi Column placée dans un tube de centrifugation de 50 ml. Apres
centrifugation a 1850 g pendant 3 min, le filtrat est jeté et un nouveau tube est utilisé. Le reste du
lysat est transféré de méme sur Qiamp Maxi Column, puis centrifugé a 1850 g pendant 3 min. La
colonne est ensuite lavée en ajoutant 5 ml du tampon AW1 puis centrifugé a 4500 g pendant 1 min.
Un 2éme lavage est réalis¢ en ajoutant 5 ml du tampon AW2. Le tube est centrifugé a 4500 g
pendant 15 min. La colonne est placée dans un nouveau tube de 50 ml a laquelle 1 ml du AE est
ajouté délicatement sans toucher les bords le tout est incubé 5 min a T°® ambiante puis centrifugé a
4500 g pendant 2 min. L’¢luat récupéré est ensuite remis dans la Qiamp Maxi Column, incubé¢ a T°

ambiante pendant 5 min puis centrifugé 4500 g a 5 min (figure 33).
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Figure 33 | Procédure d’extraction d’ADN par QIAamp® DNA Blood Maxi (QiagenGmbH,

Hilden, Allemagne).
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ANNEXE V

Génotypage par hydrolyse de sondes fluorescentes TagqMan® MGB

Principe:

C’est une technique de PCR en temps réel qui permet de réaliser des "typages alléliques” nommée
aussi "discrimination allélique" grace a I’activité 5’exonucléasique de I’ADN polymérase, qui

hydrolyse une sonde hybridée a la séquence cible. La sonde utilisée est une TagMan®MGB (Minor
Groove Binder) marquées a 1’extrémité 5’ avec un fluorophore qui peut étre FAM pour 1’alléle
sauvage et VIC ou autre pour I’alléle muté (figure 34). L’extrémité 3’est marquée par un quencher

non fluorescent (NFQ) auquel une molécule marquée MGB (minor groove binder) est accrochée,
cette structure moléculaire (MGB) permet aux sondes TagMan® de s’insérer dans les petits sillons

de ’ADN, ce qui peut considérablement améliorer la sensibilité et la spécificité de la technique.

i I Hi

KiFich Mizmalch

w@ﬁw@@ mO Trr®e

{10

Mizmaich
Legend
s Moot
T T quencher Arcite
[FEE R 1Y
Iiinor groave i
© =rwze MGE oo i
(gl §

Figure 34 | Principe de la discrimination allélique par TagMan®

Chaque sonde TagMan MGB s’apparie spécifiquement a sa séquence complémentaire entre les sites des amorces sens
et anti-sens. L’ADN polymérase étend les amorces liées a I’ADN génomique, puis elle clive les sondes qui sont
hybridées a la séquence cible. Ainsi, le quencher est séparé du reporter ce qui provoque une émission de fluorescence.
L’analyse du signal de fluorescence généré par la PCR indique lequel des alléles est présent au niveau de 1’échantillon.
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1 | INTRODUCTION

Summary

Tuberculosis (TB) is a serious infectious disease that kills approximately two million
people per year, particularly in low- and middle-income countries. Numerous genetic
epidemiology studies have been conducted of many ethnic groups worldwide and
have highlighted the critical impact of the genetic environment on TB distribution.
Many candidate genes associated with resistance or susceptibility to TB have been
identified. In Morocco, where TB is still a major public health problem, various obser-
vations of clinical, microbiological and incidence distribution are heavily affected by
genetic background and external environment. Morocco has almost the same clinical
profile as do other North African countries, mainly the increase in more extrapulmo-
nary than pulmonary forms of the diseases, when compared to European, Asian or
American populations. In addition, a linkage analysis study that examined Moroccan
TB patients identified a unique chromosome region that had a strong association with
the risk of contracting TB. Other genes in the Moroccan population that were found
to be associated seem to be involved predominantly in modulating the innate immu-
nity. In this review, we appraise the major candidate genes that have been reported in
Moroccan immunogenetic studies and discuss their updated role in TB, particularly
during the first phase of the immune response to Mycobacterium tuberculosis (Mth)
infection.

KEYWORDS

immunogenetic, Moroccan, tuberculosis

unequally in different regions of the kingdom (Figure 1). Approximately
60% of the total number identified was distributed across five regions,

TB is an infectious disease caused by Mtb. It is still a major public
health problem and is a real challenge to medical progress. According
to the latest report published by the World Health Organization, it is
that an estimated 9.6 million new TB cases were detected and that
1.5 million patients died from this pathology (1.1 million HIV-negative
and 0.4 million HIV-positive people). Around 28% of these numbers
occurred in African countries, which also had the highest rates of cases
and deaths (WHO, 2015).

In Morocco, 27,745 new cases of all forms of the disease (82 cases
per 100,000 inhabitants) were registered in 2014 (http:/www.sante.
gov.ma/pages/actualites.aspx?idactu=142). This number is distributed

namely Grand Casablanca, Tangier-Tétouan, Fés-Boulemane, Rabat-
Salé-Zemmour-Zaér, Gharb-Chrarda-Beni-Hssen and Souss-Massa-
Draa. According to the recent report by the Moroccan Ministry of
Health, it seems that the overall incidence, as well as that of sputum
smear-positive pulmonary TB, decreased 30% and 35%, respectively,
during the last 8vyears (1996-2014) (http:/www.sante.gov.ma/
Documents/tuber-Fr.jpg).

However, the report draws attention to the greater extrapulmo-
nary frequency (46.2%) compared to sputum smear-positive pulmo-
nary TB frequency (43.2%), sputum smear-negative pulmonary TB
frequency (9.2%) and TB primo infection (1.4%). A high number of

int J Immunogenet. 2017;1-19.
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TB incidence by region, Morocco 2014
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extrapulmonary cases is also observed in Tunisian and Algerian pop-
ulations, which could share some environmental and genetic factors
(WHO, 2015). By contrast, in 2013, European countries reported
that, of the 64,844 TB patients, 70.5% and 22.3% had pulmonary
and extrapulmonary TB, respectively (WHO, 2014). The major
complication regarding TB is the increasing frequency of HIV co-
infection worldwide. In fact, co-infected patients are 29 times more
likely to develop TB disease than are those who are HIV-negative
(WHO, 2015).

It is interesting that the documented epidemiological data highlight
that the divergence of national geographical TB dissemination may be
due to the Moroccan population's genetic diversity at an ethnic level.
In this context, it has been reported that the Moroccan Berber popu-
lations occupy an intermediate position between European and sub-
Saharan populations (Coudray et al., 2009). In addition, the most likely
common TB clinical profile observed in North African populations
could suggest the presence of a common genetic background. A recent
study published by our Tunisians colleagues reported a close genetic
diversity among North African populations (Cherni et al., 2016). Based
on the historical period, the authors of this study and others (as re-
ported by Henn and his colleagues) emphasized the distinctive genetic
diversity compared to other populations from Europe, sub-Saharan
Africa and south-west Asia (Cherni et al., 2016; Henn et al., 2012).

Apart from the effect that environmental factors could play, the ge-
netic background plays a crucial role in terms of susceptibility or resis-
tance to TB. There is convincing evidence that a host of genetic factors
contributes to the outcome of TB. Studies of twins support this conclu-
sion, and the data reported show a higher concordance rate in mono-
zygotic twins than in dizygotic twins (Jepson et al., 2001; Kallmann &
Reisner, 1943). Furthermore, only 5-10% of infected people have a
high risk of developing active TB during their lifetime, while the majority
of individuals are naturally resistant to TB. To date, numerous research
groups have published hundreds of articles focusing on the genetic
predisposition to TB. Family and case/control studies, using different
statistical models such as genomewide linkage studies or genomewide
association studies, have been used (Bellamy et al., 2000; Cobat, Orlova,
Barrera, & Schurr, 2013; Meyer & Thye, 2014; Thye et al., 2010). As a
result of these great efforts, several genes have been identified as being
associated with susceptibility or resistance to TB (Table 1).

Some of those genes seem to play a key role in the pathogene-
sis of TB, as revealed in different ethnic populations, and include HLA
(human leucocyte antigen), CD209, vitamin D receptors, PTPN22, TLR,
cytokine and receptor genes (gamma interferon, interleukins 10, 12,
17) (Kettaneh et al., 2006; Lamsyah et al., 2009; Liang, Guo, Li, & Kong,
2014; Liu et al., 2004; Oral et al., 2006; Schurz, Daya, Méller, Hoal, &
Salie, 2015; Selvaraj et al., 2008). Other genes have been shown to
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be more common in patients with latent or active TB, as revealed at
the transcriptomic level (von Both, Kaforou, Levin, & Newton, 2015;
Joosten et al., 2012). In fact, many meta-analysis studies have reported
convincing data about some candidate markers for susceptibility to TB
(Lee & Song, 2015; Liang et al., 2014; Tong et al., 2015).

In the Moroccan population, several genetic studies have been
conducted in order to appraise the impact of polymorphisms on TB
susceptibility or resistance, while acknowledging that the genetic as-
sociations observed are sometimes different among populations.

As cited below, Moroccan epidemiological data revealed that
there is a difference in TB incidence by regions. There are regions with
higher TB incidence reaching 143.3 per 100,000 habitants. According
to the last census data reported by the Moroccan High Commissioner
of planning, these areas are the most peopled in Morocco. Inversely,
the regions with low TB incidence have the lowest population density
(http: /www.hcp.ma/Repartition-geographique-de-la-population-d-
apres-les-donnees-du-Recensement-General-de-la-Population-et-de-
|-Habitat-de_a1796.html). Once again, this underlines the importance
to take into consideration the overcrowding as a potential risk factor
increasing the likelihood of exposure to Mtb and progression to dis-
ease (Kirenga et al., 2015; Narasimhan, Wood, MacIntyre, & Mathai,
2013; Srivastava, Kant, & Verma, 2015).

It would appear that difference observed in the geographical dis-
tribution of TB incidence by regions is linked to environmental factors.
But it does not mean that genetic background is not implicated in this
difference. It would have been very rewarding to review that in this
study; unfortunately, all TB genetic studies are done in Moroccan pa-
tients recruited from two nearby cities: Casablanca and Rabat, where
there is a strong admixture between all ethnic populations. Further
studies are highly recommended to evaluate if the genetic background
affects directly TB incidence in these regions.

The current review discusses all the relevant genetic data that
have been documented with regard to the Moroccan TB population.
We also review the potential implications of some of the candidate

genes via a literature review.

2 | CANDIDATE GENES AND THE RISK OF
DEVELOPING TB

In this section, we principally discuss the potential effects of all the
candidate genes that have been found to be associated with TB in the
Moroccan population and those which could play a role in the devel-
opment of TB. We propose to discuss each gene by taking its role in
immune response into consideration from the first stage of becoming
infected with Mtb (Figure 2).

2.1 | Dendritic Cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing nonintegrin: DC-SIGN/CD209

In 2003, Tailleux et al. were the first to report the identification of
a new major Mtb receptor in human dendritic cells, namely the DC-
SIGN (dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin).

DC-SIGN binds mannosylated lipoarabinomannan (ManLAM),
thus permitting Mtb entry into human DCs (Geijtenbeek et al., 2000).
Additional important roles in immune responses have been attributed
to DC-SIGN receptors, such as the ability to suppress Toll-like recep-
tor signalling and the subsequent modulation of cytokine production
(Geijtenbeek et al., 2003; van Kooyk & Geijtenbeek, 2003; Tailleux
et al., 2003). This receptor is encoded by the CD209 gene, which is lo-
cated on human chromosome 19p13.3, spanning approximately 13 kb
and comprising seven exons and six introns (Barreiro et al., 2006;
Soilleux, Barten, & Trowsdale, 2000). Subsequently, several authors
have studied the impact of the polymorphism of CD209 gene on the
development of TB.

The most extensively investigated relevant polymorphisms were
CD209 -336A/G and -871A/G. A case-control study conducted by
Sadki and colleagues revealed no statistically significant association
between -336A/G polymorphism and pulmonary TB (Sadki etal.,
2009). This finding is in agreement with results reported in Tunisian,
north-western Colombian, West African and eastern Chinese popula-
tions (Ben-Ali et al., 2007; Gémez et al., 2006; Olesen et al., 2007; Yi,
Zhang, Mo, Zhen, & Zhao, 2015; Zheng et al., 2011).

A positive association between a CD209 -336G variant and tu-
berculosis has been documented in South African (Barreiro et al.,
2006), Indian (Selvaraj, Alagarasu, Swaminathan, Harishankar, &
Narendran, 2009), Iranian (Naderi et al., 2014), Brazilian populations
(da Silva et al., 2014) and in Russian pulmonary TB male patients
infected with Beijing strain, where the lethal outcome of disease is
more frequent (Ogarkov etal., 2012). Furthermore, contradictory
data have been observed in West African (from Gambia, Guinea,
Guinea-Bissau, Malawi) populations where a -336G variant has
been found to be associated with protection against pulmonary TB
(Vannberg et al., 2008).

No other studies that replicate the results published or that pro-
vide a clearer view regarding the involvement of the genetic varia-
tion of CD209 on the susceptibility or resistance to TB have been
reported elsewhere. Recent meta-analysis studies have been con-
ducted in order to examine the correlation between the CD209-
336A/G variant and the risk of contracting TB (Chang et al., 2012;
Miao, Li, Sun, Li, & Xu, 2012; Yi et al., 2015). These studies suggested
that CD209 -336A/G and -871A/G polymorphisms may play a role in
contributing to TB susceptibility. Considering its crucial role in allow-
ing the entry of Mtb into phagocytic cells, it could be suggested that
any genetic variation affecting its interaction with ManLAM could
therefore modulate the response to TB infection (Figure 2). More
studies at a genetic level are needed to collect more data to clarify
the implication of a genetic variation of CD209 on the outcome of
TB infection.

As Mtb can infect phagocytic cells via other pathways using other
and nonspecific receptors, the physiopathological processes could be
affected to some degree. Thus, the immunogenetic history of TB in-
fection suggests the participation of other genes, and DC-SIGN may
act as a facilitating factor for the dissemination of Mtb. Therefore, the
outcome of the TB infection is determined by the orchestration of all
these genes.
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FIGURE 2 Schema summarizing current key candidate genes of the susceptibility to TB development in Moroccan population. After

TB infection, Mtb bacilli are engulfed by innate immune cells, such alveolar macrophage. In parallel, microbial components are recognized

by TLRs (TLR2, TLR4). This engagement activates signalling cascades inducing the expression of inflammatory cytokines, including MIF

which the serum levels is increased in pulmonary TB patients. In addition, Mtb-derived peptide antigens are presented to naive T cells. The
differentiation is instructed with predominant Th2 response leading to a dissemination of TB disease. TLRs: TLRs Toll-like receptors, MHC:
major histocompatibility complex, TCR: T-cell receptor, STAT4: signal transducer and activator of transcription 4, NRAMP1: natural resistance-
associated macrophage protein 1, PTPN22: protein tyrosine phosphatase nonreceptor 22, LYP: lymphoid tyrosine phosphatase, CYP7A1:
cytochrome P450 7A1, MIF: macrophage migration inhibitory factor, LPS: lipopolysaccharides, LP: lipopeptides

2.2 | Toll-like receptors TLR2 and TLR4

Among the major innate immune factors, Toll-like receptors (TLRs)
represent a cluster of highly conserved molecules that are included
in a large family of pattern-recognition receptors (PRRs) (Aderem &
Ulevitch, 2000; Kawai & Akira, 2006). TLRs are expressed in several
immune cells, including monocytes/macrophages, dendritic cells and
B cells (Akira, Uematsu, & Takeuchi, 2006). Ten subgroups of TLRs
have been described and recognize microbial components, known as
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), with some specific-
ity among them (Takeda & Akira, 2001). This engagement activates
signalling cascades, leading to induce expression of genes involved

in the inflammatory and immune responses (Akira etal., 2006;
Medvedeyv, 2013; Takeda, Kaisho, & Akira, 2003) via myeloid differen-
tiation primary response protein 88 (MyD88)-dependent or MyD88-
independent pathway (Covert, Leung, Gaston, & Baltimore, 2005; Jo,
2008; Kawai et al., 2001; Leifer & Medvedev, 2016; Yamamoto et al.,
2003).

Biochemical studies of TLRs have shown that these molecules
consist of two domains: an extracytoplasmic domain with a leucine-
rich repeat for binding to PAMPs and a cytoplasmic domain similar to
the same region of the interleukin IL-1 receptor, identified as the Toll/
interleukin-1 receptor (TIR) domain for signalling pathways (Aderem
& Ulevitch, 2000). Any genetic variation that occurs in these two
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domains could theoretically affect the capacity of TLR molecules to
recognize the PAMPs and translate their signals (Arbour et al., 2000;
Lin, Verma, & Hodgkinson, 2012).

Numerous diseases have been associated with TLR polymor-
phisms, including infectious diseases (Kang et al., 2012; Medhi et al.,
2011), cancer (Theodoropoulos et al., 2012) and allergies (Hussein,
Awad, Shalaby, Ali, & Alzahrani, 2012; Zhang et al., 2011). Obviously,
the increased risk of developing TB is influenced by the occurrence
of functional SNPs in TLR genes, as has been reported (Ben-Ali,
Barbouche, Bousnina, Chabbou, & Dellagi, 2004; Medvedev, 2013;
Ogus et al., 2004; Yim et al., 2006). Many studies have reported a sig-
nificant association between TB and TLR variants. In some cases, as
with others genes, this association is not observed in all populations.
In a Moroccan case-control study, the authors found a statistically
significant association between both TLR2 and TLR4 polymorphisms
and TB: an increase in TLR2 + 597 CT genotype frequency in healthy
controls is associated with protection against pulmonary TB, while
an increase in TLR4 + 7263 C allele in patients suggest its probable
involvement in TB development (Arji etal., 2014). These data have
not been replicated in other populations (Wu, Hu, Li, Jiang, & Xu,
2015). A haplotype analysis showed a negative association between
TLR4 + 4434AA-TLR2 + 597 CT genotype frequency and TB.

Convincing and contradictory data are reported with regard to the
contribution of both TLR variants to the outcome of this disease for
other populations. Hence, the TLR2 + 597 CC genotype seems to play
a significant role in pulmonary TB, and even more so in miliary TB and
in TB meningitis in the Vietnamese population (Thuong et al., 2007).
No significant associations were found between the TLR2 T597C poly-
morphism and PTB susceptibility among Chinese (Xue et al., 2010) and
Indian populations (Biswas, Gupta, Sindhwani, & Patras, 2009). A re-
cent meta-analysis corroborates this finding and has suggested that
TLR2 T597C polymorphism might not be associated with PTB suscep-
tibility among Asian populations (Wang et al., 2013).

Others TLR variants relating to TLR 1,6,7,8,2 and 10 genes were
identified as being associated with TB in other populations using
case-control studies (Kobayashi etal., 2012; Lai etal, 2016; Ma
et al., 2007). Unfortunately, these have not yet been investigated in
the Moroccan population. However, a meta-analysis published in this
context reports very little involvement of the explored variants in TB
development (Schurz et al., 2015). This indicates that the focus should
be on genetic screening for other functional SNPs.

2.3 | Natural resistance-associated macrophage
protein 1: NRAMP1/SLC11A1

The SLC11A1 (solute carrier family 11A member 1, alias Lsh/Ity/Bcg)
gene is located in the 2q35 chromosomal region (Cellier et al., 1994). It
encodes for the NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage
protein 1) protein, which is an ion transporter mainly expressed in the
late endosomes/lysosomes in macrophages. In fact, after TB infection,
NRAMP1 is recruited to the phagosomal membrane surrounding the
engulfed pathogen and ensures divalent cations (iron and manganese)
transport (Gruenheid, Pinner, Desjardins, & Gros, 1997; Searle et al.,

1998). It is involved in iron metabolism and in host control of the pro-
liferation of intracellular pathogens (Barton, Biggs, Baker, Bowen, &
Atkinson, 1999). The bactericidal activity of NRAMP1 was also pro-
vided by modulating phagosomal pH (Hackam et al., 1998). Several
polymorphisms have been reported to be associated with susceptibil-
ity to inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis (Shaw et al.,
1996) and Crohn's disease (Gazouli et al., 2008), and with a number of
infectious diseases such as leprosy (Abel et al., 1998). The NRAMP1
polymorphism was first observed to be associated with TB in 1998
in a West African population (Bellamy et al., 1998). Since then, many
studies have investigated this association in different populations.
No association has been found between NRAMP1 variants and sus-
ceptibility to pulmonary TB in the Moroccan population (EI Baghdadi
et al., 2003). This finding is in agreement with other results reported
in Taiwanese, Thai and Iranian populations (Jafari et al., 2016; Liaw
et al., 2002; Merza et al., 2009; Vejbaesya, Chierakul, Luangtrakool,
& Sermduangprateep, 2007). By contrast, NRAMP1 polymorphisms
were found to be statistically more frequent in TB patients from a
variety of ethnic populations, suggesting their potential role in the
increased risk of contracting TB and the progression of the disease
(Bellamy et al., 1998; Ben-Selma, Harizi, Letaief, & Boukadida, 2012;
van Crevel et al, 200%; Fernandez-Mestre, Takiff, Alcala, & Zhenia,
2015; Liu et al., 2004; Nugraha & Anggraini, 2011; Ryu et al., 2000;
Sgborg et al.,, 2002; Stagas et al., 2011). However, Delgado, Baena,
Thim, and Goldfeld (2002) reported a negative association of the 3’
UTR polymorphism with TB, thus suggesting the protective role of
this marker in the Cambodian population (Delgado et al., 2002). The
meta-analysis conducted by Li etal. (2011) confirmed the potential
impact of 3" UTR, D543N, INT4 and 5’ (GT)n polymorphisms on the
susceptibility to TB, while Li et al. (2011) also observed significant and
limited differences in the data when taking the stratification of the
populations into consideration (Li et al., 2011). Hence, these data sup-
port the hypothesis that NRAMP1 might play an important role in the
host’s defence against the development of TB. The lack of association
between NRAMP1 and TB in the Moroccan population may be due
to gene-environment interactions and/or to genetic ethnic diversity,
as mentioned above. In addition, the NRAMP1 effect was most easily
detected in families that had little exposure to Mtb (Malik et al., 2005),
while the Moroccan families in this study were recruited from an en-
demic TB region (El Baghdadi et al., 2003).

2.4 | Macrophage migration inhibitory factor (MIF):

Human MIF (macrophage migration inhibitory factor) is the first pleio-
tropic cytokine produced by activated T cells, macrophages and the
pituitary gland (Bernhagen et al., 1993; Calandra, Bernhagen, Mitchell,
& Bucala, 1994) in response to microbial stimuli. It is identified as a
proinflammatory cytokine that might increase the level of the expres-
sion of TLR4, and which participates actively through the detection of
endotoxin-bearing bacteria (Roger, David, Glauser, & Calandra, 2001;
Roger, Glauser, & Calandra, 2001). In fact, during the delayed-type
hypersensitivity response, MIF is involved in the inhibition of mac-
rophage migration (Bloom & Bennett, 1966). Moreover, MIF inhibits
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activation-induced and p53-dependent apoptosis of macrophages
(Hudson et al., 1999; Mitchell etal., 2002) and overrides the anti-
inflammatory and immunosuppressive effects of glucocorticoids
(Calandra et al., 1995; Roger, Chanson, Knaup-Reymond, & Calandra,
2005).

The MIF gene is located on chromosome 22q11.2 and encodes
for a short protein. It has been reported that some genetic variants of
MIF have been associated with several auto-immune and infectious
diseases including arthritis, asthma, scleroderma, lupus, pneumonia
and severe malaria (Awandare et al., 2009; Leech et al., 2003; Mizue
et al, 2005; Sreih et al., 2011; Wu et al., 2006; Yende et al., 2009).
Moreover, MIF gene has been shown to be involved in the carcino-
genesis of several cancers including head and neck cancer (Kindt et al.,
2013), hepatocellular carcinoma (Wang et al,, 2014), ovarian cancer
(Krockenberger et al., 2012), breast cancer (Lue et al., 2007; Richard,
Kindt, & Saussez, 2015).

MIF was first described in the context of the investigation of the
immune biomarkers of TB in 1966 (Bloom & Bennett, 1966; David,
1966). Several findings at both genetic and functional levels have been
accumulated to confirm the important role played by MIF as a key
mediator of innate immune responses against Mtb (Das et al., 2013;
Qddo, Calandra, Bucala, & Meylan, 2005). Among the functional im-
munological abnormalities shown is the increase in serum levels of
MIF in pulmonary TB patients (Li, Zeng, & Deng, 2012; Yamada et al.,
2002) and in patients with tuberculous granulomas (Wang et al.,
2012). Furthermore, MIF released by infected human macrophages
reduces the growth of virulent Mtb (Oddo et al., 2005).

At the genetic level, the first observation related to the asso-
ciation between pulmonary TB and the MIF-173G/C (rs755622)
polymorphism was described in the Colombian population (p = .02),
suggesting the possible implication of this genetic variant in the risk
of contracting TB (Gomez et al., 2007). Similarly, this result has been
replicated in the Moroccan TB population in a case-control asso-
ciation study (Sadki et al., 2010). The data reported that the MIF
-173*C allele was significantly more common in pulmonary TB cases
than it was in healthy controls (p =.02, OR = 1.53, 95% Cl 1.05-
2.24). The same results were shown for different degrees of TB risk
in Chinese population (Kuai et al., 2016; Li etal., 2012; Liu et al.,
2016; Wang, Zhang, Shi, Zhang, & Liu, 2016) and, more recently, in
Iranian populations (p =.028) (Hashemi et al., 2015), in which the
-173*C allele was found to be associated with susceptibility to TB.
This mutation occurred in an interesting region of the MIF promoter.

The base change G to C at this SNP creates a potential binding site
for AP-4 (activating enhancer binding protein 4) (Donn et al., 2002), a
transcription factor that activates both viral and cellular genes by bind-
ing to the symmetrical DNA sequence, CAGCTG (Hu, Liischer, Admon,
Mermod, & Tjian, 1990). This situation may have a considerable effect
on the promoter activity of MIF and therefore on its level of expres-
sion. In fact, individuals carrying an MIF =173*C allele have increased
serum levels of MIF (Donn et al., 2002; Radstake et al., 2005). This
situation could play an important role in terms of TB development.

Another genetic variant, a -794 (rs5844572) CATT,_; microsatel-
lite not yet investigated in Moroccan population, was identified to be

associated with TB in Chinese population (Kuai et al., 2016; Li et al.,
2012; Tong et al., 2017; Wang et al., 2016).

Hence, it seems well proven that MIF, together with other genes,
plays a crucial role in the development of TB, at least during the first

stages of infection.

2.5 | Monocyte chemoattractant protein-1 MCP-1/
CCL2

Tuberculous granulomas formation, of which the central cellular
components are T cells and monocytes, constitutes the first defence
strategy to control infection and to prevent the spread of Mtb. The
migration of these cells is orchestrated by chemokines and their re-
ceptors. In this context, one member of the C-C chemokine family,
namely monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), also referred
to as CCL2 (the chemokine (C-C motif) ligand 2), is considered to
be a potent chemotactic factor for monocytes (Ben-Selma, Harizi,
& Boukadida, 2011; Flores-Villanueva et al., 2005). Human MCP-1,
which is composed of 76 amino acids and has a size of 13 kDa, plays
an essential role in the innate immune response against microbial
infection (Deshmane, Kremlev, Amini, & Sawaya, 2009; Serbina, Jia,
Hohl, & Pamer, 2008; Van Coillie, Van Damme, & Opdenakker, 1999).
The gene encoded MCP-1 is located on chromosome 17 (17q11.2)
(Naruse et al., 1996), for which genetic variations were found to be
associated with numerous diseases including coronary artery disease
(Szalai et al., 2001), HIV-1 pathogenesis (Gonzalez et al., 2002) and
TB (Flores-Villanueva et al., 2005). More than nine genetic polymor-
phisms have been identified in the coding region and MCP-1 pro-
moter, although it would seem that only the MCP-1 -2518 A/G allele
has a significant, functional effect at gene expression level (Flores-
Villanueva et al., 2005). The MCP-1 -2518 G allele was found to be
associated with an increased susceptibility to TB in most of the cases
(Feng et al., 2012; Flores-Villanueva et al., 2005; Ganachari et al.,
2010; Shi, Yang, Sun, Yin, & Song, 2015; Tian, Li, Li, Wang, & Cheng,
2015). The homozygous MCP-1-2518 G allele has been reported
to be less common in Moroccan and Ghanaian TB patients than it
is in healthy controls (Arji et al., 2012; Thye et al., 2009). However,
no association has been found between the MCP-1-2518A/G SNP
and the risk of contracting TB among Brazilian families (Jamieson
et al., 2004), Chinese TB patients from Hong Kong (Chu et al., 2007),
Indians (Mishra, Poojary, Raj, & Tiwari, 2012), West Africans from
Gambia and Guinea-Bissau, Argentinians and nor among Americans
(African American and European ancestries) (Velez Edwards et al.,
2012).

Finally, meta-analysis studies revealed that the MCP-1-2518G
allele increased the risk of developing TB for Asians and Hispanics,
but not for Africans (Feng et al., 2012; Tian et al., 2015; Zhang et al.,
2012). More recently, these data have been well supported by the
Vasquez-Loarte meta-analysis study; however, the authors stressed
that this genetic analysis results were influenced significantly by the
ethnicity of the study’s subjects, as the MCP-1-2518G allele may not
be associated with some Asian groups, such as those from India and
Persia (Vasquez-Loarte, Trubnykova, & Guio, 2015).
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Similarly, it seems that the MCP-1 variant plays a significant role
during the first stage of Mtb infection for Moroccan TB patients but
not for other African populations, which could suggest the presence of
an African genetic specificity, as explained above.

2.6 | Protein Tyrosine Phosphatase Nonreceptor 22:
(PTPN22)

The PTPN22 gene is located at the chromosomal region 1p13.3-p13.1
and encodes the protein belonging the nonreceptor class 4 subfamily
of the protein tyrosine phosphatase family. This protein is the intra-
cellular lymphoid tyrosine phosphatase (LYP) (Cohen, Dadi, Shaoul,
Sharfe, & Roifman, 1999) and it is only expressed in the immune
cells, including dendritic and B cells, and particularly in T cells (Rhee
& Veillette, 2012).

Among the principal functions of LYP is the downregulation of
the T-cell activation, which is due to its ability to dephosphorylate
its substrates such as Lck, Fyn and Zap-70 (Hermiston, Xu, Majeti,
& Weiss, 2002; Mustelin, Abraham, Rudd, Alonso, & Merlo, 2002;
Veillette, Latour, & Davidson, 2002). The interaction between LYP
and the adaptor molecule Grb2 (growth factor receptor-bound
protein 2) regulates T-cell signalling negatively (Hill et al., 2002). In
addition, LYP forms a complex with Src tyrosine kinase (Csk) that
is considered to be an important suppressor of T-cell activation
(Cohen et al., 1999; Veillette et al., 2002). The important role played
by LYP in the control of the immune system is the reason for numer-
ous studies that aim to evaluate the impact of its polymorphism on
the development of diseases. Hence, several works have reported
a significant association between PTPN22 C1858T (R620W) poly-
morphism and various diseases, such as type 1 diabetes (Bottini
et al., 2004), rheumatoid arthritis (Begovich et al., 2004), systemic
lupus erythematosus (Kyogoku et al., 2004), Hashimoto's thyroid-
itis (Criswell et al., 2005) and systemic sclerosis (Diaz-Gallo et al.,
2011). Gomez, Anaya, and Martin's (2005) work was the first study
to relate PTPN22 1858C/T polymorphism to TB in Colombians
(Gomez et al., 2005).

A case-control study was conducted using two cohorts of 123 pul-
monary TB patients and 155 healthy controls. And the data reported a
significant and opposing association between R620W and R263Q ge-
netic variants of the PTPN22 gene and tuberculosis in the Moroccan
population (Lamsyah et al., 2009). The first may play a protective role,
while the R263Q variant (PTPN22 G788A) may increase the risk of
susceptibility to TB in this population.

This finding concerning the negative association between the
PTPN22 1858T (620W) allele and pulmonary TB is in agreement with
the results reported concerning Colombian and Brazilian populations
(Boechat, Ogusku, Sadahiro, & dos Santos, 2013; Gomez et al., 2005).
By contrast, this result contradicts data reported regarding an Iranian
ethnic group (Zahedan), in which the minor allele T is not associated
with susceptibility to TB (Kouhpayeh et al., 2012).

At this stage of the research, with regard to the interesting results
published to date, functional studies are needed to highlight the effect
of PTPN22 polymorphisms and a risk to develop TB. If we consider

the functional studies that have investigated auto-immune diseases,
the PTPN22 1858T (W620) allele has a gain-of-function mutation
(Gregersen, 2005; Vang et al., 2005). It has been shown that the W620
allele enhances the positive selection of autoreactive B cells (Menard
et al., 2011). In addition, impaired TCR signalling has been reported
in T cells from patients with auto-immune diseases who carry the
LYP-W620 variant (Rieck et al., 2007; Wu et al,, 2014). It is interest-
ing that recent data have shown that LYP*W620 homozygous donors
displayed exaggerated Th1 responses (Vang et al., 2013). Therefore, in
this physiopathological situation, the PTPN22 1858T (R620W) could
be a protective factor against TB.

This hypothesis was based on the observation of TB in Moroccan
patients, and future studies should be focused on identifying selected
T/B-lymphocyte functions containing these mutations.

2.7 | Cytochrome P450 7A1 (CYP7A1)

The CYP7A1 gene is located on chromosome 8q11-g12, spans
about 10 kb and consists of six exons and five introns (Cohen
etal, 1992; Noshiro & Okuda, 1990). It encodes for cholesterol
7-alpha-hydroxylase (CYP7A1), which is a member of the cytochrome
P450 superfamily of enzymes. It is considered to be the rate-limiting
enzyme in the catabolism of cholesterol (Schwarz, Lund, & Russell,
1998).

Numerous studies have reported a significant association between
a genetic variation in the CYP7A1 gene and several diseases, as well as
metabolic disorders of cholesterol and bile acids, such as atheroscle-
rosis (Lambrinoudaki et al., 2008), colorectal cancer (Hagiwara et al.,
2005), hypertension (Fu et al., 2011) and hypercholesterolaemia-hy-
perlipidaemia (Hofman et al., 2004; Pullinger et al., 2002; Wang et al.,
1998).

A link between cholesterol and TB has been established in several
studies (Deniz et al,, 2007; Kim et al., 2010; Pérez-Guzman, Vargas,
Quifonez, Bazavilvazo, & Aguilar, 2005). TB patients have a low serum
level of cholesterol (Pérez-Guzman & Vargas, 2006). On the other
hand, cholesterol plays a potential role in the function of the immune
system. It has been reported previously that cholesterol is required
for the adequate development of the cytotoxic function of human
lymphocytes (Dabrowski, Peel, & Thomson, 1980), as it participates
in cytotoxic lymphocyte differentiation and proliferation (Heiniger
& Marshall, 1982). Therefore, CYP7A1 could be a good candidate
gene in terms of its potential involvement in the development of TB.
In this context, a first work has been published on the association
between the CYP7A1 variant and TB for the first time (Qrafli etal.,
2014). In fact, the study reported a significant association between the
rs3808607 variant of the CYP7A1 gene and the susceptibility to TB
in the Moroccan population (p =.02, OR = 1.93, 95% CI: 1.93 (1.07,
3.49)). This SNP (A/C) is located in the promoter region at the position
-204 and the genetic variation that occurs here may affect the genetic
expression of CYP7A1. The strong argument that this molecule could
have a significant effect on the susceptibility to TB is based on the
fact that the CYP7A1 gene is located in chromosome region 8q12-
gq13. A major susceptibility locus has been identified in this position
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using a genome scan study in Moroccan multiplex tuberculosis fami-
lies (Baghdadi et al., 2006). Another recent work conducted in Chinese
population has linked CYP7A1 polymorphisms and TB. The authors
reported that TB patients carrying an AG genotype of rs1457043
and G-C or G-A haplotypes of rs1457043-rs8192870 in CYP7A1
were at a higher risk to develop anti-tuberculosis drug-induced hep-
atotoxicity (Chen et al., 2016). Finally, it is recommended that further
studies, analysing other genes linked to the CYP7A1 gene, should be
designed in conjunction with immunological evaluations that are more

complementary.

2.8 | Vitamin D Receptor (VDR)

The VDR gene is located on chromosome 12 at q13.1. It contains 11
exons and spans about 75 kb. This gene encodes for an intracellular
hormone receptor that binds the active form of vitamin D and hence
produces many biological effects (Baker et al., 1988).

Vitamin D is an indispensable element in bone health (Deluca,
2014). It has long been recognized for its role in bone mineralization
and the prevention of rickets. Furthermore, as it is essential for calcium
absorption, vitamin D is reported to modulate both innate and adap-
tive immune responses (Baeke, Takiishi, Korf, Gysemans, & Mathieu,
2010; Kroner, Sommer, & Fabri, 2015). The expression of its receptor
in several immune cells such as APC (antigen-presenting cells), B and
T cells highlights its importance for a pathological situation. In fact,
vitamin D deficiency is associated with an increased risk of developing
auto-immune diseases (Adorini, 2005; Ritterhouse et al., 2011), can-
cers (Yao & Ambrosone, 2013) and infectious diseases (Kroner et al.,
2015; Lang, Samaras, Samaras, & Aspinall, 2013). In this regard, there
is increasing epidemiologic evidence linking vitamin D deficiency to
susceptibility to TB (Gibney et al., 2008; Nnoaham & Clarke, 2008;
Sutaria, Liu, & Chen, 2014; Wejse et al., 2007).

Furthermore, the activation of TLRs on the macrophages in-
duces an upregulation of the vitamin D receptor (VDR) and vitamin
D1-hydroxylase gene expression, leading to the promotion of the ex-
pression of LL-37, a cationic antimicrobial peptide human cathelicidin.
It is interesting to note that it has been shown that the exogenous
addition of LL-37 or the endogenous overexpression of cathelicidin
in macrophages reduces the intracellular survival of mycobacteria (Liu
et al, 2006; Sonawane et al., 2011; Sutaria et al., 2014). The active
metabolite of vitamin D-1, 25-dihydroxyvitamin D3, can induce the
synthesis of nitric oxide that is able to suppress the growth of Mth
(Rockett et al., 1998).

It is also important to mention reports that vitamin D3 and retinoic
acid act synergistically to downregulate TACO (tryptophan aspartate-
containing coat protein) gene expression. Phagosomal retention of
TACO restricts their maturation (Ferrari, Langen, Naito, & Pieters,
1999). As a result of decreased TACO expression, macrophages allow
the maturation of mycobacterial phagosome, leading to the degrada-
tion of the pathogen (Anand, Kaul, & Sharma, 2008).

At a genetic level, several teams have evaluated the impact of
the polymorphisms of the VDR gene on the development of TB. The
most important polymorphisms explored by the authors are Fok T/C

(rs10735810), Apa T/G (rs7975232), Taq C/T (rs731236) and Bsm
A/G (rs1544410). Published data regarding the distribution of allele,
genotype and haplotype frequencies for these four polymorphisms
in patients and in healthy controls are inconclusive. In the Moroccan
population, none of these variants may have a direct effect on the
susceptibility or resistance to TB (Arji et al., 2014). By contrast, the
researchers found a significantly higher frequency of the VDR (f, b, a,
T) (Fok | f, Bsm | b, Apa | a, Tag | T) haplotype in controls than they did
in patients, suggesting a protective effect against PTB (pc < .00001).
Similarly, no association has been reported in South and West African
(Babb et al., 2007: Bornman et al., 2004; Lombard, Dalton, Venter,
Williams, & Bornman, 2006), Indian (Singh, Gaughan, & Kashyap, 2011;
Wilkinson et al., 2000), Tanzanian (Seborg et al., 2007), Cambodian
(Delgado et al., 2002), Peruvian (Roth et al., 2004) and Venezuelan
populations (Fernandez-Mestre et al., 2015).

In contrast, others studies described a significant association be-
tween VDR polymorphisms and risk to develop TB in Turkish (Bsml,
p =.0006) (Ates et al., 2011), Gambian (Tagl, p = .01) (Bellamy et al.,
1999), Chinese (Fokl, p <.05) (Chen et al., 2006; Liu etal., 2004),
Indian (Joshi et al., 2014) (Bsml, p < .002), Iranian (Banoei et al., 2010;
Merza et al., 2009; Salimi, Farajian-Mashhadi, Alavi-Naini, Talebian, &
Narooie-Nejad, 2015) and Taiwanese (Tagl, p = .035; Bsml, p =.034)
populations (Lee et al., 2016).

Contradictory data were reported by Olesen et al. (2007). The au-
thors described a negative association between A allele from Apa |
VDR variant (rs7975232) and risk to develop TB in West Africans from
Guinea-Bissau (p = .012; Olesen et al., 2007).

Meta-analysis studies are also disagree and, in some cases, are
completely at variance in terms of the evaluation of the risk of the as-
sociation between each VDR variant and TB (Areeshi, Mandal, Akhter,
Panda, & Haque, 2014; Lee & Song, 2015; Lewis, Baker, & Davey
Smith, 2005). Additional functional studies are recommended to eval-
uate the contribution of the VDR gene in the immunopathogenesis of
TB development.

2.9 | Interleukin 12p40 (IL12p40/IL12Rp1)

Numerous cytokines are released to generate sufficient protec-
tion against TB progression, such as interferon-y (IFN-y) (Goldsack
& Kirman, 2007), IL-17 (Khader et al., 2007) and IL-12 (Cooper et al.,
1995; Verreck et al., 2002), which is considered to be a key immu-
noregulatory cytokine for T-lymphocyte and NK cell responses. This
cytokine is mainly produced by antigen-presenting cells. Interleukin 12,
designated also as IL-12p70, consists of two covalently linked subunits:
IL-12p35 (35 kDa) and IL-12p40 (40 kDa), each of which is encoded by
a different gene. The signalling pathway involving IL-12 is mediated via
binding to a receptor complex, expressed in a target cell, which is also
composed of two subunits: IL-12R p1 and IL-12R p2 (Batten & Ghilardi,
2007; Trinchieri, Pflanz, & Kastelein, 2003). Among the important bio-
logical activities of IL-12 are the induction of IFN-y production (Murphy
et al., 1994) and the activation of CD4" T cells to differentiate into Type
1 T-helper (Th1) cells (Hsieh et al., 1993; Manetti et al., 1993), which
are important for the clearance of intracellular pathogens such as Mtb.
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TABLE 2 Candidate genes associated with a risk or resistance to TB in Moroccan population
Association with TB
Genes/Polymorphism Positive Negative p-value OR References
TLR2/+597CT X .016 0.65 (0.45-0.94) Arji et al. (2014)
TLR4/+7263C .021 1.63 (1.06-2.57)
MIF/-173CC 02 1.53(1.05-2.24) Sadki et al. (2010)
MCP-1/-2518GG .016 0.35 (0.13-0.86) Arji et al. (2012)
PTPN22/1885T .01 0.14 (0.01-0.93) Lamsyah et al. (2009)
CYP7A1-204AA X .02 1.93(1.07-3.49 Qrafli et al. (2014)
VDR (f-b-a-T) haplotype X <.00001 0.18 (0.09-0.35) Arji et al. (2014)
IL-12Rp1 Remus et al. (2004)
-111A/T X .019 2.03(1.04-4.04)
=2C/T .013 2.69 (1.19-6.09)
STAT4 rs897200 GG X 019 1.35(1.05-1.74) Sabri et al. (2014)

It is interesting that the exogenous application of IL-12 in mice
results in a significantly increased incidence of survival and in a lower
bacterial load (Cooper et al., 1995; Flynn et al., 1995).

As a result of the observation of the strong relationship between
a genetic abnormality that affects the IL-12/1FNy axis and the suscep-
tibility to TB, several authors have become interested in identifying
all possible variants, particularly those concerning IL-12p40, IL-12Rp1
and IFN-yR1 genes (Azad, Sadee, & Schlesinger, 2012; Filipe-Santos
et al., 2006; Vannberg, Chapman, & Hill, 2011).

In Moroccan TB patients, three genetic studies were performed
concerning the IL-12 cytokine and its receptors, and some of variants
explored seemed to be associated with susceptibility to TB (Table 2).
The first one reported by Remus et al. used a family statistical model
concerning two promoters, polymorphisms IL-12Rp1(-111A/T) and
IL-12Rp1(-2C/T), which were in strong linkage disequilibrium (Remus
etal., 2004). The second finding comes from a genetic study that
was conducted with 50 children who had severe tuberculosis, which
originated in Morocco, Iran and Turkey. The authors identified ho-
mozygous mutations in IL12Rp1 in two patients (from Morocco and
Turkey) and reported that IL-12RB1 deficiency is not an extremely rare
cause of paediatric tuberculosis in these countries; furthermore, rare
Mendelian mutations may contribute to the increased incidence in en-
demic regions (Boisson-Dupuis et al., 2011). By contrast, a third work
revealed that the IL-12B (p40) +1188 A/C polymorphism may have no
impact on the development of TB (Arji et al., 2012). These results are
in agreement with some studies and in contradiction to those con-
ducted in other populations, such as African American, Indian, South
African and European populations (Liu et al., 2014; Ma et al., 2003;
Mdller, Nebel, van Helden, Schreiber, & Hoal, 2010; Morris et al.,
2011; Selvaraj et al., 2008). The involvement of the 1112/IFN-y axis
in the susceptibility to TB in the Moroccan population is also sup-
ported by a recent finding, which revealed that six SNPs (rs1400654,
rs3024861, rs6752770, rs1031509, rs7572482 and rs897200) were
found to be more common in TB patients than they were in healthy
controls (p < .05; Sabri et al., 2014). All these SNPs were grouped into
three clusters; based on a statistical analysis model, rs897200 SNP

(GG genotype) is most significantly associated with the development
of TB (Table 2).

Based on the accumulated information related to the function of
the genes cited above, we propose a scenario concerning the func-
tional implications for the Moroccan population (Figure 2).

In the light of all the immunogenetic investigations into the Moroccan
population, it seems that most of these genes are clustered in the innate
immunity pathway, which could suggest that the failure of resistance to
Mtb dissemination is more in the early stages of infection. It is true that
the contribution of adaptive immunity response, through its specific me-
diators of immunity such as T-lymphocyte subpopulations, particularly
Th1 and Treg, plays a crucial role in controlling Mtb infection. In addi-
tion, it is well known that the differential polarization of T lymphocytes
is mediated by dendritic cells and may also be effective depending on
their genetic backgrounds (Banchereau & Steinman, 1998; Walsh &
Mills, 2013). It would appear that the global odds ratio of each variant
determines resistance or susceptibility to TB. During the first stages of
infection, all the candidate genes mentioned above could act together
or some could act together to determine the outcome of the disease.
For instance, in the Moroccan population, DC-SING could increase the
uptake of Mtb by phagocytic cells, but the history of the pathological
process may require the contribution of others genes that increase the
risk of TB susceptibility and, following the time of their participation in
both innate and adaptive immunity, may include genes such as NRAMP1,
MIF, VDR, STAT4, PTPN22, CYP7A1 genes and others not yet identified
(Figure 2). With regard to the NRAMP1 gene, no association was found
between the variants tested in our population and TB, which seems to
be in contrast to the main finding in this context. Thus, we suggest that
this gene is likely to play a role if certain, as yet unidentified environmen-

tal factors are present to enhance the progression of active TB.

3 | CONCLUSION

Genetic predisposition of the Moroccan population to TB involves

a variety of genetic host factors. Each contributes to the increased
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risk of contracting the disease in a specific manner. Further investi-
gations into the genotype and gene-gene interaction mechanisms
are mandatory to evaluate the level and frequency of susceptibil-
ity to TB. Moreover, it will be necessary to consider the poten-
tial interactions between genes and the environment because the
intensity of the exposure to TB, gender, poor economic condi-
tions, malnutrition, stress and co-infection diseases are known to
contribute to increase the risk of contracting TB. The conflicting
results reported in the literature highlighted the strong influence
of ethnicity and suggest the influence of a previous history of TB
exposure on the host’s genetic background. In most of the docu-
mented studies, the variations in the design (sample size, inclusion
criteria, environment factors and so on) and the methodology used
could affect the statistical analyses significantly. Finally, careful
consideration should be given to the likely effect of interplay be-
tween the host’s genetic background and Mtb strains in the deter-

mination of TB outcomes.
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Résumé

La tuberculose est une maladie multifactorielle causée par des interactions complexes entre le bacille, des facteurs
spécifiques a I'hote, tels que le patrimoine génétique, et des facteurs environnementaux, tels que les carences en
micronutriments. Comprendre ces interactions est essentiel pour développer de nouvelles stratégies de traitement.

Ces travaux de thése ont d’abord rapporté que le génotype AA de rs3808607 et le génotype CT de rs1050504 sont
associés de maniére significative a un risque accru de tuberculose pulmonaire (OR 1,94, IC 95% 1,03-3,65; p =
0,02 ; OR 1,95, IC 95% 1,16-3,27; p = 0,01 respectivement). Alors que le génotype TT de rs1050504 était associé
a une protection contre la tuberculose pulmonaire (OR 0,23, IC 95% 0,08-0,63; p = 0,002).

En outre, l'analyse des haplotypes de ces deux polymorphismes a montré que lorsque les génotypes AA rs3808607
et CT rs1050504 étaient co-hérités, la vulnérabilité a la tuberculose était trés importante (OR 13,5, IC 95% 1,72—
105,9; p = 0,0006). Nos résultats suggerent que les variations génétiques dans les génes NSMAF et CYP7AI
pourraient moduler le risque de développer la tuberculose pulmonaire dans la population marocaine.

D'autre part, nous avons aussi montré que les patients tuberculeux présentent de faibles concentrations de rétinol
plasmatique par rapport aux témoins sains. Nos données ont également révélé une discrimination sexuelle dans la
carence en vitamine A. Les concentrations du rétinol étaient plus basses chez les hommes tuberculeux par rapport a
leurs homologues sains.

Mots-clés: tuberculose, Marocaine, CYP7A41, NSMAF, vitamine A.
Abstract

Tuberculosis is a multifactorial disease resulting from complex interactions between bacillus, host-specific factors
like genetic background, and environmental factors such as micronutrients deficiency. Understanding these
interactions is necessary to develop new therapeutic strategies.

Through this scientific work, we first showed that the AA genotype of rs3808607 and CT genotype of rs1050504
were significantly associated with an increased risk for developing pulmonary TB (OR 1,94, IC 95% 1,03-3,65; p
=0,02; OR 1,95, IC 95% 1,16-3,27; p = 0,01 respectively). While, the TT genotype of rs1050504 was associated
with protection against pulmonary TB (OR 0,23, IC 95% 0,08-0,63; p = 0,002).

In addition, haplotype analysis of these two polymorphisms showed that when the AA rs3808607 genotype and CT
rs1050504 genotype are coinherited, susceptibility to develop TB becomes very important (OR 13,5, IC 95% 1,72—
105,9; p = 0,0006). Our findings suggest that genetic variations in the NSMAF and CYP7A41 genes could modulate
the risk of pulmonary TB development in the Moroccan population. On the other hand, we have shown that
tuberculosis patients have lower levels of retinol in plasma compared to healthy controls. Our data also revealed
sexual discrimination in vitamin A deficiency, where retinol concentrations were lower in men with tuberculosis
compared to healthy ones.

Key words: tuberculosis, Moroccan, CYP741, NSMAF, vitamin A.
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