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Résumé

Nous avons étudié, dans ce travail, 1’éventuelle association entre I’homocystéinémie et les
différents génotypes des polymorphismes C677T et A1298C du géne de la méthyléne tetrahydrofolate
réductase (MTHFR), leurs fréquences, leurs corrélations avec certains parameétres cliniques, biochimiques
ainsi que certains facteurs de risques, et cela chez une population de la région Aures, au Nord-est de
I’Algérie. Notre étude a porté sur 94 sujets volontaires sains et 14 patients en phase chronique de
l'infarctus du myocarde (IDM). Notre travail, est le premier dans la région des Aures qui a analysé
I'influence de ces deux polymorphismes chez les sujets jeunes coronariens dans cette la population.

Nos résultats montrent que les fréquences alléliques et génotypiques dans la population saine sont
de (11,70% TT et 32,45% T) pour le polymorphisme C677T, et de (7,44% CC et 21,81% C) pour le
polymorphisme A1298C. La fréquence de coexistence C677T/A1298C est de 11,70% pour le double
hétérozygote CT/AC. Alors que, les génotypes TT/AC, CT/CC et le double mutant homozygote TT/CC
n'ont pas été retrouves. Cependant, dans la population pathologique, les fréquences sont de 35,71%,
57,14% et 7,14% pour les génotypes CC, CT et TT du polymorphisme C677T, respectivement. Concernant
le polymorphisme A1298C, les fréquences sont de 78,75% AA et 21,42% AC, alors que le mutant
homozygote CC n’a pas été retrouve.

Notre étude montre également une association trés significative de I’hyperhomocystéinémie (Hhcy)
et le polymorphisme C677T du gene MTHFR dans la population saine, liée majoritairement au sexe
masculin. La distribution de I’homocystéine total (tHcy) et de folate selon les différents génotypes du
polymorphisme C677T, était non significative, une hyperhomocystéinémie modérée a été enregistrée pour
le génotype (CT) et intermédiaire pour le génotype muté (TT), avec un faible taux de folate, témoignant
I’effet délétére du variant muté (T), et soutenant I'hypothése de l'interaction de géne -nutriment entre
MTHFR et le statut folate. En outre, les corrélations entre I’tHcy, folate, vitamine By, et 1’age en fonction
des génotypes du polymorphisme C677T ont montré que les taux de tHcy étaient au total, inversement
proportionnels a la concentration du folate, a la By, et a ’age. En revanche, nos résultats n’ont montré
aucune corrélation significative des paramétres étudiés et les génotypes du polymorphisme A1298C. Cette
observation est due au faible effet de ce polymorphisme sur l'activité de I’enzyme MTHFR.

Dans la population pathologique, nos résultats ne montrent pas d’association significative de
I’Hhcy et les différents génotypes du polymorphisme C677T. Cependant une diminution du taux de folate
et de la By, a été enregistrée avec I’Hhcy modérée pour le génotype TT, mais qui reste non significative.
Cela pourrait témoigner de 1’effet délétere du génotype muté sur les concentrations de tHcy, By et Bg chez
les patients. Similairement, la distribution de ”’homocystéinemie en fonction du polymorphisme A1298C,
montre une association non significative de I’ Hhcy modérée avec les génotypes AC et AA. Ainsi, aucune
différence significative n’a été observée pour la distribution de Bg et By,.

En conclusion, notre étude soutient I'hypothése que le polymorphisme C677T et A1298C MTHFR
peuvent étre un facteur de risque important pour I’IDM, en présence d’une Hhcy modérée. Nous suggérons
ainsi une stratégie d’exploration biologique de I’Hhcy pour permettre 1’évaluation d’une Hhcy modérée ou
intermédiaire le plus rapidement possible, afin d’informer le grand public dans notre région (Aures) et pays,
sur les risque de I’évolution de cette maladie. Ainsi que I’investigation génétique des divers marqueurs de
1I’IDM pour traiter et prédire les risques de cette maladie.

Mots clés : Athérosclérose coronarienne, Infarctus du myocarde, polymorphismes génétiques, MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, Hyperhomocystéinémie, RT-PCR, Aures, Algérie.
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent aujourd’hui un véritable probléme de
santé publique, elles demeurent la premiere cause de mortalité dans la plupart des pays
industrialisés, et apparaissent en nette progression dans les pays en voie de développement.
Selon ’organisation mondiale de la santé, on recense 17,5 millions de déces liés aux maladies
cardio-vasculaire, soit 30% de la mortalité mondiale totale. Selon les estimations, 7,5 millions de
ces déces sont dus aux cardiopathies coronariennes (OMS, 2015). En 2014, ’OMS a placé les
MCV comme premiére cause de décés en Algérie avec un taux de 41% de I’ensemble des déces.
Ces maladies tuent deux fois plus que le cancer et le diabete, dont les taux de mortalité sont de 10 et
8%, respectivement. Ainsi, en Algérie, l'infarctus du myocarde ou syndrome coronarien aigu
(SCA), touche de nombreux hommes et femmes, et méme les jeunes sujets ne sont pas épargnés
de cette pathologie (le 20°™ Congrés International de la société Algérienne de cardiologie,
2016).

L’athérosclérose fait partie des principales maladies cardiaques. Retrouvée pourtant des
I’Egypte ancienne, elle apparait comme une maladie dégénérative de I’homme (Bonnet, 2001).
C’est une maladie multifactorielle caractérisée par le durcissement de la paroi artérielle, et dont la
genese fait intervenir des déterminants génétiques et environnementaux (Demuth et al., 2000).
Outre la suspicion d’une influence de la génétique, les chercheurs ont montré 1’effet de divers
facteurs de risque prépondérants dans I’apparition de la maladie anciennement connus tels que
I’age, le sexe, le tabagisme, I’hypertension artérielle, I’hypercholestérolémie, le diabéte, la
sédentarité, 1’obésité et consommation excessive d'alcool. D’autres sont plus récentes et leur
évaluation est en cours (CRPus, Homocystéine, Interleukines...). Cependant, les modifications
nutritionnelles et le tabac restent les causes essentielles de 1’augmentation de la fréquence de
cette maladie (Baudin et al., 2009).

L homocystéine est I’un des marqueurs biochimiques des MCV, de nombreuses études
ont déja démontré une relation entre 1’homocystéine et les MCV (Vesin et al., 2007).
L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré qui intervient dans le métabolisme de la
méthionine (Roblin et al., 2007). Elle est synthétisée par toutes les cellules de 1’organisme et
peut étre catabolisée selon deux voies métaboliques; la voie de la transulfuration et la voie de la
reméthylation (Mudd et al., 1995). La deuxieme voie a pour cofacteur la vitamine B, et utilise
comme donneur de méthyle soit un dérivé de I'acide folique, le N5-méthyltétrahydrofolate, soit la
bétaine (Guilland et al., 2002).
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La 5,10-méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est I'une des principales enzymes
régulatrices du métabolisme de I’Hcy (Frosst et al., 1995; Klerk et al., 2002), cette enzyme
catalyse la réduction irréversible du 5,10-méthylénetétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate
qui agit comme donneur de méthyle pour la synthése de méthionine a partir de I'nomocystéine
(reméthylation) (Goyette et al., 1998). Toute perturbation métabolique de I'une de ces deux voies
entraine une hyperhomocystéinémie (Hhcy) qui pourrait étre un facteur de risque quantitatif et
indépendant pour la survenue d’infarctus du myocarde et d’accident vasculaire cérébral

(Malinow et al., 1999).

L’Hhcy est fréquente, et peut avoir pour origine des troubles d’ordre génétique, nutritionnel
ou thérapeutiques. Une Hhcy modérée est observée a jeun soit du fait de la mutation du géene
codant pour la MTHFR soit a cause d'une altération du statut vitaminique Bg ou By, (Guilland et
al., 2002). Deux mutations dans le géne de MTHFR peuvent contribuer @ 1’Hhcy modérée, celle
en position 677, échangeant un C a un T (substitution 677TT) (Frosst et al., 1995) et celle en
position A1298C, échangeant un A a un C (substitution 1298CC) (Hernandez-Diaz et al., 2000).
Au cours de ces derniéres années, I’attention a été focalisée sur I’étude des polymorphismes du
géne MTHFR, un intérét considérable s'est développé sur I’association des deux variantes
majeures de ce géne (C677T et A1298T) a un risque accru de maladies cardiovasculaires,
notamment ’infarctus du myocarde (IDM) et en particulier chez les individus homozygotes et

hétérozygotes.

De ce fait, plusieurs études ont été menées dans différents régions du monde, notamment en
Europe (Guéant-Rodriguez et al., 2005). Cependant, les études menées dans les populations du
grand Maghreb (Bennouar et al., 2007; Belkahla et al., 2008) et en particulier en Algérie
restent rares (Houcher et al., 2012). Les résultats rapportés concernant ces recherches sont tout

autant controversés.

A T’heure actuelle, aucune étude n'est réalisée sur les jeunes coronariens ayant subi un
Infarctus du Myocarde au Nord - Est de I’ Algérie, dans la région des Aurés, pour déterminer la
fréquence génotypique et allélique de ces deux polymorphismes et leur effet sur le profile
biochimiques. L’objectif principal de notre travail est de mettre en évidence une éventuelle
association entre les concentrations plasmatique de I’homocystéine et les différents génotypes des
polymorphismes C677T et A1298C du gene MTHFR, et de déterminer leurs fréquences tout en
se basant sur des données cliniques, biochimiques (le folate et la vitamine B, notamment) ainsi

que certains facteurs de risques. Cette premiére étude, a concerné deux populations; des



volontaires sains et des sujets malades avec une athérosclérose coronarienne. Tous les
participants dans cette étude étaient parmi les habitants de la région des Aurés (Nord-Est de
I’ Algérie).

Dans la premiere partie de ce travail, nous ferons une revue de la littérature sur la
physiopathologie de I’athérosclérose coronarienne, les lipides et métabolisme des lipoprotéines,
I’homocystéine et son métabolisme ainsi que les deux mutations du géene MTHFR (C677T et
A1298C). Dans la seconde partie, nous décrirons les méthodes de I’étude avec les travaux
réalisés. Enfin, la troisiéme partie sera consacrée a une discussion des résultats obtenus tout au

long de ce travail, et nous terminons avec une conclusion générale et des perspectives.
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I. Physiopathologie de I’athérosclérose

I.1. L’infarctus du Myocarde

L’Infarctus du Myocarde ou ‘IDM’ est une nécrose systématisée du muscle cardiaque
d’origine ischémique. Il se manifeste quand une plaque d’athérome se rompt et un thrombus

obstrue totalement ou partiellement l'artére coronaire athéromateuse et limitant alors, 1’acces
(Liakos et Parikh, 2018; Aydin et Aydin, 2016).

Aprés le début de la thrombose, les cardiomyocytes meurent rapidement en raison de
plusieurs facteurs: phénoméne d’hypoxie et épuisement des ressources énergétique en
I'absence de réserve aérobie (déséquilibre entre 1’apport et la demande), réoxygénation,
acidose, stress oxydatif et stimulation des cytokines (Olivier, 2011).

Tous les processus se déroulent en quelques minutes, mais se développent progressivement
car l'environnement acide ralentit toutes les voies. En raison du manque de voies
métaboliques anaérobies, le myocarde est tres sensible a I'ischémie, qui provoque donc une
diminution rapide de I'ATP intramyocardique (Olivier, 2011); la glycolyse anaérobie
prédominante dans le myocarde ischémique, entrainant une diminution rapide du pH
intracellulaire et la désactivation de la sensibilité de la troponine C a la phosphofructokinase
et & la Ca™. En quelques minutes, cette diminution entraine un arrét contractile et un
gonflement cellulaire (Sanada et al., 2011). Apres les 30 a 45 premiéres secondes, un
dysfonctionnement systolique et diastolique apparait, suivi de I'apparition de modifications
électrocardiographiques. Le diagnostique clinique et les marqueurs biochimiques de la
nécrose myocardique comportent selon les criteres de 'OMS deux des trois caractéristiques
suivantes: douleur thoracique évocatrice, modifications électrocardiographiques et élévations
enzymatiques (myoglobine, créatine kinase MB, troponines T et I, ...etc) (Laperche et al.,
1995).

Les infarctus du myocarde font partie, avec 1’angor instable, des syndromes coronaires aigus ;
ceux-ci répondent a un mécanisme physiopathologique largement commun (Libby, 1995).

1.2. Données épidémiologiques

L’infarctus du myocarde constitue un probléme majeur de santé publique par sa fréquence, sa
létalité et ses répercussions socio-économiques. En pratique, 1’épidémiologie de I’'IDM se
caractérise par une grande disparité dans le temps et du point de vue géographique et cela est
grace a la prises en charge thérapeutiques.

Selon des données OMS (organisation mondiale de la santé), sur 50 millions de décés annuels
dans le monde, les cardiopathies ischémiques sont la premiére cause dont 7.2 millions sont
d’origine coronaire (Perlemuter et al., 2005).

La prise de conscience de l'accroissement, parallele au niveau de vie, de I’incidence de I’'IDM
et de sa mortalité a motivé la mise en oeuvre d'études telles que le projet Monitoring of trends




and determinants of cardiovascular disease (MONICA) initié par I’OMS qui a ainsi mis en
évidence un gradient nord-sud dans la mortalité coronaire en Europe (Cambou, 1991).

En 2014, I’OMS a placé les maladies cardiovasculaires (MCV) comme la premiére cause de
déces en Algérie avec un pourcentage de 41% de 1’ensemble des déces (pres de 20 000 a 25
000 Algériens décedent chaque année).

1.3. Facteur de risque de I’IDM

L’athérosclérose est a 1’origine de la plupart des maladies cardiovasculaires. Maladie
progressive multifactorielle (Laraqui et al., 2002).

L’intervention des facteurs susceptibles d’étre impliquer dans le déroulement d’un tel
processus peut se placer a différents niveaux (facteurs d’initiation, d’accélération, d’évolution
des lésions pariétales, facteurs de déclenchement des complications, d’aggravation ...)
(Ducimetiere, 1989).

o L’hypercholestérolémie est 1’un des principaux facteurs de risque de la maladie,
directement liée au taux plasmatique de cholestérol-LDL et inversement liée au taux
de cholestérol-HDL (Assmann et al., 1999; Braunwald, 1997). Ainsi, le
métabolisme du cholestérol est un élément clé du développement des maladies
cardiovasculaires (Russell, 1992).

o Age et Sexe: Avec 1’age, le changement graduel de I’environnement redox vers un état
pro-oxydant contribue a une redistribution progressive des facteurs endothéliaux
menant & la dysfonction endothéliale (Thorin-Trescases et al., 2010). La fréquence
de I’athérosclérose est plus élevee chez I’homme que chez la femme, jusqu'a I’age de
la ménopause ou cette différence disparait (Brooker, 2000).

o Stress oxydant: Tous les facteurs de risque cardiovasculaires sont associés a une
augmentation du stress oxydant. Par exemple, les ROS (Reactive oxygen species)
participent a la modification fonctionnelle de plusieurs protéines, a 1’oxydation des
LDL (light densitylipoproteins), & des changements de perméabilité membranaire, a
des dommages moléculaires (ADN, lipides, protéines), a la dysfonction endothéliale,
toutes conditions qui prédisposent a I’athérogenése (Thorin-Trescases et al., 2010).

o L’homocystéine a un réle important dans le développement de I’athérosclérose
(Ambrosi, 2007). Les études expérimentales de Blacher et al.,(2005), ont permis de
mettre en évidence que I’hyperhomocystéinémie induisait une prolifération de cellules
musculaires lisses, une dysfonction endothéliale, une synthese de collagéne avec
destruction du composant élastique du mur artériel, une peroxydation lipidique, une
inflammation vasculaire et enfin une élévation de I’activité procoagulante (Vesin et
al., 2007).

D’autres auteurs; Stevens et Lowe, (1997) classent les facteurs de risques prédisposant a des
lésions séveres d’athérosclérose en facteurs constitutionnels, en facteurs ayant une incidence
majeure sur la formation d'athérome ou facteurs de risque majeurs; Hyperlipidémie,
hypertension, tabagisme, diabete, et en facteurs ayant une moindre importance ou facteurs de
risque mineurs; Manque d’exercice physique, obésité, Mode de vie ‘’stressant’’.




1.4. Etiologie

L’athérosclérose est la cause la plus fréquente d’IDM (90%) (Akoudad et Benamer, 2004).
La physiopathologie de I’IDM dépend principalement de la description de 1’athérosclérose et
fait intervenir les différents stades évolutifs successifs.

1.5. L’ Athérosclérose

A un certain moment, l'athérosclérose était considérée comme une maladie dégénérative
qui était une conséquence inévitable du vieillissement. La recherche au cours des deux
derniéres décennies a montré qu’elle n'est pas une maladie dégénérative ni inévitable
(Berliner et al., 1995). Au contraire, I'athérosclérose semble étre une condition inflammatoire
chronique qui est convertie en un événement clinique aigu par I'induction de la rupture de la
plaque, qui & son tour conduit a une thrombose (Fuster et al., 1992). L’athérosclérose est une
maladie artérielle silencieuse (Lusis, 2000 ; Tedgui et Mallat, 2001), immuno-inflammatoire
(Caligiuri, 2004) chronique des gros vaisseaux localisée dans 1’espace sous-intimal
(Hansson, 2005), caractérisée par une plaque faite de dép6ts lipidiques et dans laquelle
s’accumulent différents types cellulaires et des éléments de fibrose (Ait-Oufella et al., 2007).

Les lésions initiales consistent en stries lipidiques visibles macroscopiquement ; ce type de
Iésion évolue progressivement en plaque puis en athérome (Hennen, 2001). C’est la cause
majeure des maladies cardiovasculaires et de leurs complications cliniques (accident
cérébrovasculaire, infarctus du myocarde) (Masson et Yvan-Charvet., 2008).

Dans les pays industrialisés, I’athérosclérose, responsable d’environ 50% des déces, est la
premiere cause de mortalité (Morozova et al., 2004). Pour faire comprendre la lésion
athéromateuse, il faut d'abord rappeler la structure des artéres :

Le sang est transporté dans l'organisme par un réseau de vaisseaux sanguins. Les arteres
envoient le sang hors du coeur et les veines 'y raménent.

La paroi des artéres et des veines sont construites suivant le méme principe (Bommas et al.,
2008). La structure de base comporte trois tuniques de l'intérieur a 1’extérieure, l'intima, la
média, lI'adventice (Figure.01) (Calas et al., 2016) :

La structure et I'épaisseur de la paroi vasculaire difféerent d'un segment a l'autre et s'adaptent
aux conditions locales, aux exigences fonctionnelles, a la pression sanguine, etc. (Coujard
et Poirier, 1980).
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Figure.01. Vue schématique des couches de la paroi artérielle (LUllmann-Rauch,2008).

o L'endothélium, épithélium pavimenteux simple reposant sur une lame basale, est le
caractére essentiel et permanent de I'intima. 1l tapisse la surface interne du mur de tout
le systeme circulatoire et s'interpose comme une membrane mince entre le sang et les
tissus ( Coujard et Poirier, 1980). Il contréle le passage des composants du plasma et
empéche tout contact entre les cellules sanguines et la matrice extracellulaire
(Lallmann-Rauch, 2008).

o Réactivité de I'endothélium

L'endothélium intervient dans I'histophysiologie vasculaire par sa position, sa structure et ses
proprietés :

a) Protection des tissus sous-jacents en tant qu'épithélium de revétement;

b) Intervention dans les échanges métaboliques et gazeux entre le sang et les tissus;

c) Participation au renouvellement des structures ambiantes sclérotiques et glycoprotéiques;
d) Role anticoagulant et fibrinolytique;

e) Sensibilité aux stimuli humoraux (Coujard et Poirier, 1980).

Les modifications de l'intégrité morphologique et fonctionnelle de I'endothélium sont en
corrélation avec le développement de I'athérosclérose et de la thrombose (Coujard
et Poirier, 1980).

1.5.1. Physiopathologie

L’athérosclérose est caractérisée par une inflammation qui est initiée par la rétention des
lipoprotéines LDL dans la paroi artérielle (Aikawa et Libby, 2004). Une fois infiltrées dans
la paroi artérielle, les LDL natives sont piégées par les protéoglycanes et subissent des
modifications regroupées sous le terme générique d’oxydation, qui alterent ces molécules du
soi et qui génerent les LDL oxydées ou LDLox (Varthaman et al., 2008).

L’oxydation des LDL, se déroule in situ, dans 1’espace intimal, et fait intervenir différents
mécanismes enzymatiques et non enzymatiques (Bauters et al., 2001).

Les LDL peuvent étre oxydées par des radicaux oxydants, «OH, HO2/Os, générés par voie
chimique (impliquant des oxydants et des ions de métaux de transition) ou par voie




enzymatique, cette initiation de la peroxydation touche en premier les molécules les plus
facilement oxydables(les antioxydants puis les acides gras polyinsaturées AGPI) qui forment
des radicaux peroxyles LOO- et d'autres dérivés oxygénés (radical alkoxyle, endoperoxyde,
époxyde, cétone...) qui peuvent provoquer une propagation (réaction en chaine) de la
peroxydation lipidiques (Esterbauer et al., 1990 ; Stocker , 1994) (Figure 2).

La terminaison de la réaction d’oxydation survient, soit par épuisement du substrat, soit par
formation de dérivés stables (alcanes, alcools, cétones, acides carboxyliques, aldéhydes et de
dérivés de polymérisation). L’oxydation des lipides peut aussi résulter de 1’action
d’oxygénases (lipoxygénases, cyclooxygénases, cholestérol hydroxylases) (Figure 02)
(Esterbauer et al., 1990 ; Stocker , 1994).
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Figure.02. Principales étapes de la peroxydation des lipides (Favier, 1997).

L’oxydation des LDL modifie considérablement leur composition et leurs fonctions. Ainst, les
LDL natives perdent leur affinité pour leur récepteur ApoB/E et sont captés par les récepteurs
spécifiques des LDLox, qui sont les récepteurs « éboueur » dit Scavenger situés a la surface
des macrophages (Brown et Goldstein, 1983).

L’interaction cellule endothéliale-LDLox augmente la production des chimiokines attirant les
monocytes et les macrophages, tels que MCP-1 et M-CSF (Quinn et al., 1987; Leonard et
Yoshimura, 1990) par I’endothélium dysfonctionnel (Greer et al., 2006).

Les macrophages sous-endothéliaux captent des quantités importantes de cholestérol en
incorporant les Ox-LDL par Dintermédiaire de récepteurs dits éboueurs (Sscavenger)
(SRALSRALIL CDy6, CD68). 1l n’existe pas de mécanisme de régulation capable de limiter la
capture des Ox-LDL par les macrophages, de ce fait les macrophages se surchargent de
cholestérol et se transforment en cellules spumeuses, dans lesquelles il est possible d’observer
des dépots de cholestérol (Emmerich, 1998).




L’accumulation de cellules spumeuses s’accompagne de phénoménes chimiotactiques
attirant les lymphocytes T et des monocytes. Des cellules fibroblastiques se transforment
localement en cellules a caractére contractile au travers de la capture des LDL et d’ester de
cholestérol pour se transformer également en cellules spumeuses additionnelles donnant
naissance au coeur lipidique ou centre athéromateux (Hennen,2001).

Les macrophages produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (TNF-alpha, IL-1
etc.) qui augmentent I’activation endothéliale, favorisent 1’adhésion de nouveaux monocytes
ainsi que leur passage entre les jonctions endothéliales (Amarenco et al., 2001), et la PDGF
(Platelet-derived growth factor) qui stimule la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses (CML) (Jawien et al., 1992).

L’activation des CML induit leur changement phénotypique, qui est associé a une altération
des mécanismes contrélant le cycle cellulaire. Alors que les cellules de la paroi artérielle
normale sont en phase GO du cycle cellulaire (état quiescent, différentié et contractile), leur
activation induit leur progression a travers la phase G1 et I’entrée en phase S, phase de
duplication des chromosomes (état dédifférencié, synthétique et prolifératif, ressemblant a un
phénotype de cellules embryonnaires) (Hao et al.,, 2003). La transition G1 a S est
principalement contrdlée par la phosphorylation de pRB (produit du gene du rétinoblastome)
par les kinases dépendantes des cyclines (CDK) (Gizard et Staels, 2006). Ces CDK sont
activees par leur liaison avec des cyclines et inhibées par des inhibiteurs des CDK (CDKI),
qui sont exprimés transitoirement et spécifiquement au cours du cycle cellulaire
(MacLachlan et al.,, 1995). Ainsi, 1’augmentation de la phosphorylation de pRB est
considérée comme le point de départ de la formation de I’hyperplasie intimale (Dzau et al.,
2002).

La migration intimale des CML est accompagnée par I’activation des génes responsables de
la production des protéines matricielles comme les collagenes et les protéoglycanes
(Shanahan et Weissberg, 1998; Owens, 1995), formant par la suite la chape fibreuse qui
isole le centre lipidique de la lumiere artérielle (Greer et al., 2006). Donc, les CML assurent
la résistance et la stabilité mécanique de la plaque athéroscléreuse (Libby, 1995).

Les manifestations cliniques de 1’athérosclérose sont essentiellement dues a I’instabilité de
la plague athéroscléreuse (Constans et al., 2012) (Figure 3)
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Figure.03. Athérosclérose et ses conséquences cliniques (Arnal et al., 2003).

L’évolution de la plaque d’athérosclérose se déroule sur de nombreuses années (Amarenco
et al., 2001), elle commence dés la vie feetale (Napoli et al., 1997 RS ERIo)
clinique sous forme de manifestations ischémiques (Amarenco et al., 2001).

La rupture de la plaque est I’évenement le mieux caractérisé, susceptible de conduire aux
accidents thrombotiques aigus (Amarenco et al., 2001). Plusieurs facteurs aboutissent a la
rupture de la plaque, tels que les facteurs extrinseques (poussée hypertensive ou un effort
important par exemple) et les facteurs intrinséques qui dépendent de la structure de la plaque
et représentent sa vulnérabilité, il s’agit de I’'INFy et les métalloprotéinases (MMPs)
(Amarenco et al., 2001) sécrétées par de nombreuses cellules de la plaque mais
essentiellement par les macrophages situés en périphérie du centre lipidique. Ces MMPs et
INFy fragilisent la plaque en dégradant la matrice extra cellulaire.

Autres facteurs sont également souvent incriminés dans la déstabilisation des plaques
d’athérosclérose : I’apoptose des cellules de la plaque, la rupture de néovaisseaux a I’intérieur
méme de la plaque et I’infection (Amarenco et al., 2001) (par Chlamydia pneumoniae et
CMV .. etc, favorisent la réaction inflammatoire et la croissance de la plaque d’athérome).

Certaines hypotheses physiopathologiques disent que I’apoptose des cellules endothéliales
pourrait étre un facteur de déstabilisation en favorisant 1’érosion et/ou la libération de
microparticules pro-coagulantes. L’apoptose des CML de la chape fibreuse pourrait aussi
considéré comme facteur de déstabilisation par fragilisation de la chape fibreuse (Amarenco
et al., 2001).

L’apoptose des macrophages de la plaque est interprétable de différentes manieres ;
diminution de la production des MMPs, a I’inverse, 1’apoptose des macrophages entraine une
libération dans 1’espace extracellulaire de substances pro-coagulantes telles que le facteur
tissulaire, et donc d’augmenter la vulnérabilité de la plaque (Amarenco et al., 2001).




La rupture ou I’érosion de la plaque met en contact direct le centre lipidique; plus
spécifiqguement le facteur tissulaire avec le sang, ce qui déclenche la cascade de coagulation et
donc la formation d’une thrombose.

Le thrombus peut étre occlusif et provoquer un infarctus aigu ou s organiser
progressivement en une lésion fibrotique réduisant considérablement la section de 1’artére ;
par voie de consequence, le flux sanguin a ce niveau devient insuffisant, ce qui provoque une
ischémie du tissu normalement irrigué par ce tronc d’artére (Hennen, 2001).

1.6. Lipides et lipoprotéines
1.6.1. Principaux lipides

Les lipides constituent un groupe de composés dont la nature chimique est extrémement
variée. Néanmoins, ils ont en commun la propriété d’étre solubles dans les solvants dits
organiques (benzene, éther ...) et insolubles dans 1’eau (Brisson, 1982). Les principaux
lipides étudiés sont les suivant :

% Acides gras : constitués exclusivement de carbone, d’hydrogene et d’oxygene. Les
atomes de carbone sont reliés les uns aux autres pour former une chaine dont la
longueur varie de 4 a 26 atomes de carbone (nombre paire). Selon la nature de la
chaine carbonée (Goudet et Yindoula, 2008) et le nombre de doubles liaisons, on
distingue : - les acides gras saturés (sans double liaison), et les acides gras insaturés
(avec une ou plusieurs doubles liaisons: les acides gras mono- et polyinsaturé)
(Moussard, 2006).

Les acides gras libres sont extrémement rapidement retirés du sang et oxydés (cela couvre
25% a 50% des besoins énergétiques durant le jelne), ou estérifiés en triacylglycérol dans les
tissus (Botham et al., 2017). La formule chimique générale des acides gras saturés est la
suivante: CH3 — (CH2) n — COOH (Cuvelier et al., 2004).

% Cholestérol : constitué presque exclusivement de carbone et d’hydrogéne, plusieurs
atomes de carbone sont reliés les uns aux autres pour former quatre anneaux (Brisson,
1982), possede une chaine hydrocarbonée fixée sur le C-17 (en 17B) et un groupe
hydroxyle au niveau du C-3 (en 3p) et présente une double liaison (Weinman et
Méhul, 2004).

Le cholestérol constitue environ 0.2% du poids corporel d’une personne en santé, il entre dans
la composition des membranes cellulaires et est donc présent dans la majorité des tissus, en
plus d’étre un composant important de la gaine de myéline qui entoure les fibres nerveuses
(Ferland, 2012). Par ailleurs, le cholestérol participe a la synthese de certaines hormones, et
de la vitamine D. il entre également dans la synthése des sels biliaires (Menard, 2018).

L’hypercholestérolémie est un important facteur de risque cardiovasculaire (Moussard,
2006).




¢ Triglycérides : constituent le stock d’acides gras le plus important de 1’organisme,
localisé essentiellement dans le tissu adipeux. Les substrats de la synthése des
triglycérides sont les acides gras et le glycérol (Moussard, 2006). Le glycérol contient
3 groupes hydroxyles (-OH) susceptibles de réagir avec un, deux ou trois acides gras (
Rebstein et Soerensen, 2011), pour former des mono-, des di- ou des triglycérides
(Weill et al., 1975).

Les triglycérides représentent plus de 90% des graisses alimentaires. Outre leur apport
énergétique important, ils sont le véhicule des vitamines liposolubles (vitamine A, D, E et K)
et source d’acides gras polyinsaturés essentiels (Moussard, 2006).

L’élévation des triglycérides est associée a la survenue plus fréquente de complication
cardiovasculaire (Larifla, 2002).

1.6.2. Transport plasmatique des lipides
1.6.2.1. Principaux acteurs du transport plasmatique des lipides

Les lipides représentent une famille de molécules hydrophobes (Gautier et al., 2011),
insolubles dans les milieux biologiques aqueux. Ils sont transportés a travers les différents

compartiments de I’organisme dans des macromolécules appelées lipoprotéines (Saile
etTaki, 2007).

+ Structure générale des lipoprotéines
Les lipoprotéines sont des particules globulaires de type micelles, leur structure générale
est identique (Saile et Taki, 2007), constituées d’un coeur non polaire de triacylglycérol et
d’ester de cholestérol (Voet et Voet, 2016), enrobés d’une monocouche de lipides polaires
constituée de phospholipides et de cholestérol libre. Des protéines spécifiques, nommées
apolipoprotéines (apo), a la surface des lipoprotéines assurent la stabilité de la macromolécule
et en contrdlent le devenir métabolique (Figure 4) (Saile et Taki, 2007).
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Figure.04.Structure générale des lipoprotéines plasmatiques (Botham et al., 2017).

Les lipoprotéines sont caractérisées par la présence des apolipoprotéines a leurs surfaces,
protéines spécifiques de poids moléculaire variable (Bruckert et Thomas, 1997). Elles ont




une double fonction de structure et de régulation métabolique : elles assurent la cohésion du
complexe lipidique et sa solubilisation et agissent également comme activateurs des enzymes
du métabolisme des lipides a la surface de ces lipoprotéines et aussi en tant que ligands pour
des récepteurs a la surface cellulaire (Saile et Taki, 2007).

Il y’a au moins neuf (09) apolipoprotéines réparties en quantités significatives dans les
différentes lipoprotéines humaines (Voet et Voet, 2016).

1.6.2.2. Métabolisme des lipoprotéines

Les lipoprotéines plasmatiques servent au transport des lipides dans le sang (Therrien,
2014). Diverse enzymes et des protéines d’échange, qui interagissent avec les lipoprotéines,
participent & la lipolyse et au remodelage des lipoprotéines (Lacoley et al., 2007). Le
métabolisme des lipoprotéines s’articule atour de trois voies essentielles : la voie entéro-
hépatique, assure la distribution des lipides exogeénes de I’intestin vers le foie (Dallongeville,
2006), la voie d’apport, assurant le transport centrifuge des lipides hépatiques (endogénes)
vers les tissus periphériques, et la voie de retour ou Reverse Cholesterol Transport (RCT),
permettant le transport centripete du cholestérol des tissus périphériques vers le foie (Gautier
etal., 2011).

a. Voie exogeéne

L’assemblage et la sécrétion des lipoprotéines riches en triglycérides (chylomicron et
VLDL) résultent d’un procédé complexe (Figure 5) qui abouti a une particule mature gréce a
la lipidation progressive d’une molécule d’apoB. La maturation s’effectue dans la lumiere du
réticulum endoplasmique et est dépendante de 1’activité d’une enzyme spécifique : la MTP
(Microsomal Triglyceride Transfer Protein) (Cano et al., 2006). La MTP est nécessaire pour
I’association des triglycérides avec I’apoB et pour la stabilisation de cette apoB (Lacoley et
al., 2007).

L’apoB est synthétisée sous forme d’apoB100 dans le foie et d’apoB48 dans I’intestin.
Chaqgue particule de chylomicron ou de VLDL contient respectivement une seule molécule
d’apoB48 ou d’apoB100 (Cano et al., 2006).
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Figure.05.Formation et sécrétion (A) des chylomicrons par les cellules intestinales et (B) des VLDL
par la cellule hépatique (Voet et Voet, 2016).




C :Chylomicrons ;E :Endothélium ;G :  Appareil de Golgi;N: Noyau;RER: Réticulum
endoplasmique rugueux ;ED : Espace de Diss contenant du plasma sanguin;;REL : Réticulum
endoplasmique. L’apoB synthétisée dans le RER est incorporée dans les particules avec le
triacylglycérol, le cholestérol et les phospholipides au sein du REL. Apres l'addition de résidu de
glucides, dans I'appareil de Golgi, les lipoprotéines sont libérées de la cellule par pinocytose inverse.
Les chylomicrons dans la lymphe. Les VLDL sécrétées dans I'espace de Disse dans les sinusoides
hépatiques a travers les fenétres de I'endothélium des vaisseaux sanguins (Voet et Voet., 2016).

Les chylomicrons sont d’origine intestinale (Voet et Voet., 2016) constituent les formes de
transport des lipides alimentaires (Beaudeux et Durand, 2011). Aprés leur synthése par les
entérocytes, ils passent dans le vaisseau Chylifére de la villosité et empruntent ainsi la voie
lymphatique qui les améne, par le canal thoracique, dans la circulation générale (Beaudeux et
Durand, 2011). Ou ils sont considérablement remodelés par lipolyse des triglycérides par la
lipoprotéine lipase (LPL) (Lacoley et al., 2007), qui est activée par les phospholipides et
I’apoC-1l (Botham et al., 2017), et est inhibée par I’apoC-11l (Lacoley et al., 2007).

Au cours de cette hydrolyse, des éléments de I’enveloppe des chylomicrons se détachent et
rejoignent le pool des HDL (Beaudeux et Durand, 2011) et les acides gras non estérifiés sont
libérés et rapidement captés par les tissus.

Les restes des chylomicrons (remnants) sont donc appauvris en triglycérides et
proportionnellement plus riches en cholestérol. Ils s’enrichissent également en apoB et E puis
sont transportés jusqu’au foie (Martin et al., 2017), ou, ils seront capturés via deux
récepteurs dépendant d’apoE : le récepteur des LDL (apoB100, E) et LRP-1 (LDL
relatedprotein 1).

b. Voie endogene

Les VLDL sont des lipoprotéines qui se forment au niveau du foie et qui permettent
d'exporter dans le sang les triglycérides qu'il synthétise. Comme les chylomicrons, les VLDL
vont subir au niveau des tissus I'action de la lipoprotéine lipase (Dupin, 1992) avec formation
de résidus de VLDL ou IDL (Intermediate density lipoprotein) (Botham et al., 2017) (Figure
6).

Les restes de VLDL passent dans la circulation d’abord comme IDL, puis comme LDL. Au
cours de la transformation de VLDL en LDL, toutes leurs protéines sont éliminées sauf
I’apoB100 et la plupart de leur cholestérol sont estérifiée par I’enzyme associée au HDL ; la
Lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT). Selon Goldstein et Brown (2009), les cellules
captent les LDL riches en cholestérol et en phospholipides nécessaires a leur métabolisme
(Martin et al., 2017), grace aux récepteurs spécifiques LDL-R qui se lient specifiquement
aux apoB100 (Voet et Voet., 2016). En cas d’exces de cholestérol intracellulaire, les cellules
diminuent le nombre de leurs récepteurs LDL de surface (Andreelli et Jacquier, 2006).
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Figure.06. Voie exogéne et endogéne du cholestérol (Voet et Voet, 2016).

c. Voie de retour

Les HDL naissantes, d’origine hépatique ou provenant du catabolisme des chylomicrons,
contiennent du cholestérol trés peu estérifié et ont une forme discoidale (Beaudeux et
Durand, 2011).

Sous I’influence de la LCAT, les ester de cholestérol formés migrent au centre des édifices et
transforment les HDL discoidale en sphériques. Les sites de surface du cholestérol non
estérifiés étant ainsi libérés grace a I’action de la LCAT, la particule peut a nouveau accepter
du cholestérol non estérifié a partir des lipoprotéines a apoB (Chylomicron, VLDL, LDL) et
des membranes cellulaires des tissus périphériques. Une fois estérifié, le cholestérol des HDL
est en partie échangé avec des triglycérides des chylomicrons et des VLDL. Cet échange est
facilité par une protéine spécifique : la CETP (Cholestryl-ester transferprotein) (Beaudeux et
Durand, 2011).

Le foie est le seul organe qui peut éliminer des quantités significatives de cholestérol. Ceci
fait intervenir le LDLR et un récepteur spécifiqgue des HDL appelé SR-BI (Il s’agit d’un
récepteur“scavenger” de classe B et de type 1) (Acton et al., 1996). Les hépatocytes captent
les esters de cholestérol des HDL par un mécanisme tout différent. Plutdt que d’étre endocytés
et dégradés, les HDL liées au SR-BI font passées sélectivement ces esters dans la cellule
(Figure 7). Les HDL dépourvues de lipides se dissocient alors de la cellule et retournent dans
la circulation (Voet et Voet, 2016).
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Figure 07. Le transport inverse du cholestérol (Andreelli et Jacquier, 2006).

FC : Cholestérol libre ;CE : Ester de cholestérol ;HL : Lipase hépatique ;EL : Lipase
endothéliale ;PLTP : Phospholipetransferprotein.

Un deuxieme mécanisme important dans le transport inverse du cholestérol met en jeu les
transporteurs ABCAL (ATP Binding Cassette Transporter classe A type 1) et G1 (ABCG1)
(Repa et al., 2000). Le transporteur ABCAI1, assure I’efflux de cholestérol et de
phospholipides vers I’apoA-1 non lipidée participant ainsi a la formation des HDL (Oram et
al., 2000). Les transporteurs ABCG1 quant a eux, permettent I’efflux de cholestérol
specifiquement vers les HDL matures (Wang et al., 2004 ; Yvan-Charvet et al., 2007 ;
Matsuura et al., 2006) (Figure.07).

Dans le foie, une partie du cholestérol sera recyclée mais une autre partie sera éliminée par les
voies biliaires dans le tube digestif (Andreelli et Jacquier, 2006).




I1.Facteurs nutritionnels et génétiques de I’hyperhomocystéinémie

I1.1.L’homocystéine

soufré provenant
exclusivement du catabolisme de la méthionine alimentaire qui est abondante dans les
protéines animales, il est dégradé par reméthylation et transsulfuration (Stipanuk, 2004).
Cet acide aminé naturel, non protéique, est potentiellement important sur le plan clinique,
ainsi, ¢’est un homologue de I'acide aminé cystéine (IMAMA-Czaplinska et al., 2013)
(Figure 8).
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Figure 08. Structures de I'nomocystéine et de la cystéine. (A) Homocystéine, (B) Cystéine. (|{TvAR-
Czaplinska et al., 2013).

L homocystéine est synthétisée par toutes les cellules de I’ organisme, il circule lié a 75% a 80
% aux protéines plasmatiques (principalement a l'aloumine) par I’intermédiaire de ponts
disulfures réversibles ou de ponts peptidiques (Figure 9). Deux formes libres de I’Hcy ont
été islolé ; la forme majoritaire dite oxydée est essentiellement représentée par le disulfide
homocystéine-homocystéine (homocystine), par des disulfides mixtes (tels que le disulfide
homocystéine-cystéine) et par I’homocystéine thiolactone. Une deuxieme forme libre réduite,
correspondant a I’homocystéine proprement dite (Demuth et al., 2000).

L'Hcy totale représente donc toutes les formes existantes de I'Hcy libres ou liées.
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Figure 09. Formes circulantes d’homocystéine plasmatique (Demuth et al., 2000).




11.2. Métabolisme de I'homocystéine

L’homocystéine (Hcy) est un intermédiaire important dans le métabolisme de la méthionine.
Cet acide aminé peut étre catabolisé selon deux voies métaboliques; la voie de la
transulfuration et la voie de la reméthylation (Mudd et al., 1995). L homocystéine est en
équilibre avec ces deux cycles métaboliques distincts (Figurel0).

L homocystéine est transformée en cystéine, cette étape est sous le contrdle de la cystathione-
B-synthase (CBS), la vitamine Bg (pyridoxine) intervient comme cofacteur dans cette réaction.
L homocystéine peut ainsi étre reméthylée et produire la méthionine par 1’intermédiaire soit
de la méthionine synthase soit de la bétaine-homocystéine méthyltransférase. La méthylene
tétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme du cycle des folates (considéré comme
source de groupes méthyl) qui joue un réle essentiel dans cette reméthylation.

11.2.1. La voie de la reméthylation

Les activités enzymatiques de la CBS et la MTHFR et de leurs cofacteurs vitaminiques
(folates, vitamine Bg, vitamine B12) sont les principaux facteurs limitants les plus importants,
intervenants dans le métabolisme de I’homocystéine.

La reméthylation va intégrer le cycle des folates et le métabolisme intracellulaire de la
vitamine B, ou cobalamine (Cbl):
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Figure 10. Métabolisme de I’homocystéine (Afaque, 2016).




Dans le cycle des folates, le THF (tétrahydrofolate) recoit une unité carbonée a partir de la
sérine hydroxy-méthyltransférase (SHMT), enzyme vitamine B6-dépendante, afin de se
convertir en 5,10-méthyléne-THF (5-10 MTHF) (Blom et Smulders, 2011), qui est utilisé
pour la synthése de thymidine et de purines ou convertit en 5-méthyltétrahydrofolate (5-
MTHF). Le 5-méthyltétrahydrofolate est la principale forme circulante du folate, cette
conversion irréversible est catalysée par la methylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR),
enzyme vitamine B; (riboflavine)-dépendante (Porter et al., 2016).

La reméthylation de I’Hcy en méthionine implique le 5-méthyltétrahydrofolate comme
donneur du groupe méthyle a I'homocystéine, cette réaction est catalysée par la méthionine
synthase (MTR), ce qui conduit a la formation de la méthionine et de THF. Le MTR nécessite
de la vitamine Bj, (cobalamine) comme cofacteur et le complexe résultant, est le Cbl (1)
MTR, qui se lie avec le groupe méthyle du 5-méthyl-THF pour former le méthyl cbl (I11)
MTR (Hiraoka et Kagawa, 2017).

Une partie de I’Hcy est reméthylée dans le foie grace a I’action de la bétaine-homocystéine
méthyltransférase a partir de la bétaine comme donneur de méthyl (Aubard et al., 2000).

L'homocystéine résultant du catabolisme de la méthionine, durant cette conversion, deux
enzymes peuvent intervenir; le SAM synthetase (S-adénosylmethionine) et le S-
adénosylhydrolase (SAH). Premierement, la méthionine (aprés consommation de I'ATP)
conduit a la synthese de la S-adénosylméthionine (SAM) sous I’action de la méthionine
adénosyltransférase (MAT) (Kaluzna-Czaplinska et al., 2013). La S-adénosylmethionine
(SAM) activée est le donneur de groupements méthyle (-CH3) le plus important pour de
nombreuses réactions biologiques (ADN, protéines, neurotransmetteurs, hormones,
phospholipides) (Eisenstein et al., 2001). Deuxiémement, la (SAM) est démethylé en S-
adénosylhomocystéine (SAH) puis hydrolysée (par adénosylhomocystéinase) en adénosine et
homocystéine qui est soit reméthylée en méthionine, soit métabolisée dans la voie de trans-
sulfuration pour former la cystéine par un autre mécanisme dépendant de la vitamine Bs
(McGarel et al., 2015).

11.2.2. La voie de Transsulfuration

L’Hcy peut suivre la voie de trans-sulfuration, voie irréversible, qui conduit a la dégradation
de I’Hcy en cystéine (Veyrat-Durebex et al., 2013). Cette voie permet a la méthionine
d’apporter un atome de soufre pour la formation de la cystéine (Demuth et al., 2000). La
trans-sulfuration est la principale voie délimination de la méthionine, elle se produit
principalement dans le foie et les reins et commence par la condensation de I’Hcy avec la
sérine pour former de la cystathionine, sous l'action de la cystathionine -synthase (CBS) dont
le cofacteur est le phosphate de pyridoxal (vit Bg) (Castro et al., 2006). La cystathionine,
elle-méme est clivée et désaminée en cystéine et en alpha céto- butyrate (Demuth et al.,
2000). En outre, la cystéine est a l'origine d'un acide aminé soufré antioxydant majeur, le
glutathion, et d'autres acides aminés tels que la taurine (Mouchabac, 2008).




% Le systéme de régulation

Un équilibre adéquat entre les taux de 1’homocystéine, la méthionine et le SAM, est
physiologiquement maintenu par 1’autorégulation de ces différents cycles. Ainsi un taux de
SAM élevé diminue Pactivité de la méthionine synthétase et de MTHFR. Inversement, SAM
stimule la cysthationine beta-synthétase (Roblin et al., 2007).

11.3. Classification des hyperhomocystéinémies

Les valeurs normales de I'nomocystéine totale varient en fonction de la technique de dosage
employée ;

La concentration plasmatique de 1’homocystéine totale chez les sujets sains a jeun est faible,
elle se situe entre 5.0 et 15.0 umol / L, valeurs obtenus par HPLC, ou de 5,0 a 12,0 umol /1
lorsque les méthodes de dosage immunologique ont été utilisé (Baszczuk et Kopczynski,
2014). Ces valeurs peuvent varier selon le sexe et I'dge; chez les enfants (3-14 ans) les
concentrations normales sont plus basses et se situent autour de 6 umol/l (Mouchabac, 2008).

L’hyperhomocystéinémie est class€ comme modérée lorsque les taux de 1’homocystéine
oscillent entre 15 a 30 umol /L, et considéré comme intermédiaire quand les valeurs se situent
entre 30 a 100 umol /L et pour des concentrations supérieure a 100 upmol /L,
I’hyperhomocystéinémie est considérée comme sévere (Mouchabac, 2008).

I1.4. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie

De nombreuses situations peuvent étre a I’origine d’une augmentation des taux de
I’homocystéine classées dans le tableau 01:

Tableau 01. Sévérité de ’hyperhomocystéinémie selon les facteurs étiologiques d’aprés Bottiglieri,

(2005).
Etiologie Sévérité
Altération de la voie de reméthylation de
I'homocystéine
Déficit d'absorption de la vitamine By, Sévere
Déficit de la MTHFR d'origine génétique Intermédiaire a sévere
Carence alimentaire en folates ou en vit By Intermédiaire
Déficit de I'activité de la CBS
Carence en vitamine B6 Modérée
Déficit fonctionnel de la CBS séveére
Pathologies médicales
Insuffisance rénale Intermédiaire
Diabéte, Hypothyroidie, Cancers Modérée
Atrophie gastrique Modérée a intermédiaire
Toxiques : alcool, tabac, caféisme (> 6 tasses/ j) Modérée
Médicaments Modeérée a intermédiaires




Les déterminants des taux de ’homocystéine sont complexes et comprennent des facteurs
environnementaux (exposition a certains toxiques ou médicaments) ou pathologiques,
nutritionnels (déséquilibre du statut en folates, vitamines Bj,, B, et Bg), et génétiques (par
mutations des génes codant pour les enzymes des voies de trans-sulfuration et de
reméthylation):

11.4.1. Les facteurs nutritionnels

11.4. 1.1. Les folates ou vitamine By

L'acide folique est une vitamine hydrosoluble du groupe B (vitamine Bg), également appelée
folate et ptéroylmonoglutamate (PteGlu). Sa structure chimique est constituée de 3 parties: un
noyau de ptéridine, acide para-aminobenzoique et acide glutamique (Figure 11) (Cosar et al.,
2014).
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Figure 11. Structure des folates naturels d’aprés Taiz et Zeiger, (2010).

La présence d’acide folique a été constatée initialement dans les Iégumes verts a feuilles, les
légumineuses, les agrumes, le jus d’orange et les produits céréaliers enrichis (pates
alimentaires, ceréales, farines) (Wilson et al., 2007), il est aussi trouvé dans les fromages
affinés, le foie, le paté de foie et les graines (Guilland, 2011).

Apres la consommation, les folates alimentaires présents dans les intestins sont
principalement hydrolysés en monoglutamates et absorbés par transport actif a travers la
muqueuse de l'intestin gréle (Liew, 2016).

Le monoglutamate est ensuite réduit en tétrahydrofolate (THF) dans le foie et transformé en
méthylor ou en formyle avant de pénétrer dans la circulation sanguine. Le folate se trouve
généralement dans le sang sous forme de 5-méthyl-tétranydrofolate (Bailey et et al., 2006;
Yetley etal., 2011).

En outre, I’acide folique pour étre actif doit étre transformé en dihydrofolate (DHF) puis en
tétrahydrofolate (THF), sous 1’action de la dihydrofolate réductase. Les dérivés du THF




servent d’accepteurs et de donneurs d’unités monocarbonées dans un grand nombre de
réactions du meétabolisme des acides aminés et des nucléotides. Ces dérivés ont en position N5
et/ou N10, différents radicaux monocarbonés (Figure 11). (Guilland, 2011).

Alors, les folates jouent un réle essentiel dans la stabilité génomique en régulant la synthése,
la réparation et la méthylation de ’ADN grace a leurs actions en tant que cofacteur des
enzymes dépendant du folate, impliquées dans la synthése des nucléotides et la méthylation
de I'ADN (Williams, et al., 2012). Par conséquent, le statut en folates module simultanément
la stabilité génétique et la méthylation de I'ADN, qui sont déterminés a la fois par l'apport
alimentaire et par l'activité des divers enzymes intervenants dans le métabolisme du folate
(Piskac-Collier et al., 2011).

11.4.1.2. La vitamine By, ou Cobalamine

La vitamine Bj; est une vitamine hydrosoluble qui a une structure chimique proche de celle de
I’héme avec un atome central constitué par du cobalt, d’ou le nom de cobalamine (Loup-
Leuciuc et al., 2011) (Figure 12). Les besoins journaliers préconisés en vitamine B, se
situent entre 2 et 5 pg selon les pays. L’apport est exclusivement alimentaire d’origine
animale (Serraj et al., 2010).

Figure 12. Structure des cobalamines (isoformes cellulaires et circulantes de la vitamine Byy). La
vitamine By, est une 5,6-diméthylbenzimidazole-cobamide. Les cobamides sont obtenus par addition, sous la
structure plane tétrapyrrolique (position alpha), d’un ribonucléotide li¢ au cobalt et d’un pyrrol Daminopropanol,
et au-dessus du plan (position beta) d’un second ligand coordinant 1’atome de cobalt. Une de ces caractéristiques
structurales de la vitamine B12 est d’étre la seule molécule connue dans la nature ayant un ribonucléotide
incorporant une base 5,6-diméthyl-benzimidazole. 1: groupe Tetrapyrrol ; 2: amino-1-propanol-2, 3: groupe
ribose-3P ; 4: groupe 5,6-diméthyl-benzimidazole, X: groupe hydroxyle, méthyle, 5'-désoxy, cyanate ou
adénosyle. (Guéant et al., 2014).




L’existence d’un cycle entérohépatique permet une €pargne des cobalamines (Serraj et al.,
2010). L’absorption digestive de la Cobalamine est dépendante de sa liaison au facteur
intrinséque (FI), glycoprotéine sécrétée par les cellules pariétales, dont le rdle est d’assurer
une protection contre les dégradations enzymatiques (Veyrat-Durebex et al., 2013 ). Trois
protéines, le facteur intrinseéque (FI), ’haptocorrine (HC) et la transcobalamine (TC), ainsi
que leurs récepteurs spécifiques sont impliqués dans les mécanismes (extrément complexes),
par lesquels cette vitamine est transportée et assimilée (Gueant et al., 2014). La figure 13
résume les principales étapes du métabolisme de la vitamine Bys.
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Figure 13. Principales étapes du métabolisme de la vitamine By, d’apres Serraj et al., (2010).

La vitamine B, agit comme cofacteur dans deux réactions enzymatiques. Dans la premiere, la
méthyl-cobalamine (Methyl - CBL) est le coenzyme de la méthionine synthase permettant la
conversion de I’Hcy en méthionine ainsi que du méthyl-THF en THF (Veyrat-Durebex et
al., 2013). La vitamine B, intervient également comme cofacteur nécessaire a la conversion
du L-méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA (Schrier, 2011 ; Dali-Youcef et Andres, 2009).
Cette réaction biochimique est indispensable au métabolisme des lipides et des protéines.

Ce réle physiologique explique la plupart des manifestations cliniques liées au déficit en
vitamine By;.

11.4.1.3. La vitamine Bg

La vitamine Bg est un groupe de trois composés naturellement présents dans les aliments, a
savoir la pyridoxine (PN), la pyridoxamine (PM) et le pyridoxal (PL). La pyridoxal kinase
(PDXK), catalyse la conversion des trois précurseurs de la vitamine Bg non phosphorylés ; la
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pyridoxine (PN), la pyridoxamine (PM) et le pyridoxal (PL), en leurs homologues
phosphorylés ; la pyridoxine-5’-phosphate (PNP), pyridoxamine-5’-phosphate (PMP) et PLP
(le pyridoxal 5'-phosphate), respectivement (Galluzzi et al., 2013).

La vitamine Bg est un co-facteur enzymatique nécessaire a plus de 140 réactions
biochimiques, y compris les transaminations, les clivages de I’aldol, les a-décarboxylations,
les racémisations,...etc (Hellmann et Mooney, 2010). La forme de coenzyme
métaboliquement active de la vitamine Bg est le pyridoxal 5'-phosphate (P5P) ou (PLP) (Oka
,1990). Le PLP est la principale forme circulante exportée du foie et est considérée comme la
mesure directe la plus pertinente du statut en vitamine Bg (Leklem, 1990).

Dans la voie de la trans-sulfuration, I'nomocystéine est convertie en cystathionine, cette
réaction est catalysée par la cystathionine B-synthase (CBS) dont le cofacteur est la vitamine
Bs (PLP) (Guilland, 2011).

Par conséquent, la vitamine Bg, avec la vitamine B, et les folates, est I'un des coenzymes clés
du métabolisme de I'homocystéine et une carence en vitamine Bg peut se traduire par une
hyperhomocystéinémie, conjointement & une augmentation de la cystathionine sérique
(Ubbink et al., 1993 ;Joosten et al., 1993). Cependant, des régimes riches en fruits et
Iégumes et des supplémentations vitaminiques en acides foliques, en vitamines Bg et B;, font
diminuer les taux de 1’homocystéine (Aubard et al., 2000).

De plus, la riboflavine (vitamine B,), cofacteur de MTHFR, catalyse la formation de MTHF et
lutte contre I’accumulation d’homocystéine, en synergie avec les folates.

11.4.2. Facteurs génétiques

Des anomalies des genes codants pour les enzymes impliquées dans le cycle de ’Hey peuvent
étre responsables d’une hyperhomocystéinémie. Les deux enzymes les plus communes sont
notamment, la CBSetla MTHFR;

Le déficit complet en CBS est un trouble autosomique récessif et produit une
hyperhomocystéinémie et une homocystinurie (Guthikonda et Haynes et al., 2006). Il existe
une forme homozygote (plutét rare : 1/200000 environ), qui est associée a une atteinte sévere,
alors que la forme hétérozygote (environ 1%) pour laquelle I’augmentation de 1’homocystéine
est plus modérée et non systématique (environ 40% des cas) (Mouchabac, 2008).

Quant a la MTHFR, la mutation la plus fréquente du gene MTHFR est celle de (C677T)
(rs1801133) qui provoque une substitution alanine-valine (Kang et al., 1993), aboutit a un
variant thermolabile de la MTHFR (Boers et al., 1985). Une autre mutation fréquente du gene
MTHFR, est (A1298C) (rs1801131), qui ne provoque pas d'augmentation des taux
d'homocystéine chez les individus hétérozygotes ou homozygotes (van der Put et al., 1998).

11.4.3. Facteurs environnementaux

L'homocystéine plasmatique augmente avec le sexe masculin, I'age et la ménopause (Jacques
et al.,, 1999). L'insuffisance rénale est une cause importante d’hyperhomocystéinémie
(Guthikonda et Haynes et al., 2006). Certain nombre de médicaments, interférants avec le
métabolisme des vitamines B, y compris, par exemple les anticonvulsivants et phénothiazines
(avec les folates), oxyde nitrique (avec la vitamine B;,), ces médicaments peuvent augmenter
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les niveaux d'homocystéine, (Aubard Y et al., 2000). De méme, 1’alcool, le tabac et le café
(Mouchabac, 2008).

I1.5. Mécanismes de la pathogénicité de I’hyperhomocystéinémie

Nous nous limiterons a décrire différentes hypotheses physiopathologiques qui peuvent sous-
tendre la pathogénicité de 1’hyperhomocystéinémie dans le cas de certaines maladies
vasculaires : coronaropathies et infarctus, thromboses veineuses, artériopathies, atteintes
cerébrovasculaires. En effet, il existe de multiples actions de 1’homocystéine, sur la paroi
vasculaire comme; [D’induction d’un stress oxydant, dysfonctionnement endothéliale et
diminution de la production de NO (1’oxyde nitrique), 1’altération du métabolisme des LDL et
des lipides, altération de I’hémostase, effets sur la musculature lisse vasculaire.

11.5.1. Homocystéine et production d’un stress oxydant

especes réactives de
I'oxygéne (ROS) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premiéres
(Haleng et al., 2007). L'homocystéine a une concentration pathogéne conduit a une
especes réactives de I'oxygene (ROS) dans les cellules vasculaires
et les leucocytes circulants (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2002). Il existe plusieurs
moyens par lesquels I'homocystéine peut favoriser I'accumulation des (ROS), ceux-ci inclus,
l'auto-oxydation de I’'Hcy en homocystine et en Hcy-thiolactone, génére des (ROS) et
contribue ainsi, a la toxicité vasculaire de homocystéinémie (Andersson et al., 1995). Dans
oxyde nitrique (NO), induite par
I'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) qui joue un réle vasoprotecteur, 1’'Hcy
provoque ainsi un découplage de (eNOS), les deux générent de maniére synergique une
production de peroxynitrite (ONOO -), un fort oxydant, dérivée du superoxyde et de (NO) (Fu
et al., 2017), ce qui aboutit a une diminution de la biodisponibilité de (NO) (Antoniades, et
al., 2009). En outre, I’Hcy inhibe l'activité des enzymes antioxydantes importantes, telles que
la glutathion peroxydase 1 (GPx-1) ou la superoxyde dismutase (SOD) (Cheng et al., 2009;
Armitage et al., 2010; Handy et al., 2005). Par ailleurs, une régulation positive des enzymes
NADPH oxydases (NOXs), intervenants dans la production des (ROS), et un
dysfonctionnement mitochondrial ont été envisagé (Figureld). (Fu et al., 2017). De plus,
des niveaux élevés d’homocystéine ont également été associés a une augmentation de la
diméthylarginine asymétriqgue (ADMA), un inhibiteur endogéne de (NO) synthases, dans les
cellules endothéliales (Dayal et Lentz , 2005).
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Figure 14. Apergu schématique du stress oxydatif induit par I’'Hhey d’aprés Fu et al., (2017). IMHHcy
régule a la hausse l'expression de NOX par activation Smad 2/3, tandis que I’HHey induit un dysfonctionnement
mitochondrial par 1’activation de la signalisation calcique. Ces deux effets de I’'HHcy entrainent une production
de superoxyde. Le superoxyde est converti en H,0, catalysé par la SOD. De plus, I'HHcy régule a la hausse

Inducible nitric oxide synthas) et renforce le découplage eNOS, qui induit davantage & la formation de
peroxynitrite par le NO et le superoxyde. Le superoxyde, H,O, et le peroxynitrite sont tous des ROS. .’HHcy
inhibe également l'activité des antioxydants, tels que la thiorédoxine (Trx) et haem oxygenase-1(HO-1), pour
réguler & la hausse I'expression des NOX et atténuer I'élimination des ROS par les antioxydants. NET, neutrophil
extracellular trap, (des piéges extracellulaire des neutrophiles).

Les ROS; H,O,, peroxinitrite provenant de 1I’oxydation de I’homocystéine peuvent engendrer
des 1ésions au sein de ADN et altérer le message génétique; et méme entrainer des
modifications structurales sur diverses protéines comme le collagene ou 1’élastine.

Par conséquent, de nombreux effets du stress oxydatif induit par I'nomocystéine, peuvent étre
observé, notamment, le dysfonctionnement endothélial, la différenciation des CMLVs
(cellules musculaires lisses vasculaires), (Figure 14), (troubles déclenchant de I’inflammation
et favorisant I’athérosclérose de plusieurs manieres.

11.5. 2. L’homocystéine et la dysfonction endothéliale

L'endothélium joue un réle capital dans la régulation du tonus vasculaire et du contrdle de
I'némostase ainsi que linflammation dépendante de [I'endothélium. Le terme
«dysfonctionnement endothélial» se référe a la détérioration de ces propriétés homéostatiques
normales.

Une diminution de la biodisponibilité du (NO) et une altération de I'équilibre rédox cellulaire
sont des caractéristiques majeures de la dysfonction endothéliale (Barroso, et al., 2017).
L'oxyde nitrique inhibe I'adhésion des monocytes et des plaquettes a la paroi vasculaire, ainsi
que la prolifération des cellules musculaires lisses et I'oxydation des lipoprotéines de basse
densité (LDL), donc, il est considéré comme un puissant vasodilatateur anti-athérosclérotique
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(Naseem, 2005; Zhou et Austin, 2009). De plus, une augmentation des taux d’un
vasoconstricteur tres puissant ; I'endothéline-1 (ET-1), a été trouvé en cas d’homocystéinémie
chronique, cette molécule est impliquée aussi dans I'athérogenése (Cox et al., 1999).

Les mécanismes par lesquels I’homocystéine favorise la dysfonction endothéliale ne sont pas
completement compris. D’un point de vue qualitatif, I’influence de I’Hcy sur la production,
I’activation ou I’expression membranaire de médiateurs endothéliaux est dépendante de son
groupement thiol libre (Fryer et al., 1993 ; Demuth et al., 1999). L impact de I’Hcy est lié,
d’un coté, a la production de radicaux libres oxygénés durant son auto-oxydation, et d’un
autre coté, a son action réductrice entrainant des modifications structurales sur diverses
protéines (Koch et al., 1998). Ainsi, le stress oxydatif induit par I’Hhcy est connu pour
activer les métallo-protéinases de la matrice (MMP), ce qui perturbe le métabolisme de la
matrice extracellulaire (ECM) et augmente le dépdt de collagene conduisant & la fibrose
vasculaire (Sen et al., 2010).

L'effet pro-inflammatoire de I’Hhcy est lié a la génération des (ROS) et implique I'activation
du facteur nucléaire kappa B (NF-xB), responsable de la régulation transcriptionnelle de
nombreux genes pro-inflammatoires (Papatheodorou et Weiss, 2007). Ceci conduit a
I'activation des cellules endothéliales et a I'expression des molécules d'adhésion cellulaire
vasculaire-1 (VCAM-1), (Carluccio et al., 2007), la protéine (monocyte-chemoettractant-
ptotein-1) (MCP-1), (Wang et al., 2000) et méme entrainant une augmentation de
concentration des cytokines pro-inflammatoires circulantes (Zhang et al., 2006), qui
contribuent tous, a l'athérogénese. Ces molécules d'adhésion et cytokines améliorent la
liaison des leucocytes a I'endothélium et favorisent leur transmigration vers la paroi vasculaire
(Barroso et al., 2017), et par conséquent, participent également a I'activation des processus
inflammatoires a l'intérieur de la paroi vasculaire.

11.5. 3. L’Homocytéine et I’hémostase (Altération de I’hémostase)

Différentes études ont trouvé que I'nomocystéine favorise la thrombose vasculaire, par de
multiples mécanismes. Les cellules endothéliales exposées a I'nomocystéine ont présenté une
augmentation des taux de facteur tissulaire (FT) et une activation accrue du facteur V a Va,
le taux du facteur de von Willebrand, a également été augmenté dans le plasma des patients
atteints d’hyperhomocystéinémie et ayant une maladie artérielle prématurée, ces résultats
suggerent que I'nomocystéine favorise un état pro-coagulant et une adhésion plaquettaire
(Durand et al., 2001).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que I’Hhcy réduit la liaison de l'activateur tissulaire du
plasminogéne aux cellules endothéliales cultivées d'une maniére dose-dépendante et en
fonction du temps, diminuant ainsi, I'activité fibrinolytique (Hajjar, 1993).

En outre, I'nomocystéine inactive indirectement les substances anticoagulantes, la protéine C
et la thrombomoduline, favorisant ainsi la formation de la thrombine (Lentz et Sadler,
1991). De plus, I’Hey stimule la génération plaquettaire du thromboxane A2, qui est un
vasoconstricteur et pro-agrégant (Graeber et al., 1982).
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Donc, I’hyperhomocystéinémie semble altérer le phénotype anti-thrombotique physiologique
des cellules endothéliales et promouvoir ainsi, leurs activités pro-coagulantes, conduisant a la
thrombose dans plusieurs cas.

11.5. 4. L’Homocytéine et lipides

Des résultats d’études cliniques sont en faveur de I’existence d’un lien entre
I’hyperhomocystéinémie et la peroxydation lipidique chez 1’homme. Les radicaux libres
oxygénés issus de 1’auto oxydation de I’Hcy ou par la dérégulation du statut thiol-redox,
interagissent avec les LDL en les oxydant, ce qui pourrait avoir des effets nocifs sur la paroi
artérielle (Demuth et al., 1996). La peroxydation des LDL, s’accompagne d’une modification
covalente de ’apo B100 avec augmentation de sa charge négative, entrainant une perte de la
reconnaissance par le récepteur des LDL natives, mais lui conférant la capacité de se lier au
récepteur scavenger des macrophages (Steinberg et al., 1989 ). Par ailleurs, la thiolation des
LDL par I’Hcy leur confére certaines propriétés pro-athérogénes semblables a celles des LDL
oxydées (Naruszewicz et al., 1994).

En outre, les (ROS) générees, initient la peroxydation lipidique dans les membranes
cellulaires (potentiellement responsables de la dysfonction endothéliale) et dans les
lipoprotéines circulantes ; les LDL oxydées (LDLox) peuvent déclencher I'activation des
plaquettes ainsi que certaines anomalies hémostatiques rapportées chez les patients
homocystinuriques, ainsi, le stress oxydatif induit par ’'HHcy, peut étre un processus clé dans
la pathogenése de la thrombose (Coppola et al., 2000).

En revanche, une étude ultérieure a révélé la présence d’une activation de 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) réductase dans le foie dun rat
hyperhomocystéinique (HHcy induite par un régime alimentaire) (Woo et al., 2005). Une
enzyme qui catalyse la conversion de I'HMG-CoA en mévalonate, durant la biosynthése du
cholestérol (Hylemon et al., 2001; Qureshi et al.,1976). Ceci entraine une accumulation des
lipides hépatiques et une élévation des taux seriques de cholestérol, et de ce fait une
augmentation du risque de développement d’une future plaque d’athérome.

11.5. 5. L’Homocytéine et CMLVs (cellules musculaires lisses vasculaires)

II a été suggéré que ’Hey peut directement, favoriser la croissance et la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires (Nicolas et Chango, 1997 ; Beaudeux et al., 2001).
L'expression du gene de la cycline (A) induite par I'hnomocystéine peut jouer un rdle important
dans la prolifération des cellules musculaires lisses aortiques (RASMCs) (Ross, 1993).

Des études de culture cellulaire ont montré que le stress oxydatif et I’Hcy, proprement dits,
ont un effet mitogene sur les cellules musculaires lisses vasculaires (Kartal Ozer et al., 2005)
. L'homocystéine peut activer les NAD (P) H oxydases dans les CMLVs en favorisant la
phosphorylation de p47phox d'une maniére dépendante a la protéine kinase activée par un
mitogene p38 (la voie p38 MAPK), donc, I'nomocystéine a entrainé une prolifération des
CMLVs par un mecanisme impliquant des (ROS), (Zou et al., 2010). Ainsi, indirectement, les
LDLox stimulent, également la prolifération des CMLVs via diverses voies de signalisation
(Chisolm et Chai, 2000).
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oxyde nitrique (NO) (Fu et al., 2017). En
dehors de son activité sur la vaso-relaxation, le (NO) posséde la propriété d’inhibition de la
prolifération des cellules musculaires lisses (Elbazi et Arnal, 2006).
Les changements dans les CMLVs, y compris la prolifération et la production de collagene,
jouent un réle important dans 1’étiologie de 1’athérosclérose (Zou et Banerjee, 2005).

Nous pouvons donc conclure que les mécanismes de la pathogénicité de
I’hyperhomocystéinémie, semblent étre complexes et multifactorielle. Alors, 1’interaction
entre ’homocystéine et la paroi vasculaire soit a considérer, afin d’appréhender les effets de
I’homocystéinémie sur 1’endothélium vasculaire et ainsi, pour comprendre plus précisément
les mécanismes moléculaires intervenant dans la physiopathologie de 1’athérosclérose et la
survenue d’un infarctus du myocarde.
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I11. Méthyléenetétrahydrofolate-réductase (MTHFR)
I11.1. Géne MTHFR (Méthyléenetétrahydrofolate-réductase)

111.1.1. Structure et localisation

Le géne de la méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHFR) humain est localisé sur le bras
court du chromosome 1 dans la région 1p36.3, et consiste environ 17 kb, dont 11 exons,
couvrant 2,2 kb allant de 102 pb a 432 pb (cDNA GenBank accession number U09806)
(Figure 15), (Goyette et al., 1994, 1998). La taille des introns sont rangée de 250 a 1,5 kb,
avec une exception de 4,2 kb (Goyette et al., 1998).Néanmoins, des nouvelles études ont
révélé plus de 11 exons (Aneji et al., 2012).

Le promoteur du géne MTHFR ne possede pas de boite (TATA), mais contient des Tlots
(CpG) et de multiples sites de liaison potentiels Spl (Gaughan et al., 2000) . En effet, il
existe plusieurs séquences consensus pour les sites de liaison potentiels des facteurs de
transcription, par exemple les SP1, AP1, AP2, CAAT ou GC-boites (Homberger et al.,
2000).

Plusieurs sites d’amorce de la transcription, d’épissage alternatif et de polyadénylation ont été
observés pour MTHFR et Mthfr (Tran et al., 2002). Les sites de début de la transcription
sont localisés dans deux régions et deux promoteurs ont été caractérisés (Pickell et al., 2005).

111.1.2. Transcrits du géne MTHFR

L’analyse a I'aide de la technique ‘Northern blot’ a révélé des transcriptions de MTHFR
d'environ 2,8 et 7,2-7,7 kb dans tous les tissus testés, et un autre d'environ 9,5 kb dans le
cerveau, les muscles, le placenta et I'estomac (Figurel5) (Goyette et al.,1998; Tran et al.,
2002; Gaughan et al., 2000). Donc, le MTHFR produit trois transcrits différents (MTHFR 1,
2 et 3), qui correspondent, aux 2.8, 7.2 et 9.8 kb (Gaughan et al., 2000).

En effet, ces transcriptions de différentes tailles, résultent de sites alternatifs de démarrage de
la transcription et de multiples signaux de polyadénylation (Leclerc et al., 2005).
L'abondance totale est faible et la proportion de chaque transcription difféere selon les tissus;
I'expression globale est plus intense dans les testicules, intermédiaire dans le cerveau et les
reins, et plus faible dans les autres tissus examinés (Leclerc et al., 2005).

L'existence de différents premiers exons est plus probablement due a l'initiation de la
transcription alternative, les premiers codons ATG individuels de tous les transcrits ont été
identifié (Homberger et al., 2000). Les ARNm a 2,8 et 7,2 kb proviennent de I'un des deux
sites d'initiation de la transcription qui sont 206 et 243 pb en amont du codon d'initiation
ATG, tandis que la transcription de 'ARNmM de 9,8 kb est initiée a un site de départ situé a 2,8
kb en amont du codon d'initiation de la traduction (Gaughan et al., 2000).
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— start (13) — Stop (1983)
MTHFR 1 (exons) I Oa [ 1 2-11
59 1 240 2196
|_ start (-111) — stop (1983)
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[~ start (-57) [~ Stop (1983)
MTHFR 3 (exons) | 1 [ 2-11 |
-117 249 2196

Figurelb. Différents transcrits du gene MTHFR. D’aprés Homberger et al., (2000). Les différents
transcrits (MTHFR 1, 2 et 3) du géne MTHFR humain sont déterminés par l'utilisation spécifique des
premiers exons respectifs. Les chiffres en dessous indiquent la bordure 5 'de chaque exon ou la fin de
la transcription. Les transcriptions révelent des cadres de lecture ouverts individuels avec des sites de
démarrage uniques mais des codons stop constants. Les positions nucléotidiques indiquées se réferent
a Goyette et al., (1998).

111.2. Enzyme MTHFR
111.2.1. Structure et fonction

L’enzyme MTHFR humaine est un dimere de 150 kDa possédant deux isoformes; I’un de
poids moléculaire de 77 kDa et I’autre de 70 kDa. L expression de I’ADNc humain de 2,2 kpb
donne une proteine de 70 kDa (Frosst et al., 1995). Le site de démarrage de la traduction de
I’isoforme de 77 kDa permet 1’ajout de codons additionnels en amont de la séquence de
I’isoforme de 70 kDa (Tran et al., 2002).

Alors, MTHFR humaine est un homodimeére, dont chaque sous-unité consiste un domaine
catalytique, N-terminal (acides aminés, aa ~1-356) - qui lie le méthylene THF, le NADPH
(donneur d’électrons), et le FAD (cofacteur), - et un domaine de régulation C-terminal
(aa~363-656), reliés par une courte région de liaison (linker) (aa 357-362) (Figurel6),le
domaine catalytique semble étre suffisant pour effectuer toute la réaction enzymatique
(Froese et al., 2016).

Linker
I Catalytic domain {1 Regulatory domain ——————
NADPH MethyleneTHF AdoMet
Exon3 |Exon4| Exon5 Exon 6 Ex:" Exon8 | Exon9 E’E" E’E" Exon 12
0 ~ 159 196 260 344 389 449 510 544 584 656
FAD .

Figurel6. Schéma du gene MTHFR. D’aprés Froese et al., (2016). La position du domaine
catalytique, de liaison, et le domaine régulateur. Les domaines de liaison NADPH, méthyléne THF,
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FAD et AdoMet sont présentés pour la visualisation, mais ne représentent pas des sites de liaison
exacts. Le nombre des acides aminés sont indiqués ci-dessous.

Le domaine de régulation se lie & S-adenosylmethionine (AdoMet), entrainant une inhibition
allostérique de I'enzyme (Sumner et al., 1986), un effet qui peut étre inversé par la liaison a
I'adénosylhomocystéine (AdoHcy) (Daubner et Matthews, 1982; Yamada et al., 2001),
(Figurel7). AdoHcy bloque I'effet inhibiteur d'’AdoMet sur l'activit¢ de la MTHFR
(Kutzbach et Stokstad, 1971) mais ne modifie pas lui- méme l'activité enzymatique
(Matthews, 1990).
Entre les deux domaines de la MTHFR se trouve une forte région hydrophobe constituant un
site de clivage par la trypsine. Apres un traitement tryptique, la MTHFR des mammifére reste
toujours actif mais a perdu sa sensibilité a AdoMet (Yamada et al., 2005). Ainsi, il a été
démontré que la modification post-traductionnelle du MTHFR humain par phosphorylation
est régulée par le rapport AdoMet / AdoHcy dans la cellule ; la phosphorylation entraine une
diminution de [l'activité et une sensibilité accrue a l'inhibition allostérique par AdoMet
(Yamada et al., 2005), sachant que la phosphorylation de la MTHFR a été démontrée pour la
plus petite isoforme de MTHFR (70 kDa); la phosphorylation de la plus grande isoforme (77
kDa) n'a pas été examinée (Yamada et al., 2005).
De plus, il a été souligné que la MTHFR peut étre régulée positivement par le facteur (NF-
, un médiateur important de la survie cellulaire activé par le stress du reticulum
endoplasmique (RE) (Leclerc et Rozen, 2008).

FAD binding sib=

piaADPH binding ste Surf, Oranga)

[ Suwr?f, Rad ) Adormet binding site

Consarved Domair
(VDW, Silver)

Residuas invalvad In
Phosphorviation
(CPK, Rad)

Tryptic Cleavage sibe=
{(vDw. Tan)

Modal of Human MTHFR

Figurel?7. Un modéle de la structure du MTHFR humain. D’aprés Shahzad et al., (2013).

La méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) catalyse la réduction du 5,10-
méthylénetétrahydrofolate (CH,THF) en 5- méthyltétrahydrofolate (CH3THF) en utilisant la
flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofactor (Guenther et al., 1999). Le NADPH et
le 5,10-MTHF sont des substrats physiologiques, NADPH réduit le FAD, le FAD réduit
assure la réduction du 5,10-MTHF (lgari et al., 2011).
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L’activité de la MTHFR affecte ainsi la disponibilité du CH,THF, ce qui influence la synthése
de I’ARN et de I’ADN. Le CH3THF est requis pour la reméthylation de I’homocystéine (Hcy)
en méthionine (MET), qui intervient elle-méme dans la synthese protéique et la méthylation
de I’ADN et d’autres composés (CH3-X) (Leclerc et Rozen , 2007).

Etant donné que le produit CH;-THF est exclusivement utilisé par la méthionine synthase et
que seule la forme déméthylée (THF) peut étre recyclée dans le cycle du folate, la MTHFR
engage les unités monocarbonées liées au THF dans le cycle de la méthionine (Froese et al.,
2018).

Par conséquent, la MTHFR est une importante enzyme régulatrice du métabolisme des folates
et de I’homocystéine (Leclerc et Rozen, 2007).

111.3. Polymorphismes du géne MTHFR

Une soixantaine de polymorphismes de MTHFR ont été identifiés (Martin et al., 2006).
Cependant, il existe deux polymorphismes communs et bien décrits dans le gene
MTHFR: C677T et A1298C (Figurel8). Les répercussions fonctionnelles des autre
polymorphismes ont été peu caractérisées ou demeurent inconnues (Leclerc et Rozen,
2007). Les mutations 1755G — A (M5811) et 1793G — A (R594Q) ne sont pas représentées
sur la figure 17 (ci-dessous) car leur effet reste ambigu (Leclerc et Rozen, 2007).

D'autres polymorphismes ont été rapportés a 1059 bp, 1289 bp, 1317 bp, et 1793 bp (
(Trembath et al., 1999; Rady et al., 2002).
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Figure 18. Représentation schématique de 41 mutations du gene MTHFR et de 2 polymorphismes
particuliérement étudiés, d’aprés Leclerc et Rozen , (2007). Les 41 mutations spécifiées n’ont été
identifiées que dans des familles de patients présentant un déficit important de MTHFR. La protéine
MTHFR est représentée par un rectangle et les acides aminés mutés sont indiqués au-dessus, ainsi que
les mutations affectant 1’épissage du gene. Les nombres sous le rectangle désignent la position des
mutations dans la séquence de I’ADNc; 2 mutations différentes ont été identifiées a la position 1274,
Les nombres entre parentheses désignent la présence d une mutation intronique a proximité du résidu
mentionné. Les 2 polymorphismes de MTHFR les plus étudiés sont aussi indiqués, en vert. La
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mutation 459C — T (indiquée par « * » ) est muette et elle est représentée ici a titre indicatif car elle
accompagne exclusivement la mutation 458G — T (G149V, surmontée par « * »).

111.3.1. Le polymorphisme C677T de la MTHFR

Kang et ses collaborateurs (1988) ont identifié un variant de I'enzyme MTHFR caractérisé
par une activité enzymatique réduite et une thermolabilité, qui a été nommé «MTHFR
Thermolabile». Encore appelé variant thermolabile.

Fross et al., (1995) ont trouvé une mutation faux-sens dans 1’exon 4, dans laquelle un résidu
cytosine en position 677 du géne MTHFR est remplaceé par la thymine, cette mutation
commune (C677T), autosomique récessive, entraine une substitution de I'alanine par la valine,
les sujets homozygotes de cette mutation ont une activité spécifique réduite de la MTHFR
avec une thermolabilité accrue de I'enzyme (Figurel9).

MN-Tarminal
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Figurel9. Comparaison de la structure sauvage (normale) et mutée de la MTHFR (polymorphisme
C677T). A) Alignement structurel des acides aminés normaux (Bleu) et mutés (Violet) de MTHFR. B)
Observation rapprochée de structure mutée A222V (Hélice de couleur bleue montre la structure
normale/ I'hélice de couleur violet représente la structure mutée). D’aprés Shahzad et al., (2013).

Chaque homodimere de I’enzyme MTHFR contient deux molécules de FAD (cofacteur) liées
de fagcon non covalente au dimere et utilise NADPH (Shahzad et al., 2013). La mutation
C677T chez I'nomme (A222V) et chez E. coli (A177V) augmente le taux de dissociation du
FAD (perte du FAD), entrainant des modifications structurelles de I'enzyme (Yamada et al.,
2001) , cette perte s’accompagne d’une dissociation des sous-unités et d'une sensibilité a la
dénaturation thermique (lgari et al., 2011).

La mutation C677T affecte un résidu dans le domaine catalytique de I'enzyme (Matthews,
2002; Guenther et al., 1999). Bien que plusieurs résidus d'acides aminés importants sur le
plan catalytique dans le site actif de MTHFR ont été identifiés a partir d'études structurales et
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biochimiques utilisant I'enzyme E. coli (Trimmer et al., 2001; Lee et al., 2009), les détails
concernant le mécanisme de réaction ne sont pas encore complétement compris. De plus, il
n’a pas encore ¢t¢ déterminé comment AdoMet régule 1’activit¢ du MTHFR chez les
mammifeéres (lgari et al., 2011).

Le SNP (single-nucleotide polymorphism) de ce géne réduit la thermostabilité de I'enzyme
MTHFR en raison de la diminution de l'activité de I'enzyme a 37°C ou plus (Liew et Gupta ,
2015) par conséquent I'enzyme classique est instable. Des résultats ont montré que l'activité
dans MTHFR C677T homozygote a diminué de 50-60% a 37 ° C et de 65% a 46 °C par
rapport au groupe témoin (Reitsma, 2007). In vitro, les individus avec le génotype (TT) ont
présenté une activité enzymatique de MTHFR de 30% par rapport au type sauvage, tandis que
ceux ayant le génotype hétérozygote (CT), ont été trouvés avec une activité enzymatique de
60% de la protéine MTHFR (Frosst et al., 1995).

La fréguence de l'allele T varie considérablement en fonction de I'ethnie géographique des
populations, les valeurs allant de moins de 10% chez les Africains (Botto et Yang, 2000) a
environ 57% chez les Mexicains (Vilkaitis et al., 2003).

111.3.1.1. Le polymorphisme C677T de la MTHFR et I’hyperhomocystéinémie

En effet, pour la reméthylation de Hcy en méthionine, I'enzyme MTHFR est responsable de la
conversion du 5.10-méthyltétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate, la forme circulante et
physiologiquement active du folates et des donneurs de groupements méthyles primaire pour
la reméthylation (Williams et Schalinske , 2007).

Avec une réduction significative de 'activité enzymatique de MTHFR, I’Hcy ne peut pas étre

reméthylé en Méthionine et s'accumule (Skovierova et al., 2016).

Plusieurs rapports ont constamment démontré que 1’alléle T est associé a une concentration
élevée de tHcy dans le plasma. L'effet sur la concentration de tHcy est le plus prononcé chez
les sujets homozygotes (TT) présentant de faibles concentrations de folate (Brattstrom et al.
,1998) , ceci suggére que le statut en folate joue un réle important dans la détermination de
I’expression phénotypique de la protéine thermolabile. Cette observation est due peut étre a la
capacité du folate & maintenir I'enzyme MTHFR sous sa forme active (Jacques et Furlong
Choumenkovitch, 2005). Le folate peut stabiliser I'holoenzyme en augmentant I'affinité de
I'enzyme pour un cofacteur critique, la flavine adénine dinucléotide (FAD), qui transfere les
équivalents réducteurs du NAD (P) H au méthylenetétrahydrofolate (Ueland et al., 2001 ;
Matthews, 2002 ; Guenther et al., 1999).

En outre, Stern et al., (2000) ont montré que le génotype (TT) est associé a une méthylation
plus faible de I'ADN dans les leucocytes périphériques comparativement au génotype (CC),
cela est due a la diminution de la biodisponibilité du 5-MTHF nécessaire a la biosynthese de
la S-adénosylméthionine. Ce qui pourrait avoir des effets métaboliques secondaires en plus de
I'nyperhomocystéinémie.
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111.3.2. Le polymorphisme A1298C de la MTHFR

Un second polymorphisme génétique du géne MTHFR, A1298C, résulte de la transition de
I’adénine en cytosine sur le nucléotide (1298) dans 1’exon 7, conduisant & la substitution du
glutamate en alanine au codon 429 au niveau du domaine C-terminal regulateur de I'enzyme,
cette mutation est également associé a une activité réduite de la MTHFR (in vitro), mais pas a
la thermolabilité (Weisberg et al., 1998; van der Put et al., 1998). En effet, cette mutation se
situe dans I'extrémité C-terminale de I'enzyme, le domaine de régulation de la S-
adénosylméthionine, et peut entrainer une diminution de 40% de l'activité enzymatique du
génotype variant (Weisberg et al., 2002).

Contrairement a la mutation C677T, la mutation A1298C, seule ne semble pas étre associée a
des concentrations plasmatique élevée de tHcy ou a des concentrations plasmatiques basse du
folate (Jacques et Furlong Choumenkovitch , 2005).

Cependant, I'nétérozygotie combinée (la coexistence) pour ces deux polymorphismes, qui
produit un génotype de 677 (CT) / 1298 (AC), conduit a une élévation significative de
I'nomocystéine plasmatique (Van der Pat et al., 1998) et un profil biochimique similaire a
celui observe chez les homozygotes C677T présentant des taux éleves d’homocystéine et des
taux basses de folate (Khaleghparast A et al., 2014). De plus, les individus avec les
génotypes 677 CT et 1298 AC ont révélé une activité de 50 a 60% de la MTHFR de type
sauvage (Weisberg et al., 1998; van der Put et al., 1998).

La mutation A1298C du gene MTHFR a été moins étudiée que celle de C677T, le mutant
A1298C n’a fait I’objet que d’un nombre restreint d’études. Similairement, la prévalence de
l'allele C varie en fonction de 1’origine ethnique et de la race des populations. Les
prévalences allant de 10 a 23% chez les Indiens du Nord (Alam et al., 2008) a environ
(36%) chez les Canadiens et Européens (Sun et al., 2005).

I11.4. Les polymorphismes: C677T, A1298C et maladies

Les polymorphismes du gene MTHFR sont directement liés a de nombreuses maladies. La
relation entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et la maladie comporte deux aspects;

1. La maladie peut influencer les concentrations de tHcy, cet effet est modifié par ce
polymorphisme.

2. le génotype pourrait étre associé a un risque de maladie, médié éventuellement par un
métabolisme altéré des folates et de I’Hey (Ueland et al., 2001).

L'allele 677T a été associé a des taux plasmatiques élevés d'homocystéine (Kluijtmans et al.,
1997). Des méta-analyses suggerent que le génotype677TT peut étre un facteur de risque pour
les accidents vasculaires cérebraux, la thrombose veineuse et les maladies coronariennes,
notamment s’il y’a un déficit en folates (Ueland et Rozen , 2005). Cependant une métanalyse
récente n’a pas trouvé une association entre le polymorphisme C677T et la maladie
coronarienne (Clarke et al., 2012) Egalement, en Algérie, Houcher et al., (2012) ont révélé
que la mutation du gene MTHFR C677T, ne semble pas étre associée a une élévation du taux
de I’'tHcy plasmatique chez les patients cardiaques.
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A propos du polymorphisme A1298C, chez les Marocains, il semble influencer les niveaux de
tHcy et agit en tant que facteur de risque indépendant de la CAD (Coronary artery disease)
(Laraqui et al., 2007) alors que la plupart des études n’ont pas pu trouver une association
entre A1298C MTHFR et les niveaux de tHcy (Botto et al., 2003 ; Hanson et al., 2001).

Deux études cas-témoins portant sur un groupe de recherche américain ont été publiées en
1999 (James et al., 1999) et 2000 (Hobbs et al., 2000), montrant une forte association entre
le génotype TT du polymorphisme 677C — T et le syndrome de Down (DS). Cependant, trois
études européennes, menées en France, en Irlande et en lItalie, n‘ont mis en évidence aucune
preuve d'une telle association. (Chadefaux-Vekemans et al., 2002; Stuppia et al., 2002).
L'eftet de I’Hhcy sur le risque maternel de DS a montré des concentrations de 1’Hcy
significativement plus élevées chez les meres DS que chez celles du groupe témoin. Ce
résultat a montré que les concentrations de Hcy étaient significativement différentes chez les
meéres porteuses du génotype MTHFR1298CC (les méres DS) par rapport aux meéres témoins
(Biselli et al., 2008).

Des études ont montré que les carences en folate pouvaient augmenter 1’incidence des
cancers. Avec I’épuisement croissant de la thymidine en raison d’une carence en folate, la
mauvaise incorporation continue de ’uracile dans I’ADN finira par entrainer une réparation
«inutile» ou «catastrophique» de I’ADN (Liew et Gupta, 2015). La déstabilisation de I'ADN
peut conduire a des aberrations chromosomiques et a une transformation potentiellement
maligne (McKinnon et Caldecott, 2007).

En outre, le génotype (TT) est un facteur de risque établi pour les anomalies du tube neural
(ATN) (Van der Putet al.,, 1995; Botto et Yang, 2000). Il convient de noter que
I’association entre le génotype A1298C et le risque de NTD, suggérée par I’estimation du
risque global, était essentiellement tirée d’une seule étude (De Marco et al.,2001) Cette étude
a révélé une relation dose-réponse tres significative entre le nombre d'alléles C et le risque de
NTD, tant pour le génotype de la mere que du nouveau-né (De Marco et al.,2001) .
Cependant, toutes les autres études ne montrent aucune relation de ce type, chez les patients et
les méres.Certains auteurs ont suggéré que les individus qui sont hétérozygotes pour les deux
alleles variants (677C.T et 1298A.C) peuvent présenter un risque accru de NTD (van der Put
et al., 1998 ; Richter et al., 2001).

Une étude japonaise a confirmé I’existence d’une association entre le génotype MTHFR 677T
et la schizophrénie (Arinami et al., 1997). Le génotype homozygote 677T était
significativement surreprésenté chez les schizophrénes. Cependant, cette étude a été suivie de
deux études négatives, une japonaise (Kunugi et al., 1998) et une espagnole (Virgos et al.,
1999), qui n'ont pas pu trouver une telle association chez les patients schizophrénes
relativement agés (moyenne de 58 ans).
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1V. Matériels et Méthodes

IVV.1.Matériels
IV.1.1. Population d’étude

L’étude que nous avons entreprise a porté sur deux populations; une population de malades
regroupe 14 jeunes patients ayant subi un infarctus du myocarde (IDM), dont I’age est
inférieur & 40 ans, (allant de 14 ans & 40 ans, de rares cas de patients), ainsi I’4ge moyen était
de 33.35+6.35 (ans). Sujets des deux sexes provenant de différentes régions des Aures (ville
de Batna, Khenchela, Oum EIl Bouaghi...). Tous ces patients ont présenté une athérosclérose
coronarienne (phase chronique), et qui ont été diagnostiqués par des médecins cardiologues
du service de cardiologie, lors de leurs hospitalisations.

Une deuxieme population témoins de référence, comprenant des sujets sains des deux sexes,
présumé en bonne santé, qui se répartissent en 64 hommes et 30 femmes (au total; 94
individus), leurs &ge moyen est ; 29.46 + 15.68 (ans), 43.03+15.28 (ans) respectivement.

Critéres d’inclusion :

- Pour la population de référence; Sujets sains des deux sexes résidants dans les
différentes régions des ‘” Aures .

- Pour la population pathologique:Les patients avec une athérosclérose
coronarienne (en phase chronique).

Criteéres d’exclusion:

- Pour la population pathologique; Tous les sujets refusant de faire le
prélevement.

- Pour la population de référence; Les sujets ayant des ATD personnels et
familiaux (HTA, IDM, AVC, les artériopathies des membres inferieurs. ..etc),
les sujets ayant une insuffisance rénale ou hépatiques ou sous traitement
médical, femme enceinte ou celles prenant des cestroprogestatif au moment de
I’enquéte.

Un questionnaire clinique a été établi pour le recueil de toutes les données nécessaires pour
tous les sujets de la population d’étude (Annexe I).

Le prélevement sanguin est appliqué, au niveau de la veine du pli du coude, a I’aide d’un
mateériel stérile chez les sujets & jeun depuis au moins 12 heures. Les prélévements sanguins
ont été réalisés dans les centres de recrutement respectifs, dans différentes villes (les centres
hospitaliers universitaires et les clinique privées) et leur conservation adéquate a été effectué
au sein du laboratoire ‘LMPBC’ a I’'université de Batna 2.

Le sang total a été recueilli dans différents tubes puis centrifugés a 4000 tr/mn pendant 15 mn
le jour méme du prélevement, afin de récupérer ; du sérum, si le prélevement a été effectue
sur un tube sec, donc, le caillot est éliminé, ou du plasma, si un tube a anticoagulant ‘EDTA,
Ethylene Diamine Tétra-Acétique’ (I’héparine inhibant I’action de la Taq polymérase) qui a
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éte utilisé, le culot sera gardé dans ce cas, afin de réaliser I’extraction de I’ADN en vue de
L'étape d'échantillonnage influence directement la qualité des résultats
analytiques obtenus.

Tous nos échantillons doivent étre conservés sous une température de -20°C jusqu’a leur
transport vers le laboratoire de Nutrition Génétiqgue et Exposition aux Risques
Environnementaux du CHU de Nancy (France) pour I’extraction de I’ADN, le génotypage
(étude des polymorphismes) et le dosage de divers parameétres biochimiques. Le transport des
échantillons est effectué dans une glaciére hermétique afin d’éviter la rupture du cycle
thermique et la décongélation de nos échantillons. L’étape pré-analytique, entre autres, est
primordiale pour assurer la validité du résultat. De plus, lors des analyses génétiques et
biochimiques, tous les protocoles ont été rigoureusement suivis et respectés.

IV.2. Méthodes
1V.2.1. Méthode de dosage des différents parameétres biochimiques

1VV.2.1.1. Dosage des triglycérides

Par méthode enzymatique, colorimétrique (GPO/PAP) utilisant la glycérol-phosphate-oxydase
et la 4-aminophénazone (mésuré sur un Analyseur AU5800; Beckman Coulter):

Les triglycérides subissent une hydrolyse enzymatique par la lipoprotéine-lipase (LPL) en
glycérol et acides gras, le glycérol formée est phosphorylé ensuite en glycérol-3-phosphate par
I’ATP en présence de la glycérolkinase (GK). L’oxydation du glycérol-3-phosphate est
catalysée par la glycérol-phosphate-oxydase (GPO) pour former du dihydroxyacétone-
phosphate et du peroxyde d’hydrogene (H2O5) :

LPL
Triglycérides + H,O0 ——— glycérol + acides gras

GK
Glycérol + ATP ——— glycérol-3-phosphate + ADP

GPO
Glycérol-3-phosphate + 0,———  dihydroxyacétone - phosphate + H, 0,

POD
2H, 0, +4-aminophénazone+4 chlorophénol ————— quinonéimine+ 4H, O

En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogéne formé entraine le couplage
oxydatif du 4-chlorophénol et de la 4-aminophénazone pour former un colorant quinonéimine
rouge, qui est mesuré a 512 nm. L'intensité de la coloration développée est directement
proportionnelle & la concentration des triglycérides dans 1’échantillon. Les valeurs normales
sont inferieures a 1,50 g/I.

1VV.2.1.2. Dosage du cholestérol total

Par méthode enzymatique, colorimétrique (CHOD/PAP) utilisant la cholestérol-estérase, la
cholestérol-oxydase et la 4-aminoantipyrine (Analyseur AU5800; Beckman Coulter):
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La cholestérol-estérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol
libre et des acides gras :

CE
Ester du Cholestérol + H, 0 ————— Cholestérol + Acides gras
La cholestéroloxydase (CHOD) catalyse ensuite I’oxydation du cholestérol en cholesténe-4
one-3 eten H,0,:

CHOD
Cholestérol +02 @~ ———> cholesténe-4 one-3 + H, 0,

POD
2H, 0, +4-aminophénazone+4 chlorophénol —— quinoneimine+ 4H, O

Le peroxyde d’hydrogene formé conduit au couplage oxydatif du phénol et de la 4-amino-
antipyrine (4-AAP) pour former un colorant quinonéimine rouge, la peroxydase (POD)
catalyse cette réaction.

L’intensité de la couleur du colorant quinonéimine rouge est directement proportionnelle a la
concentration de cholestérol dans l’échantillon. On la mesure avec 1’augmentation de
I’absorbance a 520 nm.

Les valeurs normales: le taux de cholestérol total doit étre inférieur ou égal a 2 g/I.

1VV.2.1.3. Dosage du cholestérol LDL

Par méthode enzymatique colorimétrique (CHOD/PAP) sans prétraitement des échantillons.
Le taux du LDL-C peut étre dosé directement par I’utilisation des détergents sélectifs, les
réactions suivantes résument les deux étapes du dosage (Analyseur AU5800; Beckman
Coulter):

1iere

étape:

HDL, VLDL, chylomicrons + détergent 1 ———— cholésterol libréré.

CE/CHOD
Cholestérol —— Cholestérol oxydé + H, O,

POD
H; O, + 4-aminoantipyrine —————  Produit incolore

2eme

étape:

LDL + détergent2 —————  cholésterol libré

CE/CHOD
Cholestérol ———— cholestérol oxydé + H,0,

POD
H, O,+ 4-aminoantipyrine + DSmMT —————  colorant quinonéimine

Le second détergent libere le cholestérol des particules de LDL qui sont soumises a la réaction
enzymatique en présence du coupleur pour former un produit coloré. L’intensité de la couleur
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du colorant quinonéimine rouge est directement proportionnelle a la concentration de
cholestérol LDL. On la mesure avec 1’augmentation de I’absorbance a 552 nm. Les valeurs
normales sont inferieures a 1, 30 g/l.

1VV.2.1.4. Dosage du cholestérol HDL

Par méthode enzymatique colorimétrique (CHOD/PAP) sans prétraitement des échantillons
(Analyseur AU5800; Beckman Coulter):

La méthode HDL-Cholesterol direct est basée sur I’adsorption de polyanions synthétiques a la
surface des lipoprotéines. Les LDL, les VLDL et les chylomicrons sont ainsi transformés en
une forme résistante au détergent, tandis que les HDL ne le sont pas:

LDL, VLDL, chylomicrons + polyanions ————— complexes lipoprotéine polyanion

L’action combinée de polyanions et de détergent solubilise le cholestérol des HDL, mais pas
celui des LDL, des VLDL et des chylomicrons :

HDL + détergent ————— complexes micellaires

Le cholestérol solubilisé est oxydé par action enzymatique séquentielle de la (CE) et de la
(CHOD).

CE/CHOD
Complexes micellaires —————  cholestérol oxydé + H,0,
Le peroxyde d’hydrogene formé réagit avec le N, N-bis (4-sulfobutyl)-m-toluidine (DSBmMT)
et lad-aminoantipyrine (4-AAP) en présence de peroxydase (POD) pour former un colorant
quinoneimine rouge:

POD
H, O,+ 4-aminoantipyrine+DSmT —————  colorant quinonéimine

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de HDL présente dans
I’échantillon testé et fait 1’objet d’une mesure photométrique (a 552 nm). Les valeurs de
références ne doivent pas dépasser pas au minimum 0,40 g/l. Un HDL-cholestérol inférieur a
0,40 g/l, quel que soit le sexe, constitue un facteur de risque cardiovasculaire.

IV.2.1.5. Dosage de I’urée
Dosage par méthode cinétique enzymatique, sur un Analyseur AU5800; Beckman Coulter:

Au cours de la réaction, I'urée est hydrolysée en présence de 1’uréase en ammoniaque
(NH4") et (CO,):

) Uréase “
Urée + H,O ———— 2 (NHy) ™ “+CO;,
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L'ammoniac formé réagit ensuite avec l'o -cétoglutarate et le NADH (B-nicotinamide-adenine-
dinucléotide réduite) en présence de GLDH (glutamate déshydrogénase) avec formation de L-
glutamate et de NAD+ (B-nicotinamide adénine dinucléotide):

GLDH
NH," + o -oxoglutarate+ NADH ———  L-Glutamate+ NAD"+H,0

La diminution de NADH est directement proportionnelle a la concentration de 1’urée contenue
dans I’échantillon. Les valeurs normales de I’urée dans le sang varient de 0,22 0, 5 g/l.

1VV.2.1.6. Dosage de la protéine C-réactive (CRP)

Les taux de protéine C-réactive dans le plasma peuvent augmenter fréqguemment aprés un
infarctus du myocarde, un stress, un traumatisme, une infection, ou une inflammation.

Avec “’Beckman Coulter AU System CRP Latex reagent’’, la CRP peut étre mesurée a de tres
faibles concentrations. La technique est de type immuno-turbidimétrique sur particules de
latex recouvertes d’anticorps monoclonaux et présentant des affinités différentes vis-a-vis de
la CRP. La concentration en CRP est déterminée par mesure photométrique en point final de
la réaction antigene- anticorps.

Les complexes immuns formés en solution dispersent la lumiere proportionnellement, a leur
taille, leur forme et leur concentration. Les turbidimetres mesurent la réduction de I'incidence
de la lumiére due a la réflexion, & I'absorption ou & la dispersion. Dans cette procédure, la
mesure du taux de diminution de I’intensit¢ lumineuse transmise (augmentation de
I’absorbance) par les particules en suspension dans la solution résulte des complexes formés
lors de la réaction immunologique entre la CRP du sérum du patient et des anticorps anti-CRP
de lapin recouvert de particules de latex. Par conséquent, le résultat de la réaction
immunologique du mélange du réactif de latex avec le sérum contenant la CRP conduit a une
réaction «Ag-Ac» qui forment un précipité qui est mesuré en turbidimétrie.

La limite critique est: (< 5mg/L).
1V.2.1.7. Dosage de la BNP (Brain natriuretic peptide)

La concentration plasmatiqgue de BNP; brain natriuretic peptide ou peptide natriuretique
humain de type B, augmente physiologiquement ou lors d’insuffisance cardiaque, ou d’un
syndrome coronariens aigus (SCA), en réponse a une augmentation de la pression pariétale et
de 1’étirement du muscle cardiaque.

C’est un dosage immunoenzymatique a deux sites « sandwich », (Analyseur AUS5800;
Beckman Coulter).

Dans un premier temps, I'échantillon et un conjugué anticorps monoclonal de souris anti-BNP
humain — phosphatase alcaline et des particules paramagnétiques revétues d’un anticorps
Omniclonal de souris anti-BNP humain, sont mis en présence. Le BNP présent dans
I’échantillon se lie aux microparticules recouvertes d'anticorps de souris anti-BNP
immobilisés sur la phase solide, alors le conjugué anticorps de souris anti-BNP réagit
specifiquement avec le BNP lié. Dans un deuxiéme temps, les matériaux liés a la phase solide
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sont retenus grace a un champ magnétique alors que les matériaux non liés sont éliminés par
lavage, aprés une incubation dans le récipient réactionnel.

L’addition d’un substrat chimiluminescent, le Lumi-Phos®* 530, au mélange réactionnel
permet de produire une lumiére par la réaction (réaction chimiluminescente) et est mesurée a
I’aide d’un luminomeétre.

La production de lumiere est directement proportionnelle a la concentration en BNP de
1”échantillon.

La valeur référence de BNP est inférieurs ou égale a 100 pg/ml.

1V.2.1.8. L activité aspartate aminotransférase (ASAT)

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique a l'intérieur des cellules.
Ils existent en deux types (ASAT, ALAT), ces enzymes sont présentes dans plusieurs tissus
(foie, cceur, reins, muscles...), reflétant ainsi 'activité du foie et du cceur biologiques, de ce
fait, leur augmentation témoigne d'une lésion cellulaire dans ces organes.

Une détermination quantitative de la ASAT et I’ALAT est mesurée sur Analyseur AU5800;
Beckman Coulter:

L’aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse la transamination de 1’aspartate et de 1’a-
oxoglutarate pour former du L-glutamate et de I’oxalacétate :

ASAT
L-Aspartate + a- Oxoglutarate —— L-Glutamate + Oxalacétate.

L'oxalacétate est ensuite réduit en L-malate par la malate déshydrogénase (MDH), tandis que
le NADH est converti simultanément en NAD +:

MDH
Oxalacétate + NADH + H*  — L-Malate + NAD"

La diminution de I'absorbance due a la consommation de NADH est mesurée a 340 nm et est
proportionnelle a l'activité ASAT dans I'échantillon.

Les valeurs usuelles de I’ASAT s’échelonnent de 10 a 40 UI/L pour hommes et de 10 a 35
UI/L pour femmes. Les valeurs de références de I’ALAT oscillent entre 10 et 45 pour
hommes et entre 10 et 35 pour femmes.

1V.2.1.9. L activité alanine aminotransférase (ALAT)

Le principe du dosage du I’ALAT est présenté dans le schéma réactionnel suivant ( Analyseur
AU5800; Beckman Coulter):

ALAT transfére le groupe amino de l'alanine a 'a-oxoglutarate pour former du pyruvate et du
glutamate:

ALAT
L-Alanine + a-oxoglutarate ————— L-glutamate + pyruvate.
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Le pyruvate entre dans une réaction catalysée par lactate déshydrogénase (LD) avec le NADH

pour produire du L-lactate et du NAD + :
LD
Pyruvate + NADH + H* ———— L-Lactate + NAD".

La diminution de I'absorbance due a la consommation de NADH est mesurée a 340 nm et est
proportionnelle a l'activité ALAT dans I'échantillon.

1V.2.1.10. Dosage de I’homocystéine par le systeme IMx (Fiche technique, CHU Nancy).

Le dosage de ’homocystéine est déterminé par polarisation de fluorescence (methode FPIA)
sur IMx (ABOTT, France) selon une technique immunoenzymatique, basée sur deux
principes ; la fixation compétitives a des anticorps et la polarisation de la fluorescence. Ce test
inclut une premiere étape dans laquelle I’homocystéine liée (forme oxydée) est réduite en
homocystéine libre, sous 1’action de DTT (dithiothreitol). Dans la deuxieme étape,

I’homocystéine libre est convertie en S-adénosyl-L-Hcy (SAH). Une troisieme étape
consistant & une compétition entre le SAH et le traceur marqué a la fluorescence :

1. Réduction au DTT

Le DTT est un agent réducteur qui clive les liaisons HCY-HCY, HCY-CYS et HCY-
protéines, permettant le dosage de I’Hcy totale. Alors, des formes disulfures de
I’homocysteine ou liée aux protéines dans 1’échantillon a tester, sont réduite en Hcy libre :

HCY-SS-HCY (Homocystine) DTT
R1-SS-HCY (R1=résidu thiol) » HCY
Protéine-SS-HCY

2. Conversion enzymatique

La conversion enzymatique de I’Hcy libre totale en S-adénosyl-L-homocystéine(SAH) en
utilisant de la SAH-hydrolase et en présence de 1’adénosine en exces:

SAH- hydrolase
HCY + Adénosine > SAH

3. Lacompétition entre le SAH et le traceur marqué a la fluorescence

L’ajout d’un traceur marqué a la fluorescence a des anticorps monoclonaux, permet a la SAH
et au marqueur d’entrer en compétition pour occuper les sites de liaison sur la molécule
d’anticorps monoclonal. La concentration en tHcy présente dans I’échantillon est déterminée
par la mesure de I’intensité de polarisation de la fluorescence, mesurée par le systeme optique
FPIA.

Le logiciel (Modules systeme IMx — version 6.0 ou nsupérieure) et le logiciel (Modules
Dosages IMx d’exploitation du métabolisme — version 4.0 ou supérieure), sont nécessaires
pour le fonctionnement de I’appareil, et ainsi pour effectuer ce dosage
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1VV.2.1.11. Dosage quantitatif et simultané de la vitamine B12 (Cobalamine) et des folates
(vitamine By) (Fiche technique, CHU Nancy).

Le dosage radioimmunlogique des Vitamine By, [57Co] / Folates [1251] est effectués, grace
au coffret commercial SIMulITRAC-SNB de MP Biomedicals. Les taux de vitamine By, et de
folates sont simultanément déterminés dans un seul tube. Lors de ce test, un complexe de
marqueurs de la vitamine B, et des folates, les réactifs de liaison et les étalons, disponible
sous forme combiné, a été utilisé. Les folates sous forme d’acide ptéroyglutamique (PGA) sert
a la fois comme étalon et comme marqueur. Une incubation du mélange a pH de 9,5 (pH de
liaison) est nécessaire; ’acide 5-methyl-tetrahydrofolique (MTFA) de I’échantillon du patient
et le PGA des étalons ont une affinité égale pour le réactif de liaison lacté (produit a partir de
lait de vache).

En se basant sur le principe de compétition, la vitamine By, ou les folates non marquées
entrent en compétition avec leurs homologues marqués liés au réactif vis-a-vis un nombre
constant de sites de fixation. De ce fait, le taux de radioactivité liée est inversement
proportionnel a la concentration de 1’échantillon du patient ou de 1’étalon. A 1’aide d’un
compteur gamma de type COBRA-II™ autogamma (Packard) & double canal, on pourrait
facilement séparer 1’énergie produite (les taux) par chacun des deux marqueurs: [S7Co] pour
la vitamine B et [1251] pour les folates.

Ce coffret (SimulTRAC-SNB de MP Biomedicalis) utilise un facteur intrinseque purifié (FT),
qui se lie spécifiquement a la cobalamine. Aprés élimination de protéine R (qui possede une
forte affinité aux analogues de la cobalamine dans le plasma humain) par chromatographie
d’affinité il ne restera que le (FT) purifié disponible pour cette liaison. Par conséquent, le (FT)
permet de mesurer de fagon exacte le taux de la cobalamine dans le plasma a tester. Ainsi, le
méme principe est appliqué pour les folates, le (FT) purifié et le réactif de liaison lacté des
folates ont été fixés de fagon covalente sur un support solide.

Notant que durant cette procédure, les réactifs de liaison sériques endogénes pour la vitamine
B1, et pour les folates sont détruits aprés incubation de 15 minutes avec le marqueur/DTT,
suivie d’une réaction d’extraction durant 10 minutes a un pH alcalin.

Les dosages sont déterminés par référence aux courbes d’étalonnage. La courbe pour la
vitamine By, et les résultats sont calculés a partir des valeurs obtenus par comptage du Cobalt
57 ; et par comptage de 1’lode 125 pour les folates (Fiche technique, CHU Nancy).

1VV.2.2. Recherche de la mutation

1V.2.2.1. Extraction d’ADN (annexe I1)

L’ADN génomique a été isolé des leucocytes (cellules nucléées) a partir de 5 ml de sang total
prélevé sur des tubes EDTA. L’extraction se fait grice au kit BACC nucléon 3 ®
commercialisé par Amersham Biosciences.

Aprés hémolyse du sang par une solution hypotonique dans des tubes coniques (Falcon), les
étapes de I'extraction sont les suivantes:
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Protocole d’extraction (Extraction ADN, kit BACC nucléon 3 ®, Fiche technique CHU
Nancy).

Lyse des Globules rouges (hémolyse), la lyse est réalisée comme suit;

o Ajouter 4 volumes de réactif A (solution hypotonique) dilué (1/4) a un volume du
culot sanguin, mélanger 4 mn a température ambiante sur la plague tournante.

o Centrifuger pendant 5 mn a 1300 g.

o Rejeter le surnageant a la pompe a vide.

o Ajouter 1 ml de réactif A, puis agiter et mettre dans la glace pendant 5mn.

o Centrifuger pendant 5 mn a 1300.

o Rejeter le surnageant a la pompe a vide.

o Garder le culot

Lyse des globules blancs (destruction des membranes des globules blancs)

NB : En fonction du culot faire un % protocole ou un mini protocole.

Pour le demi-protocole:

- Ajouter 1ml réactif B (limpide).

<+ Vortexer jusqu’a dissocier le culot.

- Rajouter 250 pl du perchlorate.

' Agiter par retournement 7 fois environ.
Pour le mini-protocole:

- Ajouter 350 pl réactif B (limpide).

Vortexer jusqu’a dissocier le culot.
-+ Rajouter 100 pl perchlorate.
- Agiter par retournement 7 fois environ.

Elimination des protéines

Pour le demi-protocole:
' Ajoutez 1 mL du chloroforme.

Agiter par retournement 7 fois environs.

2 Ajoute 150 pl de résine vortéxée.

- Centrifuger pendant 5 mn a 1300 g.

- Formation de deux phases; une phase supérieur a la résine, la phase aqueuse contenant
I'ADN et une phase organique comprends les protéines hydrophobes et les lipides a
éliminer.

Pour le mini-protocole

' Ajoutez 600 pl du chloroforme (solvant des protéines hydrophobes et piege les
protéines au fond du tube).

Agiter par retournement 7 fois environs.

2 Ajoute 100 pl de résine vortéxée.

- Centrifuger pendant 5 mn a 1300 g.
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Formation de deux phases; une phase supérieur a la résine, la phase aqueuse contenant
I'ADN et une phase organique comprends les protéines hydrophobes et les lipides a
éliminer.

Récupération de ’ADN
' Dans un autre falcon de 15 ml, on récupére la phase aqueuse (ADN).
Ajouter le méme volume d’éthanol absolu froid (a — 20°C) pour 400 ul a 2 ml de la
phase aqueuse récupérée dan I’étape précédente puis agiter.
Récupération du filament d’ADN avec une tige en plastique, et le transvaser dans un
eppendorf.

Solubilisation de ’ADN extrait

' Dans un gros eppendorf, ajouter du TE Buffer 1X (de 50 pl a 600ul selon la pelote
d’ADN).
Agiter 2 heures sur la plaque tournante.

1VV.2.2.2. Détermination de la pureté et la concentration de ’ADN

La qualité et la concentration de I’extrait sont cruciales pour une analyse réussie par la PCR
en temps réel (RT-PCR). Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas
aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes, il est donc nécessaire de procéder a la
réextraction de la pelote de 'ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Aussi, une
surconcentration de I’ADN peut conduire a une inhibition de la réaction de PCR.

Détermination de la pureté

- L’ ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent a
280 nm.

- Une dilution de I’échantillon au 1/100 dans I’eau distillée (10 uL de I’ADN solubilisé dans
990 pL de I’eau stérile).

- Les DO (densité obtique) sont lues par spectrophotométrie UV-visible, dans le méme type
de cuve que celle ayant servi a faire le zéro (eau stérile) a 260 et a 280 nm.

La puret¢ de I’extrait est évaluée par le rapport DO260 / DO280, en indiquant la
contamination de I’ ADN par les protéines ou par les ARN. On considere que:

- L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R= DO 260/DO 280 se situe entre 1.8
et 2. ce qui est le cas de tous nos échantillons.
-+ L’ADN est contaminé par des protéines si R< 1.8
" L”ADN est contaming par les ARN quand R > 2.
NB; Si le R< 1.8 ou >2: indique une contamination par les protéines ou prélevement de
mauvaise qualité. Ces contaminations diminuent ’activité des enzymes utilisées lors de la
PCR et créent des hybridations non souhaitables.
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Détermination de la concentration

La concentration d’ADN a été mesurée par lecture de [’absorbance a 260 nm sur un
spectrophotométre UV-Visible couplé a une imprimante, en utilisant des cuves en quarts. Elle
est donnée par le tableau directement, et calculer par la formule suivante;

ADN (ng/ul)=Azsnm X facteur de dilutionX50

Sachant que;
- 1 unité de DO nm=50 ug/ml d’ADN double brin.
- Dans notre protocole, le facteur de dilution est égal a 19, la concentration était
comprise entre 200 et 900 pg/ml.

1V.2.2.3. Amplification d’ADN par PCR

La PCR est I'abréviation anglaise de polymerase chain reaction, I'amplification en chaine par
polymérase, est une méthode de biologie moléculaire conduit a I'amplification in vitro de
plusieurs millions de fois une séquence spécifique d'acide nucléique. Cette technique mise au
point par le scientifique américain Karry Mullis en 1985 (Prix Nobel dés 1993). Depuis son
invention, la PCR est devenue la technique la plus utilisée pour la détection de I’ADN et de
I’ARN.

Principe de la technique

La technique de PCR permet de réaliser une succession de réactions de réplication d'une
matrice double brin d'ADN, en multipliant spécifiquement le segment d’ADN d'intérét (aussi
appelé ADN cible). Pour initier le processus, des amorces (ou primer) oligonucléotidiques de
20 a 25 nucléotides, dont les extrémités 3' pointent I'une vers l'autre s’hybrident de part et
d'autre de la séquence a amplifier. La synthése du nouveau brin se fait a I’aide de ’ADN
polymérase (Taq polymérase), dans le sens 5' vers 3'. Le nombre de brins obtenus a la fin du
premier cycle est le double du nombre de brins initialement présents. Chaque brin servira a
son tour de matrice pendant le second cycle. De ce fait, la PCR permet a chaque cycle de

L'ADN bicaténaire est déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué et ré-enroulé, selon des
cycles répétitifs comprenant les trois étapes suivantes:

La dénaturation thermique de I'ADN: C'est la séparation des deux brins d'ADN,
obtenue par élévation de la température comprise entre 93 et 96°C. les liaisons
d'hydrogénes sont rompues et les 2 brins de I'ADN se séparent et I'ADN passe sous
forme simple brin dans le milieu.

Hybridation des amorces a I'ADN cible, de deux oligonucléotides utilisés comme
amorces, chacune complémentaire d'un des 2 brins. La température permettant la
fixation des amorces sur les monobrins d'/ADN est comprise entre 50°C et 65°C. Il
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s'agit d'un couple d'amorces, complémentaire encadrant le fragment d'’ADN a
amplifier.

e Extension des amorces de la chaine d'’ADN par addition de nucléotides a partir des
amorces en utilisant une enzyme polymérase, la Taq polymérase qui allonge les
amorces en y incorporant les désoxyribonucléiques complémentaires de la séquence
de la matrice auquel elle est hybridée. Cette étape s'effectue a une température de
72°C.

1VV.2.2.4. Recherche de la mutation C677T et A1298C du géne MTHFR par PCR en
temps réel (RT- PCR)

a. Principe du RT- PCR

En 1992, Russell Higuchi,fut I’un des premiers a faire ’analyse des cinétiques de la PCR en
¢laborant un systeme qui détectait le produit de la PCR au fur et & mesure qu’il s’accumulait.
La PCR quantitative en temps réel repose sur la possibilité de suivre au cours du temps « en
temps réel » le processus de PCR a I’aide de la fluorescence. Elle est basée sur la détection et
la quantification d’un «reporter» fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a
(portion d'’ADN définie par un couple d'amorces) générés durant
chaque cycle, a ’opposé de la PCR quantitative conventionnelle ou les amplicons ne sont
(Elyse Poitras et Alain Houde, 2002). Donc, on suit la
cinétique de formation d'amplicons en temps réel via un signal fluorescent. Le développement
de la PCR quantitative en temps réel a permis de recueillir les données quantitatives avec
précision, et de facon fiable et routiniere. Le processus complet est automatisé du début a la
fin rendant cette technologie trés performante pour des applications d’analyses a grande
échelle.

» Courbe de fusion

La courbe de fusion est obtenue par dénaturation des duplex produits de PCR/sondes
d’hybridation en fin de PCR. L’analyse de cette courbe de fusion permet de détecter une
variation nucléotidique grace a la température de fusion de ces duplex.

Aprés la PCR, la température est rapidement élevée a 95°C pour dénaturer les produits de
PCR, puis la température est abaissée progressivement pour favoriser I’hybridation des sondes
avec les produits de PCR. La température est ensuite élevée tres lentement de 45°C a 85°C
(0,1°C/sec). La fluorescence est lue en continu pendant cette dénaturation trés progressive des
duplex : on obtient une courbe de fusion.

1. pour les températures faibles (inférieures a la température de fusion), les sondes sont
hybridées sur la région cible, le fluorochrome émet une fluorescence par FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfert);

2. quand la température augmente, une partie des duplex commencent a se dénaturer, les
sondes s’¢loignent les unes des autres, le phénomeéne de FRET diminue
progressivement;
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3. Une fois la température de fusion atteinte, 50 % des duplex sont dénaturés. Lorsque la
séquence de la région cible est différente de celle d’une des deux sondes
d’hybridation, il y a formation d’un hétéroduplex avec une température de fusion plus
faible que celle de I’homoduplex (Fiche technique; utilisation Light Cycler 480 11,
CHU de Nancy).

» FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert)

Les deux sondes (donneur et accepteur) s’hybrident sur leur région cible spécifique, elles sont
trés proches I'une de I’autre. Le fluorochrome de la sonde donneur est excité par une longueur
d’onde adéquate, 1’énergie est transférée par FRET du donneur a 1’accepteur. L’appareil
détecte la fluorescence émise par 1’accepteur. L’intensité de fluorescence émise est
directement proportionnelle a la quantit¢ d’ADN cible (Fiche technique; utilisation Light
Cycler 480 11, CHU de Nancy).

3' Donor Fluorophore (F,)

o
-~
. ™ 4
Oligo Probe 1 5' Acceptor
Fluorophore (F,) —_~ - \
F' - i / Amplified Target DNA

Oligo Probe 2

1V.2.2.5. Analyse des polymorphismes C677T et A1298C de la MTHFR

Le génotypage des mutations C677T, et A1298C du géne MTHFR a été déterminés en
utilisant la PCR en temps réel-FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) (Real-Time
PCR-FRET), il est réalisé sur I’instrument Light Cycler ® 480 II (Roche Diagnostic, Meylan,
France) (Ririe et al., 1997; Vossen et al., 2009). L’analyse génétique des polymorphismes a
été effectuée pour la population saine et pour la population des malades d’apres une courbe
d’analyse de fusion performée dans des tubes capillaires Light Cycler® préalablement
refroidi, avec un Kit de détection de chaque polymorphisme.

Un fragment de 233 bp du géne de la MTHFR est amplifi¢ a partir d’ADN génomique
humain, a I"aide d’un couple d’amorces spécifiques, et avec 'utilisation de deux sondes
fluorescentes; HybProbe spécifiques et complémentaire du fragment recherché, afin de
détecter et de définir le génotype de I’ ADN amplifié:
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Les amorces utilisées pour I’étude du polymorphisme de la MTHFR C677T sont :

Amorce sens: 5TGGCAGGTTACCCCAAAGG 3
Amorce anti -sense : 5TGATGCCCATGTCGGTGC 3

Les séquences hybridation probe sont :

Prob Flu 5’- TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTC 3
Prob Red 5’- CGGGAGCCGATTTCATCAT 3'

Concernant le polymorphisme de la MTHFR A1298C, les amorces sens et anti-sens utilisées
sont :

Amorce sens : 5'- CTTTTGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3

Amorce anti-sens : 5'- CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3
Les séquences hybridation probe sont :

Prob Flu : 5'- AAGGAGGAGCTGCTGAAGATGTGGGGGGAGGAGCT 3
Prob Red: 5'- ACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGA 3'

Dans chaque capillaire, deposer 8ul de mixture d’amplification (la quantité de chaque
composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un autre), et rajouter ensuite 2yl
de DNA (la concentration comprise entre 50 et 100 ng /analyse). Enfin, centrifuger la plaque
rapidement a 15009 (2730rpm) pendant 2mn; la placer dans le portoir du Light Cycler®. Les
protocoles d’amplification sont résumés sur les fiches techniques (n°2), annexe Ill.

la PCR comprend un cycle initial de dénaturation a 95 °C durant 10 minutes (mn) suivi de 45
cycles de PCR comprenant chacun; une dénaturation a 95 ° C pendant 10 (sec), une
hybridation & 55 ° C durant 10 (sec) et une extension a 72 ° C durant 10 (sec). La courbe de
fusion (melting curves) nécessite une étape de 30 (sec) a 95°C, de 2 (mn) a 40°C et de 0 (sec)
a 73°C puis, enfin un refroidissement & 40 ° C pendant 30 (sec) termine le cycle, afin de
permettre la fusion progressive des doubles brins d’ADN et des sondes. Les températures de
fusion ou (melting Temperature) (Tm) pour les trois génotypes de MTHFR1 C677T sont
respectivement: Génotype sauvage (CC): 61° C; homozygote muté (TT): 53° C; hétérozygote
(CT): 51°C + 63°C. Les températures de fusion pour les trois génotypes de MTHFR2 A1298C
sont respectivement: Geénotype sauvage (AA): 59°C; homozygote mutée (CC): 56°C;
hétérozygote (AC): 56°C + 59°C. Le résultat de 1’analyse des polymorphismes est présenté
sous forme d’un profil de courbe de fusion (melting curves) pour le génotype homozygote
sauvage, homozygote mutant ou hétérozygote, et se différencie par divers pics de fusion
(Tm). Figure 20, 21.
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Figure 20. Détermination du polymorphisme génétique de la MTHFR 1 avec PCR en temps reéel
(courbe de fusion pour les génotypes de 1’enzyme). En vert ; I"homoaygote muté (TT), en bleu ;
I’homozygote sauvage (CC), en rouge; I’hétérozygotes (CT).
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Figure 21. Détermination du polymorphisme génétique de la MTHFR 2 avec PCR en temps reéel
(courbe de fusion pour les génotypes de I'enzyme). En vert ; I’homoaygote muté (CC), en bleu ;
I’homozygote sauvage (AA), en rouge; I’hétérozygotes (AC).

IV.2. Analyse statistique

Les données ont été exprimées en pourcentage et fréquences pour les variables qualitatives.
Le test du Chi-deux de Pearson a été utilisé pour comparer ces variables qualitatives.

Pour les variables quantitatives les données ont été exprimées en moyenne + écart type, les
multiples comparaisons entre les variables continues ont été calculé par le test Kruskal Wallis,
one-way analysis of variance (ANOVA) et Mann-Whitney.

La corrélation entre les différents parameétres a été déterminée par le calcul du coefficient de
corrélation de Pearson.

Tous les données ont été analysées a l'aide du logiciel (SPSS) (Statistical Package for the
Social Sciences) (version 23.0.0.0-2015 pour Windows, SPSS Inc., Chicago, IL).tics.

Le seuil de significativité a été fixé a 0.05. (Une valeur P inférieure a 0.05 est considérée
comme statistiquement significative).
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V. Résultats

V.1. Description de la population témoin et fréquences de différents
facteurs de risque

V.1.1. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le
polymorphisme du MTHFR C677T

L’échantillon de la présente étude regroupe 94 sujets sains (témoins) répartis en 64 hommes
(68,08%) et 30 femmes (31,91%). La proportion des femmes est comparativement faible.
L’age dans notre population s’échelonne de 18 a 83 ans, avec une moyenne générale de
33,79£16,72 (ans), I’age moyen des hommes est 29.46+15.6843 (ans) et celui des femmes;
est de 43.03+15.28 (ans). Le tableau 02 ne montre aucune différence significative des
moyennes d’age entre les différents génotypes CC, CT, TT du polymorphisme C677T, leurs
résultats sont comme suit : CC (n=44), 33,70+16,79 (ans), CT (n= 39) 34,25+17,03 (ans), TT
(n=11) 32,54 +17,13 (ans), (P=0,753).

La classification de nos sujets témoins en deux groupes selon I’homocystéinémie (Tableau
02), a permet d’enregistrer une différence tres significative de distribution du nombre des cas
de I’hyperhomocystéinémie modérée (16-30 umol/L) et intermédiaire (31-100 umol/L) entre
les différents génotypes du polymorphisme C677T du MTHFR (P=0,005): un bon nombre de
cas (21 cas) ont été observés chez le génotype hétérozygote (CT), 8 et 24 cas pour
I’homozygote muté (TT) et sauvage (CC) respectivement. I’hyperhomocystéinémie modérée
et intermédiaire étaient significativement associées au polymorphisme C677T.

L’analyse de comparaison des moyennes des différents parametres lipidiques plasmatiques ne
montre aucune différence significative entre ces sous-groupes : Chol T (P= 0,649), Trigly
(P=0,719), HDL Chol (P=0,506), LDL Chol (P=0,711). Leurs valeurs se situent dans
I’intervalle d’un bilan normal.

En revanche, la différence entre les concentrations des moyennes de I’Urée, la BNP ne semble
pas statistiquement significative (P=0.787, P= 0.9480, P=0,128 respectivement), les méme
résultats ont été trouvés concernant les transaminases ASAT, ALAT, (P=0,151, P=0,777
respectivement). Ce qui exclut I’existence d’une association significative entre I’ensemble de
ces parametres biochimiques et le polymorphisme C677T chez nos sujets témoins. Les
concentrations moyennes obtenues sont de la catégorie d'un bilan normal ceci indique que la
fonction rénale, cardiaque et hépatique est intacte. A propos du taux de la CRP, il est
légérement supérieur a la limite critigue (< 5mg/L). Cependant la difference de la
concentration entre les trios genotype reste non significative (P= 0.128).




Tableau 02. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le
polymorphisme du MTHFR C677T.

Génotype CcC CT TT Total P value
(n=44) (n=39) (n=11) (n=94)

Age (ans) 3 a

33,70+16,79 4,25+17.03 32,54+17,13 33,79+16,72 0,753
Hyperhomocystéinémie
modérée (16-30 pmol/L), n 20 16 2 38

b**

Hyperhomocystéinémie 0.005
Intermédiare (31-100 4 5 6 15
pmol/L), n
Chol T (g/L) 1.47+0.35 1.51+0,45 1.56+0.31 1.50£0.39 0.649°
Trigly (g/L) 1.18+0.69 1.09+0.48 1,13+0,75 1.13+0.61 0.719°
HDL Chol (g/L) 0.36+0.09 0.40+0.13 0,42+0,13 0.384£0.11 0.506°
LDL Chol (g/L) 0.87+0.30 0.89+0.42 0,91+0,25 0.88+0.35 0.711°
ASAT(UI/L) 43.86+16.61 43.07£13.11 49,09+9,84 44.06+14.62 0.151°
ALAT(UI/L) 17.52414.70 14.48+6.67  13,90+4,67 15.88+11.26 0.777°
Urée (g/L) 0.34+0.15 0.33£0.12 0,32+0,04 0.33+0.13 0.787°
BNP (pg/mL) 1.59+1.97 1.64+2.50 1,52+1,18  1.58 +1.88 0.948°
CRP(mg/L) 9.25+24.91 7.06+18.53  1,70+2,16  7.44+20.50 0.128°

Tous les paramétres sont exprimés en (moyenne * sd). (%) Test de Kruskal-Wallis. (°) Test de Chi-
carré. P <0,05 est considéré comme statistiquement significatif (*).

V.1.1.1. Répartition des fréquences genotypiques et alléliques de la mutation C677T du
géne MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

Les résultats issus de 1’analyse génétique de la distribution des différents génotypes du
polymorphisme MTHFR C677T en fonction du sexe sont représentés dans le tableau 03 ci-
dessous.

Tableau 03. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques de la mutation C677T du géne
MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

Hommes (n= Femmes (n= 30) Total P value
64)
Frequence N (%) N (%) N (%)
Génotype sauvage 32 (50) 12(40) 44(46.48)
CC
Hétérozygote 24 (37.5) 15 (50) 39 (41.8) 0.518°
CT
Homozygote 8 (12.5) 3(10) 11(11.70)
1T
Alléle C 88 (68.75) 39 (65) 127(67.55)
Alléle T 40 (31.25) 21(35) 61(32.45)

@ pearson Chi-square test. P <0,05 est considéré comme statistiquement significatif (*).

Chez 94 sujets témoins de la présente étude, les porteurs du polymorphisme C677T MTHFR
étaient: 32 (50%) hommes et 12 (40%) femmes ayant le génotype homozygote sauvage (CC).
24 (37. 5%) hommes et 15 (50%) femmes avaient le génotype hétérozygotes (CT). 8 (12. 5%)
hommes et 3 (10%) femmes portaient le génotype homozygotes muté (TT), comme le montre

5



le tableau ci-dessus 03. La fréquence allélique de ’alléle T et C dans cette population d’étude
est respectivement 40 soit 31.25% pour les hommes, 21 soit 35% pour les femmes, celle de
I’allele C était 88 soit 68.75% pour les hommes, 39 soit 65% pour les femmes.

Le génotype le plus fréquemment observé chez les hommes était I’homozygote sauvage (CC),
suivi par I’hétérozygote (CT), le génotype homozygote muté (TT) avait la frequence la plus
basse. Cependant chez les femmes, le premier génotype noté était I’hétérozygote (CT), suivi
par le génotype sauvage (CC) et enfin le dernier génotype c’était I’homozygote (TT).

Nous avons comparé les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T du
géne MTHFR entre les hommes et les femmes, comme indiqué dans le tableau 03, aucune
différence statistiquement significative n’a été trouvée dans les distributions des fréquences
génotypiques entre les deux sexes dans cette population (P = 0.518).

V.1.1.2. L'influence du sexe sur les concentrations du folate, vitamine Bj, et de
I’homocystéine totale chez les témoins

Les résultats de la variation des paramétres biochimiques en fonction du sexe sont décrits
dans le tableau 04, ci- dessous:

Tableau 04. L'influence du sexe sur les concentrations du folate, vitamine B, et de I’homocystéine
totale chez les témoins.

Hommes Femmes P value (P pour

(n= 64) (n=30) différence par sexe)
Age (ans) 29.46+15.68 43.03+15.28 0.112%
Folate (nM) 10.22+4.94 24.04+69.73 0.1922
Vitamine B, (pM) 191.06+156.13 220.08+£92.35 0.001°% **
Homocystéine Total 23.21+11.90 14.56+7.21 0.114°

(umol/L)

Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd).(?) test ANOVA .(P<0.05) (*).

D’aprés nos résultats, 1’age moyen de nos sujets du sexe masculin était 29,46+15,68 (ans),
avec un age minimal de 18 ans et un dge maximal de 83 ans. Chez le sexe féminin, I’age
moyen était 43,03+15,28, avec un age minimal de 19 ans et un &ge maximal de 82 ans.

L’analyse biochimique du statue en folate, vitamine Bj, et homocystéine total (tHcy) de
I’échantillon de la présente ¢tude en fonction du sexe, n’a montée aucune différence
significative du taux de folate et d’homocystéine totale, entre les deux sexes (P=0.192
P=0,114 respectivement). En effet, il y’a une augmentation du taux de folate chez les femmes
(24.04+69.73 nM) par rapport aux hommes (10.22+4.94 nM) BB TR RN TR b

hommes (23.21£11.90 pmol/L) comparativement aux femmes
(14.56£7.21pmol/L), I’hyperhomocystéinémie de grade modérée observée, était associ€e au
sexe masculin. Cependant, ces augmentations de concentrations notées restent statistiquement
non significatives.
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Tandis que le niveau de la vitamine B, révéle une augmentation tres significative (P=0,001),
chez les femmes (220.08+92.35 pM) par rapport aux hommes (191.06+£156.13 pM). Alors,
I’élévation de la vitamine B, est significativement liée au sexe féminin, chez nos témoins.

(La variation du taux de folate reste dans l'intervalle des valeurs normales (2,3 - 45 nM. Ainsi
les concentrations de la vitamine B, oscillent dans l'intervalle des valeurs de référence ;74 -
1480 pM).

V.1.1.3. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine By, et de
I’homocystéine totale selon les génotypes du polymorphisme C677T MTHFR

La distribution des concentrations plasmatique de 1’homocystéine totale, folate et vitamine
B, selon les génotypes du polymorphisme C677T de la MTHFR tel qu’illustré dans le
tableau 05, ci -dessous :

Tabeau 05. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine By, et de

I’homocystéine total selon les génotypes du polymorphisme C677T MTHFR
CC(n=44) CT(=39) TT(h=11) Total (n=94) \F;alue

Folate (nM) 18.50+5.92 12.10+6.47 8.07+4.40 14.63+5.31  0.063°

zglt;)mme Bi. 191.52+166.50 196.30+103.64 198.54+145.71 194.32+139.66 0.827%
Homocystéine
Total(umol/L) 18.54+7.71 18.33+8.55 36.84+19.59 20.42+11.33  0.062?%

Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd). (*) Test de Kruskal-Wallis. (P<0.05) (*).

La comparaison de la concentration du folate entre les trois génotype du polymorphisme
C677T, représentée sur le tableau 05, ne montre aucune différence significative (P=0.063)
entre ces différents sous-groupes, néamoins nous avons enregistré des taux plus bas chez les
variants mutés CT et TT (12.10 + 6.4 nM, 8.07+4,40 nM) en respective, comparativement aux
homozygotes sauvages (CC) 18.50+5.92 (nM), cela témoinge [I’effet délétere du
polymorphisme C677T MTHFR, notamment du variant muté (T) sur les taux du folate.
Similairement, les niveaux de I’homocystéine totale ne different pas statistiquement, entre les
divers genotypes du polymorphisme C677T MTHFR, une hyperhomocystéinémie de grade
modérée a été enregistrée pour les génotypes (CC), (CT) et intermédiaire pour le genotype
muté (TT), un taux élevé de I’homocystéine total a été observé notamment chez les porteurs
du génotype (TT) (36.84+19.59umol/L) contre chez ceux de génotypes (CC) et (CT),
18.54+7,71umol/L, 18.33+8,55umol/L respectivement, cela témoigne aussi un effet délétere
du variant muté (T) de ce polymorphisme sur les concentration de I’homocystéine.

En revanche, nous constatons que le taux de la vitamine Bj, n’est pas significativement
différent entre les trois génotypes du polymorphisme C677T de MTHFR (P =0,827).

Il est utile de mentionner que les concentrations du folate et de la vitamine B, oscillent dans
I’intervalle des valeurs de référence.
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V.1.1.4. Corrélation entre I’homocystéine totale, folate et ['age moyen.

Les corrélations entre I’homocystéine totale, folate, vitamine B, et I'dge moyen en fonction
de différents génotypes du polymorphisme C677T, ont été calculées par les coefficients de
corrélation de Pearson, qui ont été ajustés avec I’homocystéine totale (Tableau 06):

Tableau 06. Corrélation entre I’homocystéine totale, folate, vitamine By, et I'dge moyen

CC (n=44 ) CT(n=39 ) TT(n= 11) Total (n=94 )

r P r P r P r P
Folate (n |\/|) -0.174 0.295 -0.207 0.213 -0.490 0.151 -0.129 0.220
Vitamin B-12 0.086 0.586 -0.115 0.510 -0.724 0925 -0.077 0.484
(PM) )
Age 0.053 0.734 -0.160 0.331 -0.662 0.035 -0.157 0.133

Le test de corrélation de Pearson a été utilisé pour établir les relations entre le tHcy, le folate et I'age
moyen , (*) significatif & P<0.05.

Les taux de tHcy etaient inversement proportionnels a la concentration du folate; les
corrélations dans les génotypes CC, CT, TT du gene MTHFR étaient toutes non significatives
(r=-0.174, P= 0.295, r= -0.207, P= 0.213, r= -0.490, P= 0.151 respectivement), ainsi que
pour le nombre total des sujets (r= -0.129, P=0.220).

De méme, les taux de tHcy étaient inversement proportionnels a la vitamine By, dans les
génotypes (CT, TT), mais corrélée positivement pour le génotype (CC) et cette corrélation
reste non significatives (r=-0.115, P=0.510, -0.724, P=0.925, r=0.086, P=0.586
respectievment). Une corrélatin négative non significative a été observée pour I’ensemble des
sujets (r=-0.077, P=0.484).

De plus, ’analyse statistique a révélée qu’il y avait un lien significatif entre le tHcy et ’age
et cela a été corrélé négativement dans le génotype (TT), (r=-0,662, P=0.035). Cependant, le
tHcy s’éléeve continuellement avec 1’dge dans le génotype (CC), mais cette corrélation
n’apparait pas significative, (r=0.053, P=0.734). Une relation négative non significative a été
remarquée pour la totalité des sujets témoins (r=-0.157, P= 0.133).

V.1.2. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le
polymorphisme du MTHFR A1298C.

Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets sains selon le polymorphisme
A1298C da la MTHFR sont décrites dans le tableau suivant (Tableau 07) :
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Tableau 07. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le polymorphisme
du MTHFR A1298C

) AA AC CcC Total P value
Genotype (n=60) (n=27) (n=07) (n=94) u
Age (ans) 33.88+16.91 33.14+15.96 35.57+20.29 33.79+16.72 0.915°
Hyperhomocystéinémie
modérée (16-30 umol/L), n 24 1 3 38
Hyperhomocystéinémie 0.409"
Intermédiare (31-100 12 3 0 15
umol/L), n
Chol T (g/L) 1.50+0.41 1.48+0.35 1.56+0.37 1.50+0.39 0.662°
Trigly (g/L) 1.04+0.49 1.29+0.81 1.38+0.51 1.13+0.61 0.096°
HDL Chol (g/L) 0.39+0.12 0.37+0.10 0.37+0.05 0.38+0.11 0.822°
LDL Chol (g/L) 0.90+0.38 0.85+0.29 0.90+0.29 0.88+0.35 0.813%
ASAT (U/L) 41.83+12.67 45.40+14.03 58.00+24.39 44.06+14.62 0.089°
ALAT(U/L) 13.93+5.59 20.14+1855 15.57+6.75 15.88+11.26  0.365°
Urée(g/L) 0.33+0.13 0.33+0.11 0.37+0.16 0.33+0.13 0.894°
BNP (pg/mL) 1.39+1.89 1.27+1.23 3.07£3.00 1.58 +1.88 0.326°
CRP(g/L) 5.34+15.72  6.26+11.96  2.85+2.22  7.44+20.50 0.334°

Tous les paramétres sont exprimés en (moyenne * sd). (%) Test de Kruskal-Wallis. (°) Test de Chi-
carré. P <0,05 est considéré comme statistiquement significatif (*).

Sur I’ensemble de la population d’étude, la distribution des moyennes d’age entre les sujets
porteurs des génotypes AA, AC, CC du polymorphisme A1298C était respectivement :
33.88+16.91 (ans), 33.14+15.96 (ans), CC 35.57+20.29 (ans) sans aucune différence
significative (P=0.915).

D’apres le tableau 07, la distribution des fréquences de 1’hyperhomocystéinémie modérée et
intermédiaire entre les différents génotypes du polymorphisme A1298C MTHFR n’a montré
aucune différence significative (P=0.409). Alors, aucune association significative au
polymorphisme A1298C MTHEFR n’a été trouvée.

Les valeurs des parameétres biochimiques obtenues, ne différent pas significativement entre les
divers génotypes de A1298C MTHFR: Chol T (P=0,662), HDL Chol (P=0,822), LDL Chol
(P=0,813), Trigly (P=0.096), ASAT (P=0,089), ALAT (P=0,365), Urée (P=0,894), BNP
(P=0,326) CRP (P=0,334). Donc, il y’avait une absence de toute association significative
entre ces variables biochimiques et le polymorphisme A1298C.

Les concentrations de ces deux variables restent en dessous de la limite supérieure.

V.1.2.1. Répartition des fréquences genotypiques et alléliques de la mutation A1298C du
géne MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

La distribution des différents génotypes du polymorphisme A1298C sont indiqué dans le
tableau 08 (Tableau ci-apres):
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Tableau 08. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques de la mutation A1298C du géne
MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

Hommes (n= 64) Femmes(n=30) Total P value
Frequence N (%) N (%) N (%)
Génotype sauvage 39 (60,93) 21(70) 60(63,82)
AA
Hétérozygote 19( 29,68) 8 (26,66) 27 (28,72) 0,514%
AC
Homozygote 6 (9,37) 1(3,33) 7(7,44)
CC
Allele A 97 (75,78) 50 (83,33) 147 (78,19)
Alléle C 31(24,21) 10 (16,66) 41 (21,81)

(a) Pearson Chi-square test. P <0,05 est considéré comme statistiquement significatif (*) .

La distribution des genotypes MTHFR pour la mutation A1298C est résumée dans Tableau
08, les fréquences des génotypes AA, AC et CC de ce polymorphisme dans les sous-groupes
des hommes et des femmes ont été trouvées comme suit: 39 hommes (60.93%) et 21 femmes
(70%) entaient de génotype sauvage AA. 19 (29.68%) hommes et 8(26.66%) femmes
entaient hétérozygotes. Les 6 hommes (9.37%) restants étaient homozygotes mutés CC et une
seule femme (3.33%) qui a été détectée avec le méme génotype (CC).

Comme indique précédemment (Tableau 08), les fréquences alléliques des alléles 1298A et
1298C dans cette population €taient: [pour I’allele A; 97 hommes soit 75.78%, 50 femmes
soit 83.33%. L’allele C; 31 hommes soit 24.21%, 10 femmes soit 16.66%].

Le méme ordre de la distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme A1298C a
été observé pour les deux sexes, premiérement le génotype AA, suivie de génotype AC et
enfin, le génotype CC. Chez les hommes, les porteurs du génotype homozygote sauvage et du
génotype hétérozygote de cette mutation étaient les plus représentés par apport aux femmes,
ainsi, nous avons remarqué une fréquence plus basse du génotype homozygote muté (CC)
chez les femmes 1 (3.33%).

En outre, dans cette population étudiée, aucune différence significative n’a été observé

concernant la différence de distribution génotypiques entre le groupe d’hommes et femmes
(p=0,514).

Globalement, I’analyse a fait ressortir que 11 participants (11.70%) de nos sujets portaient le
génotype 677 TT et 7 personnes (7. 44%) avaient le génotype 1298 CC. Le génotype
hétérozygote du le polymorphisme C677T (CT: 41. 8%) était plus fréquent que ce du
polymorphisme A1298C (AC: 28. 72%).

V.1.2.2. Fréquence de la coexistence des polymorphismes C677T et A1298C du géne
MTHFR

Les résultats de la combinaison de génotypes MTHFR C677T et MTHFR A1298C pour
générer des génotypes composites sont représentés dans le tableau 009.
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Tableau 09. La fréquence de la coexistence des polymorphismes C677T et A1298C du géne
MTHFR.

Génotypes C677T MTHFR
CC CT TT Total
A1298C |AA 21 (22,34) 21 (29,78) 11 (11,70) 60 (63,82)
MTHFR | AC 16 (17,02) 11 (11,70) 00 (00,00) 27 (28,72)
CcC 07 (7,44) 00 (00,00) 00 (00,00) 7(7,44)
Total 44 (46,80) 39 (41,48) 11 (11,70) 94 (100,00)

D’aprés ces données (le tableau 09), les génotypes coexistant les plus fréquents étaient:
677CT / 1298AA (29,78%), 677CC / 1298AA (22,34%), 677CC / 1298AC (17,02%) et les
génotypes moins fréquents étaient: 677TT / 1298AA (11,70%), 677CT / 1298AC (11,70%),
677CC / 1298 CC (7,44%). Le génotype homozygote muté 677TT était associé au génotype
homozygote sauvage 1298AA chez tous les individus, un cas similaire a été observé pour le
génotype muté 1298CC qui était toujours associe au génotype homozygote sauvage 677CC.

Dans notre population d’étude, les génotypes suivants: 677TT / 1298AC, 677CT / 1298CC,
677TT / 1298CC (le double mutant homozygote) n'ont pas été retrouvés.

V.1.2.3. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine By, et de
I’homocystéine total selon les génotypes du polymorphisme A1298C MTHFR

Dans une approche biochimique et génétique, les parameétres retenus étaient: folate, vitamine
B2, homocystéine total.

Les résultats sont représentés dans le tableau 10

Tableau 10. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine By, et de
I’homocystéine totale selon les génotypes du polymorphisme A1298C MTHFR

AA (n=60) AC(n=27) CC(n=07) Total (n=94) Pvalue

Folate (nM)

10.5045.67 24.58+73.18 11.62+4.27 14.63+5.31 0.544°
« . a
Vitamine 20425+161.84 181000412 160.71457.40 194.32+130.66 ° oo
B12 (pM)
Homocystéine
Total 21.94+12.89 18.21+7.77 16.1245.79 20.42+11.33  0.482°
(umol/L)

Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd). (*) Test de Kruskal-Wallis. (P<0.05) (*).

En comparant les taux du folate, vitamin B;, et de I’homocystéine totale entre les différents
génotypes du polymorphisme A1298C de la population témoin, on observe qu'il n'y a pas de
différence significative (P=0.544, P=0.833, P= 0.482 respectivement). Donc, les
concentrations du folate, vitamine B, et tHcy semblent indépendante aux polymorphismes
A1298C de la MTHFR.
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Il est notable que les taux du folate observés étaient plus bas et similaires chez les génotypes
(CC) 11.62+4.27 (nM) et (AA) 10.50+5.67 (nM), en comparaison a ceux de AC
(24.58+£73.18) (nM), de méme pour I’homocystéine total, un niveau ¢€levé (une
hyperhomocytéinémie modérée) a été observé chez le génotype (AA) 21.94+12.89 umol/L et
(AC) 18.21+7.77umol/L vs (CC) 16.12+5.79 umol/L. Cependant, les concentrations de la
vitamine B, étaient plus amoindrie chez les génotypes mutés CC et AC (160.71+57.40 pM,
181.004£94.12 pM) en comparaison au génotype sauvage AA (204.25+161.84 pM), malgré
cela, aucun effet significatif de ce polymorphisme n’a été remarqué, cette observation est due
en partie au faible effet de la mutation A1298C MTHEFR sur l'activité de I’enzyme MTHFR.

Les concentrations du folate et de la vitamine By, chez tous les génotypes, se situent dans

de variation du taux normal.

V.2. Description de la population pathologique représentée par des patients
coronariens et différents facteurs de risque

V.2.1. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le
polymorphisme du MTHFR C677T.

Quatorze jeunes patients ayant subi un infarctus du myocarde (IDM), ont été trouvés lors de
cette enquéte menée dans les différentes régions des Aures (Batna, Khenchela,
Oum El Bouaghi...), ces malades sont tous en phase chronique. Ils sont ainsi répartis en 13
hommes (92.85%) et une seule femme (7.14 %), avec une proportion plus importante des
hommes. L’age dans notre population s’échelonne de 14 a 40 ans (une population jeune et
rare de moins de 40 ans; < 40ans), I’4ge moyen était 33.35%£6.35 (ans). La distribution des
moyennes d’age en fonction des différents génotypes du polymorphisme C677T (Le tableau
11) est la suivante: CC (n=05), 31.40+9.83 (ans), CT (n=08) 33.75£3.24 (ans), TT (n=01) 40
(ans), sans aucune différence significative (P=0.263).

Comme il ressort du tableau 11, aucune différence significative dans les caractéristiques
cliniques et démographiques des patients selon les différents génotypes du plymorphisme
C677T de la MTHFR n’a été révélée: le sexe masculin (P= 0.688) RNk EENET:
corporelle (P= 0.197), le tabagisme (P= 0.640), I’ancienneté du tabagisme (P= 0.122) ainsi
que la répartition du nombre des patients ayant des antécédents familiaux cardiovasculaires
(P=0.433). Il est utile de mentionner que nous avons trouvés une seule femme diabétique lors
de cette recherche et elle est de génotype CT.

A propos de la distribution du nombre des cas de I’hyperhomocystéinémie modérée (16-30
umol/L), aucune différence significative n'a été observée entre les différents génotypes du
polymorphisme C677T de MTHFR (P=0.183). Alors, aucune association significative entre
I’hyperhomocystéinémie modérée et ce polymorphisme n’a été notée chez nos patients.
Concernant les concentrations des différents parameétres lipidique plasmatiques, nos résultats
ne montrent aucune différence significative entre les sous-groupes de génotypes (CC, CT, TT)
pour les Trigly (P=0.138) et HDL Chol (P=0.821), Chol T (P= 0.088) et LDL Chol
(P=0.063) chez nos malades.
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Les méme résultats ont été observés pour les variables: ASAT, ALAT, Urée, BNP, CRP
(P=0.189, P=0.170, P=0.453, P=0.256, P=0.293 respectivement). Alors, aucune association
significatives au polymorphisme C677T n’été révélée pour ces variables.

Les concentrations moyennes obtenues se situent dans la catégorie d'un bilan normal, ce qui
est probablement lié en partie aux patients coronariens qui sont en stade chronique ou en
raison du faible effectif de nos échantillons.

La fonction rénale et hépatique s'avére normale chez nos malades et aucune association ne
peut étre suscitée entre ces fonctions et ’infarctus du myocarde en fonction de différents
génotypes de polymorphisme C677T MTHFR. Une légere augmentation de la CRP a été
observée, mais comme noté auparavant la différence reste non significative.

Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le polymorphisme C677T de
la MTHFR sont indiquées dans le tableau suivant (Tableau 11) :

Tableau 11. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le polymorphisme du
MTHER C677T.

CcC CT TT Total

N=14/ Génotype (n=05) (n=08) (n=01) P value
Age (ans) 31.40+9.83 33.75+3.24 40 33.35+6.35 0.263%
sexe, masculin, n 05 07 01 13 0.688"
Indice de masse corporelle a
(IMC), kg/m2 P 24.36+9.83 28.90+2.82 19.53 26.65+4.92 0.197
Diabéte, n 00 01 00 01 -
Tabagisme, n 04 05 01 10 0.640°
Ancienneté du tabagisme, n 03 08 01 12 0.122°
Antépédents fgmiliaux 03 07 01 11 0433
cardiovasculaires, n

Hyperhomocystéinémie b
modérée (16-30 pmol/L), n 03 02 01 6 0.183
Chol T (g/L) 1.36+0.31  1.68+0.57 1.11 1.51+0.50 0.088%
Trigly (g/L) 1.02+0.37 1.67+0.95 0.95 1.37£0.87 0.138%
HDL Chol (g/L) 0.32+0.062 0.33+0.075 0.34 0.32+0.065 0.8212
LDL Chol (g/L) 0.83+0.25 1.08+0.45 0.67 0.96+0.37 0.063%
ASAT (U/L) 23.4046.10 36.62+15.49 28.00 31.28+13.52 0.189%
ALAT(U/L) 9.60+4.33 24.62+15.56 23.00 19.14+13.81 0.170%
Urée (g/L) 0.26+£0.021  0.30+0.077 0.32 0.29+0.062 0.453%
BNP (pg/mL) 10.40+6.06 11.00+6.18 36.00 12.57+8.80 0.256%
CRP (g/L) 3.46+3.76  10.78+16.05 6.10 7.83+12.49 0.293?

(a) Kruskal-Wallis test. (°) Khi-Square test. p<0.05 is considered significant (*).

V.2.2. Effet de la mutation C677T de la MTHFR sur les facteurs de risque biochimiques
chez les sujets coronariens (avec un IDM)

V.2.2.1. Association du génotype C677T MTHFR avec I'homocystéine totale, la vitamine
B, et Bg

Les résultats de 1’association des génotypes du polymorphisme C677T de la MTHFR et
I’homocystéine totale, la vitamine B, et les folates, sont indiqués dans le tableau suivant:

E



Tableau 12. Association du génotype C677T MTHFR avec I'homocystéine totale, la
vitamine By, et By chez les sujets coronariens

Génotype CcC CT TT P value
N=14 05 08 01

Fréquence (%) 35,71 57,14 7,14

Homocystéine 16.55+2.35 14.5645.50 19.50 0.330°
Total(umol/L )

2:)'3;"'”‘9 B 1958547012 142.00+61.42 82.50 0.733
Folate (nM) 12.07+3.14 14.42+4.90 5.25 0.250°

Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd). (*) Test de Kruskal-Wallis. (P<0.05) (*)

Chez notre population pathologique, un seul patient qui a été trouvé avec le génotype
homozygote muté TT (7.14%), le tableau 12. Cependant, les fréquences des génotypes
homozygotes normaux (CC) et hétérozygotes (CT) étaient respectivement de 35.71% et
57,14%.

Aucune différence significative n'a été observée entre les différents génotypes de C677T
MTHFR en ce qui concerne les taux de I'nomocystéine totale, la vitamine By, et les folate
(P=0.330, P=0.733, P=0.250, respectivement), alors, les concentrations de ces paramétres
n’étaient pas significativement dépendantes au polymorphisme C677T MTHFR. Néanmoins,
un taux élevé de tHcy (une hyperhomocystéinémie modérée) est associé au génotype muté
TT (19.50 pumol/L) contre le génotype CC et CT (16.55+2.35 pmol/L, 14.56+5.50 pmol/L,
respectivement). Ainsi qu’un faible taux de la vitamine B, et By a été enregistré chez le
génotype muté (TT) (82.50 pM pour vit B, 5.25 nM pour vit Bg) comparativement aux
génotypes sauvages et hétérozygotes (le tableau 12), cela témoigne I’effet délétére du
génotype muté sur les concentrations de tHcy, vitamine Bi, et Bg chez nos patients.
Toutefois, cet effet reste non significatif. (Les concentrations moyennes des vitamines B, et
By se situent dans I’intervalle de référence).

avec I'homocystéinémie, la vitamine By, et
les folate chez les patients coronariens, sont décrite dans le tableau 13.
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Tableau 13. L’association des génotypes C677T du MTHFR avec I'homocystéinemie, la vitamine
B, et les folate chez les patients coronariens

Génotypes (N=14) CcC CT TT P value
Groupe0l. Homocystéinémie Normale .
(515 pmol/L) 14,45+1,06 11,94+3.03 - 0,182

Groupe02. Hyperhomocystéinémie a
modérée (16-30 umol/L) 17,96+1,78 22.45+0,92 1950 0,117
Vitamin By, (pM) (groupe 01) 1157544175  151,08+26,51 - 1,00
Vitamin By, (pM) (groupe 02) 1325845139  11513+4113 8250 0,304
Folate (nM) (groupe 01) 13,81+0,31 15,08+2,15 - 0,402
Folate (nM) (groupe02) 10,9242,21 12,44+3,06 525 0,901

- Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd). (%) Test de Kruskal-Wallis. (P <0,05 est
consideré comme statistiquement significatif (*).

Nos resultats (tableau 13) ont révélé qu’aucune différence significative des moyennes
d’homocystéine n’a été¢ trouvé entre les différents génotypes du polymorphisme C677T
MTHFR, et cela pour les deux groupes; dhomocystéinémie normale et de
I’hyperhomocystéinémie modérée (P= 0.182, P= 0.117, respectivement).

Lorsque les concentrations des vitamines By, et By des patients ayant une Hhcy modérée ont

été comparées entre les sous groupes des trois génotypes précédents, aucune différence
significative n’a été remarquée (P= 0.304, P=0.901) en respective, le méme résultat a été noté
pour les deux groupes d’homocystéinémie normale (pour la vit Bz, P= 1.00/ pour la vit B,
P= 0.402).

Il est notable que les concentrations du folate et de la vitamine B, dans les groupes d’Hhcy
modérée sont plus amoindries chez les génotypes mutés, (TT: 5.25 nM, CT: 12,44+3,06 nM)
pour la vit B/ (TT,; 82.50 pM, CT: 115,13+41,13 pM) pour la vit B;,, comparativement a
ceux des groupes d’homocytéinémie normale. De méme, un niveau élevé de tHcy a été
observé notamment chez les porteurs des génotypes mutés : (CT) 22,45+0,92 umol/L et (TT)
19,50 pmol/L en comparaison avec ceux du groupe d’homocytéinémie normale, CeS
constatations révelent un effet délétére du génotype muté sur les taux des vitamines By, By, €t
de I’homocystéine total, chez nos patients. Néanmoins, cette action n’était pas significative
comme mentionnée précédemment.

V.2.3. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le
polymorphisme A1298C da la MTHFR

Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le polymorphisme A1298C
da la MTHFR sont présentées dans le tableau suivant (Tableau 14) :
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Tableau 14. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le polymorphisme du
MTHFR A1298C.

] AA AC ccC Total P value
N=14/ Génotype (n=11) (n=03) (n=00)
Age (ans) 32.72+7.07 35.66+3.24 - 33.35+6.35 0.555 a
Sexe masculin, n 10 03 00 10 0.588"
Indice de masse corporelle a
(IMC), kg/m2 P 27.32+4.88  24.20+5.42 - 26.65+4.92 0.225
D|abétel n 01 00 00 01 -
Tabagisme, n 08 02 00 10 0.837°
Ancienneté du tabagisme, n 08 02 00 10 0.837°
Antépédents fgmiliaux 08 03 00 11 0.308"
cardiovasculaires, n
Hyperhomocystéinémie b
modérée (16-30 umol/L), n 04 02 00 06 0-347
Chol T (g/L) 1.53+0.56 1.44+0.26 - 1.51+0.50 0.769%
Trigly (g/L) 1.25+0.50 1.80+1.66 - 1.37+0.87 0.938%
HDL chol (g/L) 0.33+0.073 0.32+0.032 - 0.32+0.065 0.5552
LDL Chol (g/L) 0.94+0.41 0.89+0.15 - 0.96+0.37 0.8852
ASAT (U/L 28.54+9.08 41.33+24.17 - 31.28+13.52 0.4562
ALAT (U/L) 16.45+10.54 29.00+22.33 - 19.14+13.81 0.368°
Urée (g/L) 0.28+0.04 0.33+0.11 - 0.29+0.062 0.4562
BNP (pg/mL) 14.18+9.19  6.66+3.78 - 12574880  0.170°
CRP (g/L) 9.60+13.66 1.33+0.73 - 7.831£12.49 0.2252

(®) Mann-Whitney U test. (°) Khi-Square test. p<0.05 is considered significant (*).

D’apres le tableau 14, aucune différence significative n’a été notée concernant la distribution
des moyennes d’age selon les différents génotypes du polymorphisme A1298C (Le tableau
14): AA (n=05) 32.72+7.07 (ans), AC (n=08) 35.66+3.24 (ans), (P=0.555).

En revanche, aucune difference significative entre les différents génotypes de A1298C
MTHFR n’a été remarquée pour les parameters cliniques suivants: le sexe masculin (P=
0.588), I’indice de masse corporelle (P= 0.225), le tabagisme (P= 0.837), ’ancienneté du
tabagisme (P=0.837), la distribution des fréquences des antécédents familiaux
cardiovasculaires (P= 0.308). La seule femme diabétique était de génotype (CC).

Aucune association significative entre I’hyperhomocystéinémie modérée et le polymorphisme
A1298C n’a été observée chez nos patients (P=0.347).

Nos résultats montrent également qu’aucun effet significatif de ce polymorphisme n’a été
révélé sur les variables biochimiques suivants : Chol T (P= 0.769) et Trigly (P=0.938), HDL
Chol (0.555) et LDL Chol, (P=0.885), ASAT (P= 0.456), ALAT (P=0.368), Urée (P= 0.456),
la BNP (P= 0.170), la CRP (P= 0.225). Les concentrations moyennes obtenues se situent
dans les limites de la normal, la fonction rénale et hépatique semble normale chez nos
patients.
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V.2.4. Effet de la mutation A1298C de la MTHFR sur les facteurs de risque
biochimiques chez les sujets coronariens

V.2.4.1. Association du génotype A1298C MTHFR avec I'homocystéine tolale, la
vitamine B, et By

Le tableau suivant montre 1’association du génotype MTHFR A1298C et I’homocystéine
tolale, la vitamine By, et Bo chez les patients coronariens.

Tableau 15. Association du génotype A1298C MTHFR avec I'homocystéine totale, la
vitamine By, et By chez les sujets coronariens

Génotypes AA AC CcC P value
N=14 11 03 5
Fréquence (%) 78,57 21,42 -
Homocystéine

14.56+3.90 5345, ] 170°
T CumallL) 19.53+5.09 0.170
2:)'3;"'”‘9 B 13070467.02  129.25+47.85 ; 0.885°
Folate (nM) 12.90+5.17 13.00+3.21 ; 0.938°

(*) Les parametres sont exprimés (moyenne + sd). (%) Test de Mann-Whitney U . P<0.05) (*)

Comme le montre le tableau 15, les fréquences des génotypes homozygotes sauvages (AA) et
hétérozygotes (AC) étaient: 78.75% et 21,42%.

La comparaison des taux de I'nomocystéine totale, la vitamine By, et folate entre les différents
génotypes de ce polymorphisme n’a révélée aucune différence significative (P=0.170,
P=0.885, P=0.938 respectivement), donc le polymorphisme A1298C MTHFR n’a montré
aucune influence significative sur la concentration de tHcy, vitamines B et Bo.

Une hyperhomocystéinémie modérée est associée au génotype muté AC (19.53+£5.09 pmol/L)
contre le génotype AA (14.56£3.90 umol/L). Quant a la vitamine By, des taux légérement
faible ont été observés chez le génotype AC (129.25+47.85 pM) contre le génotype AA
(132.79£67.02 pM), pour la vitamine By une légére diminution du taux a été notée dans le
génotype (AA). 1l semble qu’il y’avait un effet délétére du variant muté de ce polymorphisme
sur la concentration de tHcy, vitamine Bj, chez nos patients, cependant cette action du
génotype muté reste non significative. (Les concentrations moyennes des vitamines B, et Bg
se situent dans I’intervalle de référence).

L’association des génotypes A1298C du MTHFR avec I'homocystéinémie, la vitamine B, et
les folate chez les patients coronariens, sont présentées dans le tableau suivant:
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Tableau 16. avec I'homocystéinémie, la
vitamine By, et les folate chez les patients coronariens

Génotypes (N=14) AA AC CcC P value

Groupe0l. Homocystéinémie

Normale (5-15 umol/L) 12,41£1,35 13,70 - 0,827°
Gm”rﬂi‘ijzé't'égp(ig*_‘gg“ggjf,éﬂ;‘ém'e 18,34+082  22,45:0,65 i 0,064°
Vitamin Bz, (pM) (groupe 01)  140,07+29,54 157,50 - 0,825°
Vitamin B, (pM) (groupe 02)  120,06+38,43  115,13+41,13 - 0,355
Folate (nM) (groupe 01) 14,86+2,17 14,13 ) 0.82°
Folate  (nM) (groupe02) 9,50+2,11 12,44+3,06 - 0,814°

Tous les paramétres sont exprimés (moyenne + sd). (%) Test de Kruskal-Wallis. (P <0,05 est considéré
comme statistiqguement significatif (*).

D’apres nos résultats (tableau 16), aucune différence significative n’a été trouvée dans la
distribution des moyennes de 1’homocystéine totale entre les différents génotypes du
polymorphisme A1298C MTHFR dans le groupe d’Hhcy modérée (P=0,064). Néamoins, un
niveau élevé de tHcy a été enregistré notamment chez le génotype muté (AC), ce qui
témoinge 1’effet delétere de ce polymorphisme sur la concentration de I’homocystéine. Ainsi,
si on compare les taux de I’homocystéine du groupe d’homocystéinémie normale, nous ne
trouvons pas de différence significative (P= 0,827).

Par ailleurs, la comparaison des taux des vitamines B, et By dans les groupes d’Hhcy
modérée n’a montrée aucune différence significative (P=0,355, P=0,814) respectivement. Des
résultats similaires ont ét€ remarqués chez les deux groupes d’homocystéinémie normale :
P= 0,825 (pour la vit By;), P=10,82 (pour la vit Bg). Notant que les niveaux des vitamines B,
et Bg dans les groupes de I’Hhcy modérée €taient légerement inferieurs a ceux observés dans
les groupes d’homocystéinémie normale, notamment chez les génotypes mutés: (AC 157,50
vs 115,13+41,13 (pM) pour la vit Byy) / (AC) (14,13 vs 12,44+3,06 (nM) pour la vit B). Il
parait qu’il y’avait un effet délétére du génotype muté sur les niveaux de Bg et B;,. Cependant
cette action n’était pas significative.
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V1. Discussion

V1.1.Description de la population temoin et fréquence de différents facteurs
de risque

VI.1.1. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le
polymorphisme du MTHFR C677T.

On a enregistré une prévalence totale de (56, 38%) d’Hhcy (>15 pumol/L) chez notre
population témoins, elle est nettement plus supérieure que celle observée dans plusieurs pays,
comme, Brazil avec 23.1% (n= 52 sujets) (Mello et al., 2012), Libon; une
hyperhomocystéinémie était présente chez 59/233 (25,3%) des sujets (Rami et al., 2012). les
résultats d’une méta-analyse de la prévalence de I'Hhcy en Chine, basée sur 60 754 sujets
issus de 36 études couvrant 19 provinces et municipalités, a trouvé une prévalence de 27,5%
(Yang et al., 2015).

En revanche, nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Misra et al. (2002) a New
Delhi (Inde du Nord) avec 84% (n=72), et intermédiaires entre ceux trouvées en Savanna
29,4% (n= 68) et les région cotieres 62,3% (n=208) du Togo et Bénin dans 1’ouest d’ Afrique
(Amouzou et al., 2004).

Cependant, une prévalence proche de celle de la présente étude, (54 %) a été observée dans
étude Indienne réalisée par Gheye et al. (1999) a Hyderabad, Inde du sud-est sur 58 sujets
sains, et dans une autre étude Iranienne (47,6%), portée sur 1214 sujets sains, (Fakhrzadeh et
al., 2006). Notant que la prévalence de I’hyperhomocystéinémie est estimée a 5% dans la
population générale (Conri et al., 2000).

Li et al. (2017), ont rapporté que le polymorphisme C677T MTHFR peut augmenter le
risque de I’'Hhcy chez les sujets porteurs du génotype 677TT qui présentaient un risque
d’Hhey plus de 6 fois supérieure a celui des porteurs de 677CC + CT (TT vs CC + CT).

L’hyperhomocystéinémie peut avoir pour origine des troubles d’ordre génétique, nutritionnel
et thérapeutique, elle peut également étre associee a différents états pathologiques (Demuth et
al., 2000).

De nombreuses études ont exploré I'association entre le polymorphisme MTHFR C677T et les
profils lipidiques sériques ou plasmatiques chez ’homme (Zhi et al., 2016).

Nos résultats rejoignent ceux de Liang et al., (2014) qui n’ont pas trouvé une association
entre le tHcy plasmatique et le polymorphisme C677T MTHFR avec I'hyperlipidémie ou les
taux de lipides sériques.

Contrairement & nos résultats, Frelut et al., (2014) ont montré que MTHFR C677T peut
augmenter significativement le taux de LDL-C et peut également étre associé a des taux
éleves de cholestérol total et de triglycérides, et des niveaux bas du HDL-C, mais sans
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atteindre un niveau significatif. Liu et al., (2015) et Jiang et al., (2014) ont confirmé
I’association de 1’alléle T avec les désordres lipidiques.

En outre, chez les femmes agées polonaises, les génotypes 677CT / TT de la MTHFR étaient
associés a des taux élevés du Chol T et a des taux bas de HDL-C par rapport au génotype CC
(Chmurzynska etal., 2013).

Les transaminases sont des enzymes intracellulaires. Un taux élevé de transaminases (TGO ou
TGP) est le reflet d’une 1ésion cellulaire généralement au niveau du foie, du cceur, des reins
ou des muscles.

L’ALAT (TGP) est une enzyme qui se trouve majoritairement dans le foie. Ce test est
beaucoup plus spécifique d’une 1ésion hépatique que I’ASAT (TGO) (Pratt et Kaplan,
2000). L’ ASAT se trouve non seulement dans le foie mais également dans d’autres organes :
le muscle cardiaque, les muscles squelettiques, les reins, le cerveau, le pancréas, ....etc.
(Jaunin-Stalder et al., 2009).

Contrairement a nos résultats Li et al., (2016) ont montré que la mutation MTHFR C677T
était associée a une diminution significative du taux sériqgue d'AST (TGO), et non
significative de ’ALT (TGP).

En outre, un statut faible en folate a été démontré indépendamment, augmente le taux sérique
de la TGP (Welzel_et al., 2007). Ainsi, Li et al., (2016) dans leurs investigation (analyse de
régression multiple) ont montré que la carence en folates était associée a des taux sériques
élevés de ’ALT (TGP) (B (SE): 0,13 (0,06), P = 0,031). Cependant le mécanisme moléculaire
de cette action du folate sur les fonctions hépatiques reste inconnu (Li et al., 2016).

Les résultats du dosage de 1'urée, des trois sous-groupes des polymorphismes C677T et
A1298C n’a pas porté une différence significative entre eux. La fonction rénale est normale.

urée est une molécule qui résulte d’un processus de dégradation des protéines. Le dosage de
I’'urée permet d’apprécier le fonctionnement du rein. L’urée varie donc en fonction de 1’état
du rein de I’apport en protéine et du niveau d’hydratation.

La BNP est produite par les cardiomyocytes des oreillettes et des ventricules en réponse a une
augmentation de la pression pariétale et de I’étirement des fibres myocardiques comme c’est
le cas dans I’insuffisance cardiaque (Hall, 2005). Il constitue également un des plus puissants
marqueurs pronostiques tant au cours d’une décompensation que lors du suivi de
I’insuffisance cardiaque chronique (Logeart D, 2007).

La C-reactive protein (CRP) est un membre de la trés ancienne et tres conservée famille des
pentraxines caractérisée par une structure homopentamérique. Par ses mécanismes d’action la
CRP apparait ainsi comme une molécule charniere entre immunité innée et immunité
adaptative (Dupuy et al., 2003). 1l a été démontré expérimentalement que la CRP a des effets
directs pro-inflammatoires et pro-athérosclérotiques (Verma et al., 2002).

Contrairement a nos résultats, une étude menée en Japon par Nojima et al., (2018) chez 384
femmes japonaises en bonne santé étaient inscrites en tant que groupe témoin dans une étude
cas-témoins sur le cancer du sein (de 2001 a 2005), a révélée que l'interaction entre un
polymorphisme de MTHFR C677T et la CRP eétait statistiquement significative: I'effet de la
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CRP était significatif dans le groupe CT / TT (individus ayant 1’alléle mineur T), mais aucune
association n'a été observée dans le groupe CC (type sauvage).

V1.1.2. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques de la mutation C677T du
géne MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

Il existe des polymorphismes fonctionnels dans les génes codant pour les enzymes pouvant
étre associés a la susceptibilité aux maladies. Parmi les polymorphismes génétiques les plus
étudiés, ceux du gene MTHFR, notamment le polymorphisme A1298C et C677T.

La fréquence des alléles du polymorphisme C677T varie selon les régions geographiques et
les groupes ethniques (Wang et al., 2016). Nos résultats corroborent ceux d’autres études qui
n’ont pas trouvé une association au sexe. Des résultats similaires ont été obtenus en Chine
continentale, sur un total de 88255 échantillons, sur la base de tous ces échantillons les
auteurs n'ont trouvé aucune différence entre les hommes [19% (12-25%)] et les femmes [21%
(19-24%)] en termes de fréquence de génotype 677TT (Wang et al., 2016). Aucune
diftérence des fréquences de génotypes C677T de la MTHEFR selon le sexe, n’a également été
observée dans la population libanaise (AL-Habboubi et al., 2003). Ainsi, une étude de la
fréquence allélique et génotypique du polymorphisme C677T, sur 207 sujets sains de la
population bosniaque n’a révélé aucune différence significative entre les deux sexes (Amela
et al., 2013).

Par contre, une autre étude portant sur des sujets sains libanais a montré une différence
significative corrélée au sexe (Amira et al., 2008). Dans la majorité des études menées sur
les différences de fréquence des genotypes par sexe, aucun commentaire n'a été rapporté dans
la littérature. Ainsi les auteurs n'ont pas précisé le sexe de leur cohorte (Botto et Yang, 2000).

Il existe certaines preuves de gradients géographiques en Europe (augmentation du nord au
sud) de la prévalence du génotype homozygote TT dans les zones d'étude, par exemple: La
prévalence du génotype TT était de 4% en Finlande et de 7% en Russie, des valeurs
intermédiaires (8 a 10%) ont été notées en France et en Hongrie et des valeurs plus élevées
dans le sud de I'Europe (12-15% en Espagne et au nord de I'ltalie), avec des valeurs
maximales dans le sud de I’Italie (20-26% en Campanie et en Sicile) (Wilcken B et al.,
2003). En outre, Nishio et al., (1996) ont rapporté que la prévalence du génotype TT trouvée
en Allemagne était de (10.4%) et en Gréce de (10.0%).

Un gradient similaire a été observé en Amérique du Nord, ou la fréquence du génotype (TT)
augmente de l'ouest du Canada (Alberta) jusqu'au sud-est des Etats-Unis (Atlanta), avec un
pic au Mexique (Wilcken et al., 2003). Pourquoi des taux aussi €levés d’homozygotie (TT)
se produisent-ils dans ces régions (nouveau-nés du Mexique et de I’Ttalie du Sud) ? N’est pas
clair, étant donné les points communs apparemment limités en termes d’origine ethnique,
génétique ou environnementale entre ces zones. Par conséquent, cette étude suggére la
présence de pressions sélectives conduisant a une variation géographique et ethnique marquée
dans les fréquences génotypique et alléliques de C677T MTHFR (Wilcken et al., 2003).

E



Une autre étude comparative portant sur la prévalence des alleles MTHFR C677T et A1298C
et le statut en folates entre les populations mexicaines, ouest africaines et européennes, a
révélé que la fréquence de l'allele T677 était plus élevée a Mexico, intermédiaire dans I'Est de
la France et la Sicile et plus faible dans I’ Afrique de 1'Ouest. Les fréquences du génotype (TT)
et de l'allele 677T observées étaient les suivantes: en Afrique de I'Ouest (0.8 & 9.0%), en
France (14.2 a 36.1%), en Italie (Sicile) (19.9 & 47.3%) et & Mexico (35.7%). 58.0%), un
apport suffisant en acide folique a supposé€ une augmentation de la fréquence de ’allele 677T
MTHFR dans ces populations (Guéant-Rodriguez et al., 2006).

Il est utile de mentionner que dans 1’Asie du Sud-Est, la prévalence du génotype (TT) était;
(12.0%) en Corée du Sud, (11.0%) au Japon (Nishio et al., 1996) et (6.9%) a Taiwan
(Wassim et al., 2004).

Dans les 23 provinces chinoises étudiées, Wang et al., (2016) ont observé une augmentations
des fréquences de l'allele 677T et du génotype (TT), le long du gradient géographique, dans la
direction sud-centre-nord sur le continent, de valeurs inférieures a intermeédiaires, a des
valeurs supérieures, respectivement. Les auteurs de cette étude ont supposé que les apports en
acide folique étaient plus importants dans les populations du nord que dans les populations du
sud; cependant, une enquéte nutritionnelle a révélé une tendance inverse, elle a trouvé que la
moyenne géométrique de la concentration sanguine en folates est plus basse dans les
populations du nord que dans les populations du sud (Hao et al., 2003). Parce qu'en Chine,
I'apport en folates est plus faible dans le régime alimentaire des populations du Nord que celui
des populations du Sud en raison de différences dans les habitudes alimentaires (Wang et al.,
2011; Hao et al., 2003).

Dans une étude indienne, des résultats ont montré de grandes variations, avec une fréquence
plus élevée de I’allele 677T chez la population de Sindhi (23.8%). Au contraire, I'allele 677T
est absent des populations de Kom, Thadou et Munda et sa fréquence moyenne est de 10,1%
sur I'ensemble de 23 populations indiennes (Saraswathy et al., 2012). La faible fréquence de
I'alléle 677T chez les groupes tribaux (les populations Kom, Thadou et Munda) peut avoir été
influencée par les carences en acide folique, car la majorité de la population en Inde sont des
vegeétariens avec un faible apport en vitamine By, (Wang et al., 2016).

Dans une autre évaluation de sujets colombiens, des individus sains ont été inclus, différentes
fréquences de génotype ont été trouvées: le génotype le plus freguemment observé était
I’hétérozygote (CT) (80 individus, 52.6%), suivi par le génotype (CC) homozygote avec 52
individus (34.2%) et le génotype (TT) avaient la fréquence la plus basse dans cette population
étudiée (20 individus, 13.2%) (Romero-Sanchez et al., 2015).

Selon une étude publiée sur l'association entre les polymorphismes C677T et A1298C et
I’élévation de ’homocystéine, chez 117 volontaires sains de la population portugaise (sud-
ouest de I'Europe), la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme C677T était de 33.3% pour l'alléle T et de 66.7%. % pour l'alléle C, 10.3%
des sujets portaient le génotype 677TT; le statut hétérozygote et homozygote sauvage étaient;
46.2% et 43.6% respectivement. Par conséquent, ces resultats montrent que les fréquences
relatives de ’alléle 677T et du génotype 677TT sont inférieures a celles rapportées dans deux
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autres pays de ’Europe du Sud, I’Espagne et 1’'Italie, et de ce fait ne correspondent pas a
I’idée de gradient nord-sud et confirment la notion selon laquelle des études de la population
géographique locale sont nécessaires (Castro et al., 2003).

Une étude importante réalisée sur 408 Libanais en bonne santé et 152 sujets sains bahreiniens
a révélé que 159 (39,0%) libanais et 26 (17,1%) étaient des porteurs hétérozygotes (CT),
tandis que 10 (2,50%) libanais et 4 (2,63%) étaient porteurs du génotypes homozygote muté
(TT) qui sont relativement faibles (AL-Habboubi et al., 2003). Une autre étude libanaise
menée sur des sujets sains, a trouvée la distribution des génotypes CC, CT et TT suivante:
65,3%, 30,8% et 3,9% respectivement (Saraswathy et al., 2012). Dans la population
jordanienne, Eid et Rihani, (2004) ont observé que la fréquence du génotype TT était 8 et la
fréquence de l'alléle T était 0,16. Ces valeurs sont inférieures a celles observées dans notre
étude. Les différence entre les fréquences des alleles MTHFR dans les groupes africains et
ethniques restent encore inconnue (Atadzhanov et al., 2014). Des études menées au cours de
la derniere décennie avaient émis I'hypothése que la fréquence 677T pourrait résulter en partie
des interactions génes - nutriments, et ces associations semblent étre influencées par la
localisation géographique et I'état nutritionnel des sujets (Guéant et al., 2004; Guéant et al.,
2003) et les chercheurs ont montré ainsi, une corrélation positive entre la concentration en
folate et la fréquence de l'allele 677 T (Guéant-Rodriguez et al.,, 2006; Botto et Yang,
2000).

Peu d’études dans la région du Maghreb arabe ont examiné le polymorphisme MTHFR
C677T. Au Maroc, une étude portant sur 182 personnes apparemment saines et sélectionnées
au hasard parmi des arabes et berberes (Marocains), la fréquence des génotypes du
polymorphisme C677T suivante a été trouvée: génotype CC dans 97 (53.3%), génotype CT
dans 74 (40.7%), Génotype TT dans 11 (6%), l'alléle T était (26.4%) (Paluku They-They et
al., 2009). Une étude en Tunisie visant a déterminer les fréquences alléliques et génotypiques
du polymorphisme C677T dans une population tunisienne en bonne santé a trouvé les
résultats suivants: CC (69.7%), CT (24.9%) et TT (5.4%). La frequence de l'allele T estimée
dans I'échantillon de 185 individus était de 17.8%, ces valeurs sont intermédiaires entre celles
observées en Afrique et celles notées dans les pays occidentaux (Jerbi et al., 2005).

Bourouba et al., (2009) ont montré, dans une population en bonne santé de la ville de Sétif
(Algérie), que le génotype MTHFR 677CC a été trouvé chez 67 individus (45.6%), 59
personnes étaient hétérozygotes (40.1%) et 21 étaient homozygotes (TT: 14.3%). La
fréquence de I’allele 677T était 34.3%. Ces valeurs restent intermédiaires entre celles
observées en Afrique et celles observées a I'Ouest et en Amérique du sud. Une autre étude
Algérienne réalisée par Hambaba et al., (2008) a trouvé une fréquence génotypique (TT) de
6% et allélique (T) de 30.5%, une fréquence intermediaire qui rejoint le gradient mondial
Nord-Sud avec une prévalence élevée d'hyperhomocystéinémie. Ces derniers reésultats sont
comparables a nos résultats obtenus; T (32.45%), TT (11.70%).

Les habitudes économiques et alimentaires peuvent jouer un réle important dans la
propagation de l'allele 677T dans le monde entier (Wang et al., 2016). La prévalence du
polymorphisme de MTHFR C677T varie chez les sujets africains et méditerraneens, ce qui
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n’est pas facile & expliquer, toutefois, les facteurs sociaux et environnementaux pourraient
constituer un avantage ou un désavantage en affectant la sélection des genotypes de MTHFR.
Ainsi, des apports adéquats en acide folique ont supposé une augmentation de la fréquence du
677T MTHFR, alors qu'un apport insuffisant pourrait entrainer une diminution de la
fréquence (Chillemi et al., 2005). De plus, I'avantage résultant d'un apport alimentaire élevé
en folate par les porteurs de l'allele 677T peut étre d0 aux divers mécanismes, tels que la
synthése accrue de purines et de pyrimidines nécessaires a la réplication de I'ADN (Ueland et
al., 2001). Dans la présente étude, nos résultats corroborent ceux d'autres études menées a
travers le monde et cohérents avec I'hypothese d'un gradient nord-sud.

VI1.1.3. L'influence du sexe sur les concentrations du folate, vitamine B, et de
I’homocystéine totale chez les témoins

Nos résultats sont en accord avec ceux de Castro et al., (2003) qui n’ont pas enregistré une
différence significative des concentrations des folates plasmatique entre les sexes. Cependant,
un taux significativement élevé de tHcy a été observé chez les hommes par rapport aux
femmes.

Par ailleurs, le méme résultat a été trouvé par Devlin et al., (2006) chez 1041 sujets sains,
(42% étaient des hommes et 58% étaient des femmes) concernant les résutats de la vitamine
Blz.

L’étude de Ni et al., (2016) a montré I'influence du sexe sur les concentrations sériques de
tHcy, de la vitamine Bj, et du folate. Les hommes avaient une concentration de tHcy
significativement plus élevée que chez les femmes, et un taux sériqgue moyen du folate
significativement inférieur a celui des femmes et contrairement a nos résultats, il n'y avait pas
de différence significative des taux de la vitamine B, entre les deux sexes.

De nombreux facteurs peuvent entrainer une augmentation des taux du tHcy chez les hommes
comparativement aux femmes, en particulier, la différence de la masse musculaire, le statut
hormonal et le statut vitaminique (Refsum et al.,2004). L’tHcy peut augmenter aussi avec
I’age (Stanslawska-Sachadyn A, et al., 2008).

Il est possible que cette différence du statut en vitamines B soit due probablement a I'apport
alimentaire de ces vitamines qui est généralement plus faible chez les hommes que chez les
femmes (Ni et al., 2016). De plus, la diminution du taux du folate peut évoquer une
malabsorption héréditaire ou une atrophie villositaire par exemple. Le 5- méthyl-THF étant
une des formes circulantes principales des folates, ils pourront aussi étre diminués dans les
déficits en MTHFR (Stanger O et al., 2004).

VI1.1.4. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine Bi, et de
I’homocystéine totale selon les génotypes du polymorphisme C677T MTHFR

Le polymorphisme C677T de la MTHFR est le facteur génétique le plus important qui
influence les concentrations sanguines de tHcy dans la population générale (Klerk M et al.,
2002 ; Frosst P et al., 1995).
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Le polymorphisme de MTHFR C677T est un facteur prédictif indépendant de I’tHcy
plasmatique. Cette association est modifiée par plusieurs vitamines B, qui ne possedent pas
qu’un seul impact sur l'expression phénotypique du polymorphisme MTHFR C677T mais ce
sont des prédicteurs de I’tHy plasmatique également (Hustad et al., 2007). Cela a été
démontré dans plusieurs études sur le folate (Jacques et al., 2001 ; Molloy, 2004) et la
cobalamine (Jacques et al., 2001 ; Monsen et al., 2003).

Nos résultats sont conformes a ceux montrée par Jacques et ses collaborateurs (1996)
concernant l'effet interactif du statut en folates et du génotype MTHFR 677TT sur les
concentrations sanguines de tHcy.

Nos résultats confirment ceux des études antérieures, y compris les études de Kauwell et al.,
(2000) et de Shelnutt et al., (2003), qui ont révélée que le génotype (TT) est associé a une
concentration plasmatique élevée d’homocystéine lorsque le statut en acide folique est faible.
Et dans le méme sens, ceux de De Bree et al. (2003) et de Ozarda et al., (2009) qui ont
constaté également, que les individus sains avec le génotype TT avaient une concentration en
tHcy significativement plus élevée que ceux ayant les génotypes CC et CT.

Yakub et al., (2012) et ses collaborateurs ont déterminé, que les chances d’avoir une
hyperhomocystéinémie avec le génotype 677TT MTHFR étaient de 10 fois supérieures a
celles du génotype 677CC MTHFR [OR (IC a 95%); 10,17 (3,6 a 28,67) :et le risque
d’association augmente, [si la folatémie est <3.5 ng/ML, I’OR (CT ou TT) est 4.84 (2.80—
8.37) P< 0.001], [et si la vitamine By, est <200 pg/mL) I’OR (CT ou TT) est 4.33 (1.7-
10.86) P< 0.05].

Une étude antérieur portée chez des femmes japonaise saine (n=192) a montrée que chez les
porteurs du génotype TT, les taux de folate et de tHcy étaient respectivement inférieurs ou
supérieurs que ceux d’autres génotypes. Bien qu'il n’existe pas de différences significatives
dans la consommation de folate entres les différents génotypes (Taguchi et al., 2012).

Abdssemed, (2008) a montrée que le taux de 1’homocystéine plasmatique est
significativement plus élevée chez les sujets porteurs du génotype (TT) par rapport a ceux
avaient le génotype (CT) et (CC). De méme pour les taux sériques de folates, les homozygotes
(TT) avaient des concentrations plus basses comparativement aux homozygotes mutés (CC).

Une métanalyse publiée par Yang et al., (2008) a trouveé, que parmi tous les polymorphismes
des génes étudiées, chez tous les groupes ethniques (Population américaine), seulement le
génotype C677T MTHFR avait un effet significatif sur les concentrations du folate et de
I'nomocystéine sériques, notamment chez les porteurs du génotype (TT).

Une autre mét-analyse rapporté par Guéant-Redriguez et al., (2006), qui ont comparé les
concentrations de 1’tHcy, folate, et de la vitamine Bj, en fonction de différents génotypes du
polymorphisme C677T MTHFR entre trois groupes ethniques (Afrique de I'Ouest, France,
Italie et Mexique). Dans I’analyse de régression multiple, le folate était un prédicteur
indépendant significatif de ’tHcy dans toutes les zones étudiées (Afrique de 1’ouest, France,
Italie, Mexique) et tHcy était également associe significativement a la vitamine By, chez les
Siciliens et les Mexicains. Le génotype TT était associé a une concentration de tHcy
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considérablement plus élevée en Afrique de I’ouest. Il a entrainé une légére élévation mais
significative de I’tHcy en France et en Italie et aucun effet n’a été noté au Mexique.

Malgre I'effet établi du polymorphisme C677T MTHFR sur le statut en folates, les résultats
cliniques restent contradictoires, et cela est souvent due a I'impact variable du statut en folate
(Bueno et al., 2016). Chez les noirs Africains, en dépit d’une faible fréquence de 1’alléle T,
cela n’a aucun effet bénéfique sur les concentrations de tHcy, en raison d’une carence en
folate et d'une prévalence élevée des maladies infectieuses qui compromettent I'assimilation
du folate (Rosenberg et al., 2002; Rosenblatt et al., 1999).

Certains chercheurs ont rapporté que les régimes alimentaires riches en folate augmentent
significativement les concentrations de folate dans le sang ou diminué de maniére
significative le taux du tHcy (Brouwer et al., 1999 ; Silaste et al., 2003). Ces résultats
concorde bien avec ceux trouvé par Taguchi et al., (2012) qui ont révélé que I’'tHcy a
diminué significativement avec la consommation du folate et les concentrations sérique des
folates. 1l est utile de mentionner qu’une réduction significative de I'tHcy a été enregistré,
apres supplémentation en folate, chez les sujets porteurs du génotype TT par rapport a ceux
avec le génotype CC du polymorphisme C677T MTHFR (Yang et al., 2008).

Des apports en acide folique de (0.2 mg soit 200 ug ou 0.4 soit 400 ug) / j ont été associés a
une réduction de (60% ou 90% respectivement) du taux de ’tHcy, (Homocysteine Lowering
Trialists’ Collaboration, 2005).

Par conséquent, le folate alimentaire joue un réle clé face aux risques de
I’hyperhomocystéinémie, donc il peut annuler le risque associé au polymorphisme MTHFR
C677T en controlant directement les niveaux de I’tHcy (Kumudini et al., 2014).

Cette association n'est pas absolue, ce qui suggere que d’autres facteurs environnementaux et
génétiques pourraient également jouer un role. L'effet du polymorphisme MTHFR C677T sur
statut du folate est modifié par d'autres polymorphismes communs, ceux qui affectent le
métabolisme ou le transport du folate. Le statut en folates était plus faible dans les génotypes
677TT MTHFR et SLC19A1 80AA par rapport aux génotypes de référence correspondants
(Bueno et al., 2016).

L'augmentation des concentrations de tHcy pourrait étre attribuée a la thermolabilité induite
dans ’enzyme MTHFR, qui se traduit par la dissociation du dimere actif en monomeres
inactifs avec une perte ultérieur de la capacité de liaison a la flavine adénine dinucléotide
(FAD) (Yamada et al., 2001). La FAD est un cofacteur de la MTHFR, il protége I’enzyme

. Alors
que le folate sert de substrat pour MTHFR et stabilise I'enzyme (Yamada et al., 2001).

En conséquence, le remplacement de I'alanine par la valine dans cette mutation (C677T) peut
altérer l'interaction entre ’enzyme MTHFR et le folate, et entrainer une perturbation de la
conversion du 5,10-méthylénetétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate, la forme
circulatoire majeure du folate (Chango et al., 2000). Ce qui est nécessaire a la conversion de
I’homocystéine en méthionine. De plus, ce changement d’acides aminés, se situe au fond de
(oB)g barrel du domaine catalytique N-terminal de la protéine, qui joue un rdle vital dans la
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stabilité de la structure de MTHFR et I’activité enzymatique (Pejchal et al., 2006; Jacques
et al.,1996).

Les résultats de la présente étude concordent avec ceux de la littérature et supportent
I’hypothese «interaction géne-nutriment», entre le polymorphisme de MTHFR C677T et le
statue en folate. L hypehomocystéinémie apparait étre un facteur de risque chez notre
populationtémoins.

L'hyperhomocystéinémie reste alors un facteur de risque vasculaire dont le traitement réside
en premier dans I'amélioration de la qualité des apports alimentaire en folate. Une
supplémentation systématique en folates dans la nourriture doit étre recommandée au moins
dans la région étudiée (Aures).

V1.1.5. Corrélation entre I’homocystéine totale, folate et I'd&ge moyen.

Nos résultats concordent avec ceux de Ni et ses collaborateurs (2016) qui ont rouvé des
corrélations négatives mais significative, entre 1’tHcy, folate et vitamin Bi,. Ainsi, ils ont
suggeéré qu'aucune corrélation significative ne soit observée entre les taux sériques moyens de
tHcy et le polymorphisme quand les taux du folates sont élevé (>34nM); cependant, a un
faible taux de folate (<34 nM), les porteurs du génotype TT présentaient des taux de tHcy
significativement plus élevés.

En outre, Hustad et al., (2007) ont démontré que I’tHcy plasmatique était inversement
proportionnel a toutes les vitamines B (Folate, Riboflavine, Cobalamine) et les relations entre
tHcy- vitamines B ont été modifiées par le polymorphisme MTHFR et étaient les plus forts
chez les sujets porteurs du génotype TT, en particulier pour les folates et la riboflavine .

Par ailleurs, les taux de tHcy étaient inversement proportionnels aux concentrations du folate
sérique; les corrélations dans les génotypes CC, CT, TT de la MTHFR étaient au total, toutes
significatives (Taguchi et al., 2012).

Contrairement & nos résultats I’tHcy était corrélé positivement avec 1’age (Taguchi et al.,
2012). Cette constatation est due a une diminution de la contribution des faibles concentration
de folate aux concentrations ¢élevées d'homocystéine avec 1’4ge, mais pas a la faible
concentration de la vitamine By, (Selhub et al., 1999). Probablement, la prévalence des
faibles concentrations de la vitamine Bj, augmente avec 1’dge, et avec une éventuelle
association d’autres facteurs de risque connue a affecter le métabolisme de 1’tHcy, tels que la
réduction physiologique de la fonction rénale ou le statut ostrogénique chez la femme
(Refsum et al., 1998).

VI1.1.6. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des sujets témoins selon le
polymorphisme du MTHFR A1298C.

Nos resultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature et qui ont montré que
I’impact du polymorphisme A1298C seul, n'était pas associé¢ a I'hyperhomocystéinémie
(Hanson etal., 2001; Friedman et al.,1999).
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Devlin et al., (2006) ont constaté qu’aucun effet significatif individuel du polymorphisme

Il a été
démontré que l'effet de cette mutation est plus important lorsqu’elle est associée au
polymorphisme C677T (Weisberg et al., 1998).

Les publications concernant I'effet du polymorphisme A1298C MTHFR sur le profil lipidique
sanguin étaient relativement faibles (Li et al., 2015). Nos données viennent en accord avec
ceux rapportés par Friedman et al., (1999) qui ont trouvé que le polymorphisme A1298C de
la MTHFR n'affecte pas le taux de cholestérol total. De plus, I’effet du polymorphisme
A1298C indépendant ne révele aucune association avec les taux de lipides sériques et
également aucune action sur la dyslipidémie (Li et al., 2015).

Contrairement a nos résultats, Li et al., (2016) ont observé une augmentation significative de
I’ASAT, cette mutation a augmenté égalemet le taux de I’ ALAT.

Similairememnt & nos résulats, aucune association significative n’a été remarquée entre le
polymorphisme A1298C et la CRP (I'effet de la CRP était non significatif dans le groupe CC/
AA) dans I’étude de Nojima et al., (2018).

V1.1.7. Répartition des fréquences genotypiques et alléliques de la mutation A1298C du
géne MTHFR selon le sexe dans la population témoin.

La distribution de fréquence du polymorphisme A1298C n’ait pas largement étudiée, comme
celui de C677T. Nos résultats rejoinent ceux de Amira et al., (2008) qui ont révélé que le
sexe n’affecte pas la distribution de la mutation A1298C, car les fréquences des génotypes
trouvées, étaient comparables entre les hommes et les femmes.

Une étude intéressante réalisée par des chercheurs a montré que les pays d'Afrique de I'Ouest
et Mexico étaient les deux régions présentant les fréquences les plus basses de I'allele 1298C
et du génotype 1298CC, la fréquence la plus élevée a été rapportée en France. Le génotype
CC et la fréquence de l'allele C observés étaient: chez les sujets d'Afrique de 1’ouest, CC
(1,9%), C (13,9%), a Mexico City CC (2,3%), C (14,7%), en France CC (11,5%), C (35,7%),
en Italie (Sicile), les fréguences étaient CC (7,5%) et C (28,1%) (Guéant-Rodriguez et al.,
2006). Sur les 120 participants irlandais en bonne santé, 56 étaient des porteurs hétérozygotes
AC, avec une fréquence de 46,7%, tandis que 11 (14,2%) étaient homozygotes (CC). La
prévalence des homozygotes 1298CC dans cette étude est nettement supérieure a celle
rapportée dans la plupart des populations européennes (Rita et Thomas, 2004).

Les fréquences des génotypes MTHFR 1298AA, 1298 AC et 1298 CC en Turquie étaient
respectivement de 43,7%, 46,3% et 10,0% (Sazci et al., 2005). Globalement, les fréquences
de l'alléle 1298C allant de 24% a 40% en Europe, de 0% a 15% en Amérique du Sud et de
14,7% en Amérique du Nord (Amouzou et al., 2004). Des fréquences plus basses ont été
observées dans la population asiatique CC (1,9%), C (0,16) (Esfahani et al., 2003) et dans la
population chinoise CC (3,8%), C (0,176) (Shrubsole et al., 2004).

E



Cependant, il est important de noter qu'au Liban, ou la prévalence du polymorphisme
MTHFR A1298C était la plus élevée parmi différentes populations ethniques; la prévalence
du génotype AC était de 50,2%, suivie du génotype sauvage (AA) 25,9%, et le génotype
homozygote (CC) était de (23,9%), avec une fréquence allélique (C): 0,49 (la fréquence la
plus élevée) (Amira et al., 2008). De plus, la fréquence du génotype CC et de I’alléles C
était également plus élevée chez les Tamiliens ; CC (10%), C (0,35) (Angeline et al., 2004)
et les Arabes de Bahrein; CC (7,3%), C (0,34) (Al-Habboubi et al., 2004). La population
Indienne avec CC (3%), C (0,10) (Markan et al., 2007) et japonaise avec CC (0,16), C
(1,3%) (Hiraoka et al., 2004), avaient enregistré les fréquences les plus basses.

Le mode de vie et les facteurs environnementaux, tels que I'apport alimentaire en folate,
varient selon les différents groupes ethniques et peuvent influencer la distribution des
polymorphismes du géne MTHFR et les fréquences des alleles de C677T et A1298C (Wang
et al., 2016). De plus, I'influence de la latitude et du rayonnement ultraviolet, les histoires
migratoires et les maladies peuvent également affecter les distributions de fréquence des deux
alleles (Yang et al., 2013; Wang et al., 2012).

Chez notre population d’étude, les fréquences alléliques et génotypiques, semblent étre
inferieur a celle observées dans d’autres populations arabes (libanaise, arabe de Bahrein) et la
population Tamilienne. La fréquence des alleles de la mutation A1298C est moins
documentée, mais semble plus uniforme dans la majorité des populations étudiées (Lievers et
al., 2001; Peng et al., 2001; Weisberg et al., 2001). Contrairement a la mutation C677T,
I’effet biochimique de la mutation A1298C sur la fonction de MTHFR reste controversé (Van
der Put et al., 1998; Friso et al., 2002), en effet, la relation entre le polymorphisme du géne
MTHFR A1298C et les niveaux de Hcy reste controversée (Wang et al., 2017).

En conclusion, de faibles fréquences de l'allele C et du génotype CC du polymorphisme
A1298C ont été trouvés chez notre population témoins par rapport aux autres groupes
ethniques; ce polymorphisme n'a pas fait I'objet d'études approfondies dans le monde et en
particulier en Algérie.

VI1.1.8. Fréquence de la coexistence des polymorphismes C677T et A1298C du gene
MTHFR

Peu de chercheurs fondent leurs analyses sur l'examen de la coexistence des variants de
C677T et de A1298C dans différentes populations et leur corrélation avec l'activité du
MTHFR, ainsi que le changement du niveau de folate (Guéant-Rodriguez et al., 2006).

Une des premiéres études a été réalisée sur la population néerlandaise (Van der Put et al.,
1998). L'étude n'a pas révélé la coexistence des genotypes 677CT / 1298CC, 677TT /
1298AC, 677TT / 1298CC, des résultats similaires ont été obtenus dans notre groupe étudié et
dans plusieurs études européennes. Il a été suggéré que la distance physique qui sépare les
polymorphismes MTHFR C677T et A1298C sur le chromosome est courte (2,1 kb), ce qui
pourrait réduire la recombinaison des génotypes CT/CC, TT/AC et TT/ CC (Stegmann et
al., 1999; Hanson et al., 2001). Les génotypes coexistant les moins fréquente qui ont été
trouvé dans la population néerlandaise étaient; 677TT / 1298AA (9%), 677CC / 1298CC
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(9.4%), sont comparables a nos résultats: 677TT / 1298AA (11,70%), 677CC / 1298 CC
(7.44%). Les génotypes coexistant les plus fréquents étaient 677CT / 1298AA (20.1%), ainsi
que ceux trouvés dans notre groupe 677CT / 1298AA (29.78%), alors que les génotypes
677CT / 1298AC étaient (20.1%) dans la population néerlandaise, ont été détectés a faible
fréquence dans notre étude (11.70%), et également les génotypes 677TT / 1298AA (11.70%).

Une exploration de I’activit¢ du MTHFR en fonction de la présence de polymorphismes
C677T et A1298C a été soulignée par Van der Put et al., (1998) et Weisberg et al.,(1998).
Les auteurs ont révélé une diminution significative de l'activité de la MTHFR dans le cas des
genotypes coexistant MTHFR 677TT / 1298AA (30 a 40%, environ 70% de moins), une
diminution de 50% de l'activité de la MTHFR dans les génotypes 677CT / 1298AC. Prés de
40% de réduction de I'activité enzymatique a été observée pour les autres génotypes (677CC /
1298CC, 677CT / 1298AA).

Contrairement & nos résultats, des cas exceptionnels ont été rapporté dans la population turque
comme la présence des génotypes coexistant suivant: 677CT / 1298CC, 677TT / 1298AC
(Ergul et al., 2003; Sazci et al., 2005). Dans l'une de ces deux études, portant sur 1004
femmes et 680 hommes (1684), la fréquence des genotypes doubles hétérozygotes 677CT /
1298AC était de (21.6%) (Sazci et al., 2005). Les génotypes 677TT / 1298AC ont été
également détecté dans la population de Hundo (Rai et al., 2006) et aussi a Canada par
Isotalo et ces collaborateurs (2000) qui ont étudié 119 nouveau-nés; TT / AC: 2 (1.70%),
pour les autres génotypes coexistant, sont les suivants: CC / AA: 17 (14.30%), CC / AC: 42
(35.30%), CC / CC: 9 (7.60%) , CT / AA: 14 (11.70%), CT / AC: 23 (19.30%), TT / AA: 12
(10.10%), les génotypes TT / CC et CT / CC n’ont pas été observés dans cette étude.

De Re et ces collaborateurs (2010) ont démontré la coexistence des génotypes 677CT /
1298AC dans (30.20%), chez des 454 sujets italiens (315 hommes et 139 femmes). Dans une
étude de population irlandaise portant sur les combinaisons de génotypes MTHFR C677T /
A1298C, 28 participants (23.3%) étaient des doubles hétérozygotes (Rita et Thomas, 2004).
Dans une autre population composée de 1684 sujets réparties de maniére aléatoire en Turquie
(1004 femmes et 680 hommes), la fréquence de I'nétérozygotie 677CT / 1298AC était la plus
élevée (21.6%), par rapport au Canada (15%), aux Etats-Unis (17%) et aux Pays-Bas (20%)
(Sazci et al., 2005), ces prévalences sont plus élevés que ceux obtenus dans notre analyse
(11,70%). En outre, des génotypes 677TT / 1298AA ont été trouvés dans (12.60%) (De Re et
al., 2010), ces résultats proche de ceux obtenus dans notre étude (11,70%). Ainsi, une étude a
examiné la fréquence de ces deux polymorphismes de MTHFR dans une population
portugaise, chez 117 volontaires sains étudiés (71 femmes et 46 hommes); 21,4% des sujets
étaient des hétérozygotes composites (677CT / 1298AC), la fréquence de I'alléle 1298C était
de 28.2%, ce qui démontre que cette mutation est également fréquente dans cette population
(Castro et al., 2003).

II convient de noter qu’une fréquence plus élevée de coexistences de génotypes avec 1’allele
muté suggere un role important du régime alimentaire riche en folates dans le sud de I’Europe
(Italie, Turquie) qui pourrait affecter la capacité des individus a survivre avec les génotypes
mutés des polymorphismes du MTHFR (Hubert et al.,, 2015). Il semble que les
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polymorphismes C677T et A1298C peuvent agir de maniére synergique, étant donné que
I'nétérozygotie (doubles hétérozygotes) pour les deux polymorphismes entraine une
diminution importante de 1’activité de la MTHFR comparativement a I'hétérozygotie de l'une
des deux mutations (Van der Put et al., 1998). De plus, une association entre le statut de
double hétérozygote et des taux élevés de tHcy en présence de faible concentration de folate a
été observée (Van der Put et al. 1998). Des études antérieures ont montré que la combinaison
des polymorphisme A1298C et C677T semble affecter I'activité enzymatique de la MTHFR
et les taux de tHcy (Weisberg et al., 1998; Weisberg et al., 2001). Cependant, d'autres
auteurs n‘ont pas trouvé une influence du folate sur la distribution du génotype combiné
677CT / 1298AC dans les 7 zones étudiées; Afrique de 1’Ouest, zones cdtieres et de savanes
du Togo, la cotes du Bénin, la France, la Sicile et Mexico City (Guéant-Rodriguez et al.,
2006).

Certains facteurs environnementaux, notamment le facteur climatique; les rayons ultraviolet
(UV), peuvent servir comme une pression de selection naturelle sur le polymorphisme du
MTHFR C677T au cours de I’histoire de I’évolution humaine. Les auteurs ont démontré leurs
association et influence sur la fréquence du polymorphisme C677T dans de nombreuses
populations (Hubert et al., 2015). Depuis plusieurs années, Cordain et Hickey (2006) ont
été les premiers a émettre I'nypothése que les rayons UV pourraient affecter négativement le
statut en acide folique et le modéle de la distribution mondial du polymorphisme C677T de la
MTHFR. Le folate est une vitamine UV-labile, essentielle au maintien de la synthese de
I'ADN et aux mécanismes de réparation, il a été démontré qu'un certain nombre d'enzymes
dépendant du folate réagissaient aux UV (Patrice et al., 2016). Une couleur de peau plus
claire et une exposition accrue aux rayons UV peuvent constituer un désavantage pour les
porteurs d’alleles 677T en raison de leur influence néfaste sur le statut en folate (Jablonski et
Chaplin 2000; Branda et Eaton 1978).

Une étude réalisée par Wang et al., (2012) a montré qu'il existe une relation inverse entre la
fréquence dalléles T et le rayonnement UV. Leurs résultats soutenaient I'nypothése selon
laguelle le modeéle de distribution du polymorphisme MTFHR C677T en Eurasie peut étre le
résultat de l'interaction de la sélection naturelle génétique et environnementale, notamment le
rayonnement UV. Cependant, I'hypothése UV ne peut toujours pas expliquer pourquoi les
habitants du Nord (Chinois) ayant une peau plus claire et moins exposée aux rayons UV
(Branda et Eaton, 1978) présentent une carence plus importante en folate (Hao et al., 2003)
et une fréquence plus élevé d’alléle 677T par rapport aux habitants du sud (Yang et al.,
2013).

La fréquence de la coexistence des génotypes du C677T et A1298C MTHFR notées chez
notre groupe témoin est conforme aux données de la littérature avec une fréquence plus basse
des doubles hétérozygotes.
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V1.1.9. La distribution de la concentration plasmatique du folate, vitamine B, et de
I’homocystéine total selon les génotypes du polymorphisme A1298C MTHFR

Des résultats similaires ont été observes par Kluijtmans et al., (2003) qui n’ont pas trouve,
sur une cohorte de 452 jeunes adultes, une action du génotypes A1298C MTHFR sur les
concentrations du folate, de la vitamine B;; et de I'tHcy.

De méme pour une population agée, Devlin et al., (2006) SN TS I uane, effet

individuel de ce polymorphisme n’a été noté sur les concentrations sériques de 1’tHcy ou de
folate.

Ces résultats concordent bien avec ceux obtenu par Huemer et al., (2006) sur deux cent
soixante-quatre enfants sains et adolescents &gés de 2 a 17 ans. Aucun impact significatif sur
les concentrations de tHcy, folate ou cobalamine n’a été remarquée concernant ce
polymorphisme. En outre, ces auteurs n’ont pas trouvé un effet significatif du génotype
homozygote muté 1298CC, sur les concentrations de tHcy, de folate ou de cobalamine ce qui
est conforme aux résultats trouvés chez les adultes par Van der Put et al.,(1998).

La distribution des concentrations plasmatiques / sériques circulaires des biomarqueurs,
homocystéine, folate, et vitamine Bj, selon les divers génotypes du polymorphisme A1298C
n’a montré aucune différence significative des taux de tHcy et folate, mais pas pour la
vitamine B, (Yakub et al., 2012).

Nos résultats, concorde bien avec les observations de Yakub et al., (2012) qui n’ont révélé
aucun risque significatif d’hyperhomocystéinémie avec le polymorphisme A1298C MTHFR,
et cela pour le génotype (AC) et le génotype muté (CC), apres ajustement avec I'age, le sexe,
le folate et la vitamine Bys.

De plus, lorsque Pereira et al., (2004) ont étudi€ 1’effet du polymorphisme A1298C MTHFR
sur 209 personnes appartenant a une population urbaine (mélangée) caractérisée par une
légere carence en folate, aucun effet significatif n’a été observé sur le taux du folate et I’tHcy,
bien que le polymorphisme C677T MTHFR avait un effet tres significatif sur 1’tHcy, la
vitamine By, et le folate .

Une méta-analyse menée par Wang et al., (2017) comprend 13 études avec des niveaux de
tHcy rapportés comme l'une des mesures de I'étude. Dans l'ensemble, il n'y avait pas de
différences significatives dans les concentrations de tHcy entre les participants avec 1298 CC
MTHFR (12 essais, n = 129), AA (n = 2166), ou génotype AC (n = 958). Alors, ce
polymorphisme n’a pas affecté les taux plasmatiques de I’tHcy chez cette population chinoise.

Les effets de la mutation A1298C MTHFR sur les concentrations plasmatiques de tHcy
restent controversés. Des études récentes rapportent des effets significatifs de cette mutation
sur les taux plasmatiques de tHcy.

Contrairement a nos résultats, Zappacosta B et al., (2014) ont trouvé chez des adultes italiens
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observé chez le génotype sauvage (AA) et un taux plus faible chez I’homozygote muté (CC),
et aussi, des concentrations plus élevés du folate ont été enregistrées chez les porteurs du
génotype (CC) comparativement a ceux du génotype (AA) (une tendance opposée pour ces
deux parameétres). Ces résultats rejoignent ceux trouvés auparavant par Castro et ses
collaborateurs (2003).

L'activité spécifique de la MTHFR chez les sujets porteurs du génotype (CC) n'était pas
significativement différente de celle observée chez les porteurs (AA) ou chez les porteurs
hétérozygotes (AC) lorsque le statut alléle en position 677 n'a éte pas pris en compte (Chango
et al., 2000). Le polymorphisme A1298C pourrait affecter la régulation enzymatique.
Probablement par la S-adénosylméthionine, un inhibiteur allostérique de MTHFR, qui est
connu pour se lier dans la région C-terminale (Weisberg et al., 1998). Cette mutation est
associée a une diminution de l'activité enzymatique mais pas a la thermolabilité, les sujets
avec le génotype 1298CC ont une activité enzymatique réduite, mais dans une moindre
mesure que ceux du génotype 677TT (van der Put et al., 1998).

Alors, nos résultats sont conformes a ceux rapportés dans la littérature et soutiennent les
conclusions qui indiquent que le polymorphisme C677T MTHFR a un impact plus important
que le polymorphisme A1298C MTHFR.

VI1.2. Description de la population pathologique représentée par des
patients coronariens et différents facteurs de risque

VI1.2.1. Les caractéristiques cliniques et biochimiques des patients selon le
polymorphisme du MTHFR C677Tet A1298C.

Les résultats obtenus pour 1’age, le sexe masculin et le tabagisme, viennent en accord avec
les recherches qui ont été trouvé par Li et al., (2017). Cependant, Klerk et al., (2002) ont
trouvé dans une méta-analyse évaluant la relation entre le polymorphisme C677T et le risque
de la maladie coronaires, des différences significatives entre les divers génotypes en ce qui
concerne les facteurs de risques; sexe masculin et tabagisme.

Contrairement a nos résultats, Dhar et al., (2010) ont constaté que le diabéte, et les
antécédents familiaux de coronaropathie étaient significativement associés aux génotypes
(TT) et (CT).

, des résultats similaires ont été trouvé par Klerk et
al., (2002). Néanmoins, nous avons noté que les malades porteurs du génotype (CT) étaient en
surpoids. EE et al., 2014 ont enregistré dans une étude clinique sur une période entre 1992-
2007, que les sujets malades atteints d’infarctus de myocarde étaient en surpoids.

Par ailleurs, Bennouar et al., (2007) ont observé que la distribution des fréquences des

fonction des différents génotypes du polymorphisme C677T, étaient plus elevées chez les
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patients coronariens que les témoins, a I'exception de la dyslipidémie et de I'obésité dans les
génotypes (TT) notamment. Chez les patients, toutes les fréquences des facteurs de risque
enregistrés étaient plus faibles chez les génotypes (TT) que chez le reste des génotypes.

Ces différences nous ameénent a penser que les facteurs de risque conventionnels n'ont pas le
méme effet sur la maladie coronarienne en fonction des différents génotypes du
polymorphisme C677T MTHFR. En effet, chez les sujets porteurs du génotype sauvage (CC),
l'augmentation du risque de coronaropathie était significativement associée aux habitudes
tabagiques, a I'obésité et a la dyslipidémie (Bennouar et al., 2007).

Nous avons trouvé quatorze jeunes patients lors de cette enquéte. La maladie coronaire
prématurée est rare (6 % des syndromes coronaires aigus [SCA]) (Van Der Vynckt et al.,
2012).

D’aprés Berenson et al., (1998), la prévalence des stries lipidiques, premier stade de
1’athérosclérose, augmente avec 1’age (de 50 % dans le groupe des 2 a 15 ans a 85 % dans
celui des 20 a 40 ans) et celle des plaques fibreuses passe de 8%dans le groupe des 2 a 15 ans
a 69% dans le celui des 25 a 40 ans.

L’age est le plus puissant des facteurs de risques de I’athérosclérose. En effet, il est absent
chez I’enfant et presque toujours présent chez le vieillard (Ambrosi, 2011). Les principales
altérations observées au cours du vieillissement dans les grandes artéres, chez 1’homme
comme chez les animaux, sont ’augmentation de la lumiere artérielle, I’épaississement de
I’intima-média, I’augmentation de la rigidité artérielle et le dysfonctionnement des cellules
endothéliales (Lakatta et Levy, 2003). Chez I’homme, I’épaisseur intima-média augmente
d’un facteur deux a trois entre 20 ans et 90 ans (Jacob, 2006).

En outre, 1’age facilite I’expression de genes délétéres a pénétrance faible, ¢’est ce qui fait
toute la difficulté et les incohérences des recherches actuelles sur les polymorphismes
génétiques liés a I’infarctus, a I’insuffisance cardiaque, ou a I'hypertension (Schwedler et al.,
2009).

A propos du sexe masculin, la proportion des hommes déclenchant une maladie coronaire,
augmente dans les tranches d’age les plus jeunes, 90 a 95 % des moins de 40 ans (Fournier et
al. ,2004; Barbash et al., 1995) et diminue pour les personnes agés, dans les tranches d’ages
suivant (55 % entre75 et 85 ans, 40 % des plus de 85 ans (Avezum et al., 2005). L’homme
est nettement plus exposé aux accidents cardiovasculaires que la femme en période d’activité
génitale. Cependant, cela a été longtemps ignoré, le niveau de risque chez la femme rejoint
progressivement celui de I’homme, plusieurs années aprés la ménopause (Ait- Oufella et al.,
2014).

De plus, la femme est protégée pour de multiples raison : moindre stress, pression artérielle
discretement moins élevée chez la femme jeune, incidence du tabagisme moins élevée, réle
protecteur possible des cestrogénes (Ambrosi, 2011).

Le role des cestrogenes dans 1’athérogenese reste débattu. Ces hormones pourraient agir sur la
permeabilité de la barriere endothéliale par leur capacité a stimuler la prolifération de
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I’endothélium 1ésé. Elles exercent aussi un effet bénéfique sur le taux de la cholestérolémie et
le profil lipidique (Arnal et al., 2000).

L’ 'indice de masse corporelle est devenu la référence internationale pour définir 1’obésité pour
la pratique clinique et épidémiologique (Basdevant, 2011). L’ obésité est un facteur de risque
indirect des maladies cardiovasculaires passant par le développement d’une insulino-
résistance et d’une hypertension artérielle (HTA) (Baudin et al., 2009).

Pour le facteur du risque ; tabagisme, une étude transversale incluant 19.000 participants a
montré que, par rapport aux non-fumeurs, les fumeurs actuels ainsi que les anciens fumeurs
ont des taux significativement plus élevés de la protéine C-réactive, du fibrinogéne et de
I’homocystéine (Berlin, 2008).

Les mécanismes de toxicité artérielle du tabac sont multiples et complexes. Ils associent un
effet toxique direct des produits de dégradation sur I'endothélium, la production de radicaux
libres de I'oxygeéne, une activation des plaquettes (Benowitz et Gourlay, 1997). De plus, la
nicotine et le monoxyde de carbone produisent séparément une tachycardie, une hypertension
et une vasoconstriction, et tous deux peuvent engendrer des Iésions endothéliales directes
(Fryeretal., 1993).

Selon Sadeghian et al., (2006) I'hyperhomocystéinémie est un facteur de risque indépendant
de la coronaropathie prématurée chez les jeunes hommes de moins de 45 ans , ces résultats
viennent confirmer les recherches menées par Foody et al., (2000) aux Etats-Unis et ceux de
Pinto et al.,(2001) en Espagne.

De plus, EL Gezery et al., (2003) ont observé aprés une analyse multivariée, que
I'nyperhomocystéinémie reste un facteur de risque indépendant de la maladie coronaire. Donc,
I'nyperhomocystéinémie plutdt que la mutation C677T de la MTHFR est un facteur de risque
indépendant de la coronaropathie. Ainsi, I'nyperhomocystéinémie modérée est supposée étre
un facteur ou un marqueur (Lonn et al., 2006; Milani et Lavie, 2008) de I'athérosclérose et
de ses complications. Par ailleurs, il existe une controverse sur le réle causal de
I'homocystéine, et un large soutien a l'idée qu’une concentration élevée de 1’homocystéine
plasmatique est une conséquence de la maladie coronarienne (Chua et al., 2005).

II a été mentionné que I’hyperhomocystéinémie, lorsqu’elle résulte de carences vitaminiques
ou d’un polymorphisme génétique est habituellement modérée ou moyenne (Chango et al.
1999). Une méta-analyse antérieure a suggéré qu'une augmentation de 5 umol / L du niveau
de I’'Hcy augmente le risque de la maladie coronarienne (CHD) d'environ 20%
indépendamment des facteurs de risque traditionnels de la maladie coronarienne (Humphrey
et al., 2008).

Les mécanismes par lesquels des taux élevés de ’homocystéine pourraient prédisposer les
patients a 1’athérosclérose coronarienne demeurent incertains. Des preuves expérimentales
suggerent que I'nomocystéine pourrait faciliter le processus d'oxydation vasculaire et réduire
la régulation vasomotrice de I'endothélium (Hofmann et al., 2001) ou méme induire une
agrégation plaquettaire (Durand et al., 1997). L'hyperhomocystéinémie peut aussi contribuer
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a la fois aux processus athérosclérotique et thrombotiques (en favorisant 1’activité
prothrombique) (Outinen et al., 1998).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Li et al., (2017) qui n’ont rapporté aucune
intéraction significative entre le polymorphisme C677T MTHFR et le bilan lipidique chez les
patients coronariens. Par contre, Kerken et al., (2006) ont souligné que le génotype MTHFR
677 TT était associé a des concentrations élevée de cholestérol total et des triglycérides, chez
les malades coronariens. De plus, Houcher et al., (2012)ont ainsi trouvé des concentrations
plus élevée de cholestérol total chez les patients atteints de MCV (maladies cardiovasculaires)
avec des génotypes 677CT / TT comparativement aux porteurs de génotype (CC). Hendy et
al. (2011) ont egalement signalé qu'il existe une relation étroite entre le polymorphisme
génétique Co677T MTHFR et  I’hypertension, I’hypercholestérolémie et
I’hyperhomocystéinémie.

L'effet de 1’allele muté (T) sur les concentrations de cholestérol total, de folate et de la
vitamine By, peut étre lié aux effets négatifs possibles de la concentration élevee de tHcy sur
le profil lipidique et sur les vitamines Bg et By, (Houcher et al., 2012). En outre, Li et ses
collaborateurs (2002) ont montré dans des cellules endothéliales traitées avec
I'nomocystéine, une expression accrue de I'ARNm codant pour la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl
coenzyme A réductase (HMGCR), enzyme limitant la vitesse dans la voie du cholestérol.
Donc, I’homocystéine semble provoquer une augmentation de synthése du cholestérol dans
les cellules endothéliales.

Concernnant les résultats des different paramétres cliniques et biochimiques. Des résultats
similaires ont été observé par Ince et al., (2016) en ce qui concerne; I’'IMC, la dyslipédimie,
la repartition des patients ayant des antécedents familiaux cardiovasculaires, et
I’hyperhomocystéinémie modérée. Une étude menée par Joubran et al., (1998) a conclu que
I’hyperhomocystéinémie, qui peut résulter de mutations du géne MTHFR, est
indépendamment associée a la maladie coronarienne, chez les hommes arabes.

*La CRP

Similairement a nos résultats, Li et al., (2017) n’ont trouvé aucun effet significatif du
polymorphisme C677T MTHFR sur les concentrations de la CRP chez le les sujets du groupe
coronariens.

Cependant, dans une antérieur menée par Dedoussis et al., (2005) évaluant la relation entre
les taux des marqueurs inflammatoires liés aux maladies cardiovasculaires et les génotypes du
polymorphisme C677T de la MTHFR, chez 574 sujets de la région de I'Attique, en Grece, les
concentrations de la protéine C-réactive (CRP), le fibrinogene, le nombre de leucocytes et le
taux d'amyloide étaient plus éleves chez les porteurs des génotypes (TT) comparativement
aux génotypes (CC) et (CT). Cette association pourrait donner lieu a une hypothése d’un
mécanisme biopathologique commun entre le processus inflammatoire et le MTHFR.

La protéine C-réactive (CRP) et le complément, sont des médiateurs inflammatoires et des
facteurs de risque cardiovasculaires possibles pouvant contribuer a la pathogenése de
I'athérosclérose (Niessen et al., 2003; Krijnen et al., 2006).

*La BNP
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Contrairement a nos résultats Cho et al., (2006), ont trouvé sur un total de 227 patients
atteint de maladie cardiovasculaire que les concentrations plasmatiques de BNP étaient
significativement plus élevées chez les patients présentant une mutation MTHFR C677T que
chez les patients sans mutation. Ainsi que les concentrations plasmatiques de BNP étaient
positivement corrélées aux concentrations de tHcy. Cette étude a montré aussi que des
concentrations élevees de BNP, CRP, tHcy et la présence de la mutation MTHFR C677T
contribuaient indépendamment a la prédiction des maladies cardiovasculaires.

*I’ASAT, I’ALAT et 'urée
Contrairement a nos résultats, Shen et al., (2015) ont trouvé chez 350 patients coronariens
hospitalisés et 260 témoins, une augmentation significative de la concentration de I'ASAT et
I’ALAT chez le groupe malade comparativement au groupe témoin. Les taux élevés d'ASAT
et d'ALAT dans le sérum sont des marqueurs biochimiques qui peuvent étre utilisés pour
prédire la gravité de la maladie coronarienne et sont également des facteurs de risque
indépendants de la maladie coronarienne.
Pour apprécier la fonction rénale, le dosage de d'urée dans le sang était alors utilisé pour
qualifier les insuffisants rénaux, ainsi, un dysfoctionnement réinale pourrait affecter les
entrainer une hyperhomocystéinémie, chez nos
patients et d’aprés nos résultats la fonction physiologique rénale était normale.

VI1.2.2. Effet de la mutation C677T de la MTHFR sur les facteurs de risque
biochimiques chez les sujets coronariens (avec un IDM)

VI1.2.2.1. Association du génotype C677T MTHFR avec I'homocystéine totale, la
vitamine By, et By

Les maladies coronaires (dont I’infarctus du myocarde fait partie) sont des pathologies
chroniques multifactorielles. L’infarctus du myocarde (IDM) est un probléme clinique
important en raison de sa grande contribution a la mortalité.

Nos résultats concernant les concentrations de I'hnomocystéine totale, la vitamine Bi, et les
folates s’expliquent probablement par la petite taille de nos échantillons pour tirer des
conclusions sur les conséquences pour nos patients coronariens.

Morita et ses collaborateurs, (1997) ont rapporté que la fréquence du génotype muté (TT)
du polymorphisme C677T MTHFR était significativement plus élevée chez les patients
atteints d’une coronaropathie que chez les témoins dans une population japonaise. De plus, la
fréguence de ce génotype était associée a la sévérité de la coronaropathie. Les mémes résultats
ont été également trouveés par Heidari et al., (2015) dans une population Iranienne.

Afin qu’on puisse préciser I’effet de ce polymorphisme sur certains parametres biochimiques;
tHcy, vitamine By et Bi,, nous avons essayé de préparer un deuxieme tableau (tableau 13),
dont on a classé les malades en deux groupes selon I’homocystéinémie; normale et modérée.
Nos résultats rejoignent ceux de Eftychiou et al, (2012) suggérant que
I'nyperhomocystéinémie modérée n'est pas seulement associée a la coronaropathie, mais
également & I''DM et a la coronaropathie & vaisseaux multiples (multi-vessel CAD).
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Récemment, une étude menée par Liu et al., (2015) incluant des patients atteints de
coronaropathie, de différentes catégories, a révélée que I’ Hhcy était indépendamment
associée a la severité de la maladie coronarienne et corrélée significativement aux faibles taux
d'acide folique.

En effet, il existe un débat sur la causalité, a la fois du génotype (TT) MTHFR et de
I'nyperhomocytéinémie, dans leur association avec I'IDM (Tanis et al., 2004). Donc, afin
d'établir clairement ce lien, de nombreux autres parameétres doivent étre évalués, par exemple,
le timing nécessaire au développement de la maladie au cours I'nyperhomocystéinémie doit
étre evalué plus précisément (Kerken et al., 2006).

Les résultats de Tanis et ses collaborateus (2004) montrent que le génotype (TT) est associé
a un risque accru d'IDM, uniquement lorsque le statut en acide folique est faible. Chez les
jeunes patients avec un faible statue en folate et du génotype homozygote muté (TT), le risque
d'infarctus du myocarde était 2 fois plus élevé que chez ceux homozygotes sauvage (CC) avec
une statue élevée en folate. Al Mawi et al., (2004) ont démontré sur un échantillon de 96
malades cardiaques et 404 sujets témoins, que la fréquence de ’allele T et du génotype muté
(TT) était associée a la coronaropathie et a des taux élevés de I'homocystéine plasmatique
chez une population de Bahrein.

Une étude portée sur 452 jeunes adultes, a soulignée que les facteurs génétiques contribuaient
a 9% de la variance de I’'tHcy, a comparer avec les 35% estimés pour les faibles taux de folate
et de la vitamine B, (Kluijtmans et al., 2003).

Dans une étude Egyptienne portée sur 48 patients de sexe masculin atteints de coronaropathie
confirmée et un groupe témoin comprend 20 sujets sains appariés selon I'age. L'incidence de
l'allele T muté et du génotype (CT) était similaire chez les deux groupes. L homocystéine
plasmatique était significativement plus élevée et ’acide folique était significativement plus
faible chez les patients comparativement aux témoins (EL Gezery et al., 2003).

En Tunisie, Kerkeni et al., (2006) ont observeé que les fréquences de génotype MTHFR (CC,
CT et TT) dans le groupe des patients coronariens (100 individus) étaient significativement
différentes de celles observées dans le groupe témoin (120 individus) (49%, 35% et 16% vs
48,3%, 45,8% et 5,8%). Chez le groupe des patients, le génotype MTHFR 677 TT était
associé significativement a des concentrations plus élevées de I’tHcy. De plus, une autre étude
réalisée sur la population tunisienne atteinte de coronaropathie a montré que I’effet du
génotype muté de la MTHFR était plus prononcé sur I'homocystéinémie et la maladie
coronaire a faible folatémie (<ou = 6,1 ng / mL) (Belkahla et al., 2008).

En Algérie, Houcher et al., (2012) ont révélé que la mutation du gene MTHFR C677T,
notamment les génotypes (CT / TT), ne semble pas étre associée a une élévation du taux de
I’tHcy plasmatique chez les patients cardiaques (a une folatémie <15.4 ng / ml et > 15.4 ng /
ml), les auteurs ont suggéré que cette absence de corrélation pourrait étre influencée par des
concentrations plus élevées de folate dans cette étude.

E



Trois cent dix patients avaient un SCA (Syndrome Coronarien Aigu) ont été inclus dans
I’étude de Li et ses collaborateurs (2017), ces patients ont été classé en trois groupes ; CC (n
=78, 25.2%), CT (n = 137, 44.2%) et TT (n = 95, 30.6%). Les patients porteurs du génotype
(TT) avaient un taux d'tHcy significativement plus élevé et des taux du folate
significativement plus faibles que ceux ayant le génotype (CC) et (CT). Ainsi, les patients du
génotype (TT) avaient des lésions coronariennes plus graves que ceux de génotypes (CC) et
(CT).

I est a noter qu’il existe de plus en plus de preuves mettant en évidence le rdle joué par la
méthylation aberrante de I'ADN dans le développement de la maladie (Andreassi et Botto,
2003; Heijmans et al., 2003). Sachant que, par ailleurs, la source majeure du groupement
méthyle utilisée par (SAM) pour les réactions de méthylation est la synthése de novo,
dépendant du folate, d'unités monocarbonées (Selhub , 1999). Les résultats de Friso et al.,
(2002) montrant que la méthylation génomique de I'ADN est en corrélation directe avec le
statue en folate et inversement avec le taux d'homocystéine plasmatique (tHcy). Les
génotypes (TT) avaient un niveau de méthylation de I'ADN bas par rapport au type sauvage
(CC). Ces recherches ont été confirmé dans 1’étude de Castro R ses collaborateurs (2004).
En conséquence, ces anomalies de méthylation de I’ADN peuvent favoriser a la fois la
carcinogenese, notamment le cancer colorectal (Shannon et al., 2002), et la survenue des
maladies cardiovasculaires (Botto et al., 2003).

Dans la mutation C677T du géne MTHFR, l'enzyme MTHFR devient thermolabile et
I'activité MTHFR diminue respectivement de 65% et 30% chez les homozygotes mutés (TT)
et hétérozygotes (CT) (Frosst, et al., 1995).

Certains résultats largement connus, comme ceux présenté par Jeffrey et al., (1997) n’ont pas
trouvé une fréquence accrue de la mutation C677T du gene MTHFR chez 200 patients
présentant un diagnostic d'IDM aux Etats Unis, I'nomozygotie était présente chez 11,5% des
patients et 10,6% des sujets témoins. Notant que cette population est majoritairement de race
blanche, bien nourrie, sans précision des tranches d'age.

De plus, dans I’étude de Gardemann et al., (1999), les auteurs n'ont pas réussis a détecter
une association du polymorphisme C677T avec l'infarctus du myocarde non fatal. Il semble
incohérent que, dans divers groupes a haut risque (présence des facteurs de risques habituels
de la maladie coronarienne), le génotype (TT) était associé au score de maladie coronarienne
mais pas a l'infarctus du myocarde. Néanmoins, dans cette étude, il convient de noter que les
survivants d’infarctus du myocarde qu’ont été inclus et pas les patients avec l'issue fatale de
cette maladie. Ce biais de sélection explique au moins en partie ces discordances.

De méme, deux études cas-témoins suédoises (sur I’infarctus du myocarde et 1’angine
instable) ont confirmé que le taux d’tHcy élevée est un facteur de risque de maladie
coronarienne dans les deux études. Dans ‘SHEEP’ (Stockholm Heart Epidemiology
Programme), 1'association entre tHcy et 1’IDM a été observée chez les homozygotes CC et
chez les hétérozygotes mais pas chez les T-homozygotes, indépendamment du tabagisme,
activité physique et I'obésité (Mehlig et al., 2013).
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Une méta-analyse actuelle comprend quarante-quatre études, 9 693 survivants d’IDM et 12
554 sujets témoins ont été inclus dans cette étude basée sur les informations les plus récentes,
n'a montré aucune association significative entre le polymorphisme de MTHFR C677T et le
risque d'infarctus du myocarde. Néanmoins, cette étude n’a pas investigué les interactions
génétiques-nutritionnelles (Li et al., 2016).

Enfin, ces discordances entre les divers résultats peuvent étre s’expliquer par les différences
observées dans les populations d’échantillons, telles que 1’origine ethnique et 1’apport
alimentaire en folate, dues a des aliments enrichis et / ou a une supplémentation en vitamines
Guéant-Rodriguez et al., (2005).

En 2001, les résultats d’une premiere €tude d’intervention évaluant I’impact d’une réduction
du taux d’homocystéine plasmatique sur le risque d’IDM et de mortalité cardiaque,
suggéraient le bénéfice d’une supplémentation en acide folique et vitamine By, (Tice et al.,
2001).

Plusieurs recherches portant sur I’importance de la supplémentation en acide folique a réduire
les taux d'homocystéine plasmatique et a améliorer la fonction endothéliale, chez les sujets
porteurs de l'allele T muté notamment (Title et al., 2000; Woo et al., 2002 ).

Cependant, une autre méta-analyse, a révéelé que la supplémentation alimentaire en acide
folique pour abaisser les taux d'homocystéine n'a eu aucun effet significatif sur les
événements cardiovasculaires ou sur le cancer global ou la mortalité dans les populations
étudiées durant 5 ans (Clarke et al., 2010).

En effet, ces recherches controversées, nous aménent a suggérer un programme de
supplémentation en acide folique systématique, qui doit étre recommandée pour les patients
atteints de coronaropathie, notamment chez ceux a haut risque et qui présentant un génotype T
du géne MTHFR C677T, afin de réduire les taux ¢élevé de I’tHcy et de ce fait I’incidence des
coronaropathies. Par conséquent, a méta-analyse menée par Yi et al., (2014), a pu souligner
que des doses élevées d'acide folique (5 mg par jour durant 4 semaine) administrées par voie
orale, améliorent la fonction endothéliale et réduisent la concentration d’homocystéine
plasmatique chez les patients atteints de coronaropathie. Ainsi, cette étude a révélé
I’importance d’une supplémentation en acide folique a forte dose pour I’amélioration de la
fonction endothéliale. Des études ultérieures sont nécessaires, avec des doses efficaces afin de
confirmer et/ou soutenir ces résultats intéressants, étant donné que la majorité des études ont
été menées sur des patients a faible risque, et souvent, adoptées sans prendre en compte le
génotype du polymorphisme MTHFR C677T.

Les recherches menées sur I’impact de I'tHcy et MTHFR C677T et leur interaction étaient
tres controversées entre les différents rapports. Une interaction géne-nutriment peut contribuer
au risque élevé de coronaropathie seulement quand 1’état nutritionnel est déséquilibré par un
apport inadéquat en folate, avec des niveaux inférieurs a certains seuils. Des taux modérés
d'homocystéine sont faiblement corrélés au risque de maladie coronarienne, mais la causalité
demeure incertaine.
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VI1.2.3. Effet de la mutation A1298C de la MTHFR sur les facteurs de risque
biochimiques chez les sujets coronariens

VI1.2.3.1. Association du génotype A1298C MTHFR avec I'homocystéine tolale, la
vitamine B, et By

Peu d'études ont été faites concernant 1’association du polymorphisme de MTHFR A1298C
avec le risque de la maladie coronarienne.

Dans la présente étude, nos résultats concernant les concentrations de I'homocystéine totale, la
vitamine B, et les folates s’expliqueraient probablement par la taille réduite de nos
échantillons et/ou I’impact de ce polymorphisme. Cependant, nous avons pus remarqué des
taux élevés de tHcy associés au génotype muté (AC).

Une étude porté sur 54 patients atteints de maladie coronarienne et 55 témoins dans une
population Taiwanese (Sud de Taiwan) a montrée que la fréquence du génotype MTHFR
1298CC chez les patients était similaire a celle des sujets témoins, donc aucune association
significative entre le génotype muté (CC) et la maladie coronarienne n’a €t€ notée dans cette
étude (Kou et al., 2001). Des résultats similaires ont été trouvé antérieurement en Europe
centrale par Meisel et al., (2000).

Ranjith et al., (2003) ont observé sur une cohorte de 195 jeunes patients (< 45 ans) avec un
IDM et leurs freres et sceurs (Siblings) (n=107) ainsi que 300 sujets sains ont été choisis
comme témoins, qu’il n'y avait pas de différences significatives dans la fréquence
génotypique ou allélique entre les patients, leurs fréres et sceurs et les témoins. Vingt-deux
pour cent des patients étaient homozygotes (CC), contre respectivement 13% et 15% ; pour
les freres-sceurs (Siblings) et les témoins. Les patients porteurs du génotype hétérozygotes
pour ce polymorphisme étaient moins nombreux que les témoins. Alors, le polymorphisme
A1298C de la MTHFR ne semble pas étre un facteur de risque de maladie coronarienne
prématurée chez cette population.

Un deuxiéme tableau a été¢ préparé pour illustrer 1’effet de ce polymorphisme sur les
parametres biochimiques; tHcy, vitamine Bg et Bj,, les malades ont été classé en deux
groupes selon 1’homocystéinémie; normale et modérée (Le tableau 16). Similairement a nos
résultats Ince et al., (2016) ont rapporté dans une étude menée sur 53 patients survivants
d'infarctus du myocarde qu’aucune différence significative n'a été trouvée entre les différents
génotypes de MTHFR A1298C en ce qui concerne les taux sériques d'homocystéine, de la
vitamine B, et du folate et I'étendue et la séverité de la maladie coronarienne.

De méme, Ghaedi et al., (2007) n’ont pas trouvé une différence significative entre le niveau
d’homocystéine plasmatique pour les génotypes (CC) et (AC) comparativement au génotype
(AA), chez le groupe des patients coronariens et témoins.

Pareillement, Sultan et al., (2006) dans leurs investigation, n’ont pas pu révéler de différence
significative entre les valeurs moyennes de I'homocystéine dans le génotype (AA), le
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génotype (AC) et le génotype (CC) chez les patients coronariens. Des résultats similaires ont
été observe antérieurement par Thogersen et al., (2001).

Dans une autre étude cas-témoins, 54 patients ayant des antécédents d'infarctus du myocarde
et 54 sujets sains ont été inclus d’une population Iranienne. Aucune association significative
du polymorphisme A1298C MTHFR avec le risque d'IDM n'a été observée ni avec le
génotype (CC) ni avec le génotype (AC) comparativement aux témoins (Nasiri et al., 2014).

En outre, la plupart des études n'ont démontré aucune association significative entre le
polymorphisme MTHFR A1298C et les maladies vasculair notamment la maladie
coronarienne (Chango et al., 2000; Castro et al., 2003).

Cependant, I'homozygotie (CC) du polymorphisme A1298C MTHFR observée dans 1’étude
de Butler et al., (2018) incluant 159 patients coronariens et 166 témoins, semble augmenter la
susceptibilité & la coronaropathie, mais cette association n'a pas atteint un niveau de
signification statistique dans le modéle codominant pour les analyses non ajustées ou ajustées,
dans le modele récessif (CC vs AA + AC), I'effet était plus élevé dans I'analyse non ajustée.

En fait, nos résultats coroborrent ceux de Laraqui et al., (2007) qui ont révélé que le
polymorphisme A1298C MTHFR avait une influence sur les niveaux d'tHcy et se présente
ainsi comme facteur de risque indépendant de la coronaropathie chez la population
Marocaine.

Conrairement a nos résultats, Perera et al., (2017) ont observé une différence significative de
la distribution des génotypes du polymorphisme A1298C entre les patients coronariens et les
témoins a été observé, avec une fréquence élevée du génotype (AA) chez les témoins et du
génotype (CC) chez les malades . Le génotype (AC) était aussi le prédominant dans le groupe
des patients comparativement aux témoins, ce qui indique qu’un role possible peut étre joué
par les génotypes (CC) et (AC) dans cette maladie.

En outre, Freitas et al., (2008) ont analysé¢ I’'impact de MTHFR C677T et A1298C sur les
concentrations de 1’homocystéine chez 298 patients atteints d’'une maladie coronaire et 510
sujets témoins de Ile de Madeére (Portugal). Les deux polymorphismes de MTHFR étaient
associés a une augmentation de I'nomocystéine a jeun (génotypes 677TT et 1298AA).
Néanmoins, le taux de I'nomocystéine était significativement plus élevé chez les individus
porteurs de génotype sauvage (AA) du polymorphisme A1298C. Donc, une seule association
significative entre le génotype (AA) et la maladie coronaire qui a été établit, dans cette
population.

Par ailleurs, Yenilmez et al., (2012) ont souligné I’importance du génotype (AC) du
polymorphisme A1298C dans la progression de la maladie coronarienne chez 234 malades
ayant une coronaropathie et 208 témoins. Chez ces patients une différence significative de la
distribution des génotypes de MTHFR A1298C entre les deux populations a été observée. De
plus, les patients porteurs des génotypes AC et CC présentaient des risques de coronaropathie
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de 1,9 et 1,4 fois supérieurs a ceux du génotype AA. Donc, le génotype (AC) pourrait avoir un
role important dans la progression de la maladie coronarienne.

Le role protecteur du polymorphisme A1298C s’explique probablement par la présence d’un
éventuel polymorphisme en déséquilibre de liaison avec le polymorphisme A1298C MTHFR
ou d’une synthese d'ADN abondante et sans erreurs des purines et des pyrimidines engendrée
par la baisse d’activité de l'enzyme MTHFR ou encore a la survie sélective de l'allele (A)
(Hobbs et al., 2006).

Récemment, 1’analyse de la structure secondaire de I'ARN a montré que les alleles 677T et
1298C mutés peuvent modifier la conformation spatiale de la structure secondaire de 'ARN
du géne MTHFR et influencer sa stabilité qui pourrait expliquer la forme thermolabile de
I’enzyme, causée par I’allele 677T et les changements conformationnels de I'enzyme, induite
par l'allele 1298C (Zhang et al., 2018).

L’athérosclérose coronarienne constitue un probleme majeur de santé publique dans le monde
entier et reste une maladie avec un risque fatal important et I'un des défis majeurs notamment
en matiere de prévention de cette maladie.
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Conclusion et perspectives

L'athérome est la cause dominante de la majorité des affections cardio-vasculaires.

des chercheurs est d’identifier des biomarqueurs prédictifs de

savons pas précisement ce qui déclenche 1’athérosclérose, cependant,

une prédisposition génétique et un certain nombre de facteurs liés au mode de vie accélérent le
processus.

JU est difficile de mettre en évidence une relation génotype-maladie qui soit stable et
suffisamment forte pour avoir un intérét clinique. En d’autres termes, c¢’est I’objet de la médecine
prédictive qui essaye de développer une prévention secondaire par la  connaissance et
I’identification du polymorphisme génétique susceptibles de favoriser la survenue de I’infarctus

avec des facteurs de risques liés a I’environnement et au
mode de vie, cela suppose d’avoir établi un lien direct entre un polymorphisme génétique et la
maladie, afin d’avoir des mesures de prévention efficaces et accessibles en vue de diminuer la
probabilité de survenue de I’athérosclérose ou d’en réduire la sévérité.

A problématique de notre recherche porte sur I’identification d’une éventuelle association entre
I’homocystéinémie et le polymorphisme C677T et A1298C du géne MTHFR, en présence de
différents facteurs de risques cliniques et biochimiques. Ce travail de these nous a permis de tirer
les conclusions suivantes:

C-hez notre population témoin:

Il ressort de notre étude que la distribution allélique et génotypique du polymorphisme C677T
reste intermédiaire dans la région des Aures (Nord-Est de I'Algérie); elle soutient I'idée de gradient
mondial Nord-Sud confirmant ainsi I’hétérogénéité de la distribution de ce génotype a travers le
monde. Concernant les fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme A1298C, nos
résultats obtenus semblent étre inférieurs a ceux trouvés chez d’autres populations, ce
polymorphisme n’a pas encore été bien exploré dans le monde et notamment en Algérie. De plus,
aucune différence statistiquement significative n’a été trouvée dans les distributions des fréquences
génotypiques du polymorphisme C677T et A1298C entre les deux sexes dans cette population. Par
ailleurs, la fréquence et la coexistence des génotypes du polymorphisme C677T et A 1298C du
géne MTHFR dans la région des Aurés est similaires a celles d'autres groupes ethniques, avec une
faible fréquence de la double hétérozygotie.

Cette étude a pu établir une association tres significative de 1’hyperhomocystéinémie (Hhcy)
intermédiaire et moderée et le polymorphisme C677T du gene MTHFR chez notre population
saine. Cette mutation aboutit & un variant thermolabile avec une activité enzymatique réduite, elle
est bien établie en tant que déterminant genetique de I'nyperhomocystéinemie. Selon le sexe, une
élévation non significative du taux de folate chez les femmes et de I’'Hhcy chez les hommes ont été
trouveé, donc I’hyperhomocystéinémie de grade moderée observée, était associée au sexe masculin,
tandis que I’élévation de la vitamine B est significativement liée au sexe féminin. En plus, la
différence de la distribution des concentrations plasmatique de I’homocystéine total (I'tHcy), folate



en fonction des trois génotypes du polymorphisme C677T, étaient non significative avec un taux
bas du folate et élevé de I'tHcy, qui ont été enregistré notamment chez le génotype TT, cela
témoigne I’effet délétere du variant muté (T) de ce polymorphisme sur le taux du folate et de
I’tHcy, et soutient donc, 1'hypothése de l'interaction géne - nutriment entre MTHFR et le statut
folate. D’autre coté, aucune différence significative n’a été noté pour la vitamine Bio. LesS
corrélations entre 1’tHcy, folate, vitamine By, et I'dge moyen en fonction de différents génotypes
du polymorphisme C677T; les taux de tHcy étaient au total, inversement proportionnels a la
concentration du folate, a la vitamine By, et a I’age.
% A propos du polymorphisme A1298C, nos résultats indiquent I’existence d’une association non
significative de 1’hyperhomocystéinémie intermédiaire et modérée et le polymorphisme A1298C.
Plusieurs études qui n’ont pas réussi a trouver un risque Significatif d'hyperhomocystéinémie de ce
polymorphisme, cela est di a son faible effet sur l'activité de I’enzyme MTHFR (cette mutation
n’affecte pas le domaine catalytique de I’enzyme MTHFR, elle est associée a une activité
enzymatique réduite mais pas a la thermolabilite). Nos résultats donc, rejoignent ceux trouvés dans la
littérature.
Dans une approche biochimique et génétique, la comparaison des niveaux du folate, vitamine B, et
tHcy, entre les différents génotypes de ce polymorphisme montre qu'il y’avait une absence de toute
association significative entre ces variables biochimiques et le polymorphisme A1298C.

Chez notre population pathologique, sujets (jeunes) en phase chronique de linfarctus du
myocarde (IDM) :

“ Pour le polymorphisme C677T MTHFR, wune association non significative de
I’hyperhomocystéinémie modérée a été enregistrée. Les concentrations de tHcy, la vitamine B, et
By n’étaient pas significativement dépendantes au polymorphisme C677T MTHFR. Néanmoins, une
hyperhomocystéinémie modérée est associé au génotype muté (TT). Ainsi qu’un faible taux de la
vitamine B, et Bg a été enregistré chez ce génotype, cela témoigne 1’effet délétére du génotype muté
sur les concentrations de tHcy, vitamine Biz et Bg chez nos patients. Toutefois, cet effet reste non
significatif.

v Aussi, les concentrations du folate et de la vitamine B, enregistrées dans les groupes
d’Hhcy modérée sont plus amoindries chez les génotypes mutés. De méme, un niveau
élevé de tHcy a éte observé notamment chez les porteurs des génotypes mutes (CT) et
(TT) en comparaison avec ceux du groupe d’homocytéinémie normale. Mais, cette action
n’était pas significative.

< Pour le polymorphisme MTHFR A1298C; aucune association significative entre

I’hyperhomocystéinémie modérée et ce polymorphisme n’a été€ observée;

Une hyperhomocystéinémie modérée est associée au génotype muté AC. Des taux
de la vitamine B, légerement faible ont été observés chez ce génotype aussi. Il semble
qu’il y’avait un effet délétere du variant muté de ce polymorphisme sur la concentration de
tHcy et la vitamine By, chez nos patients, cependant cette action reste non significative.

v Dans le groupe d’Hhcy modérée, la distribution des concentrations de 1I’homocystéine
en fonction de différents génotypes du polymorphisme A1298C, a montré une association
non significative, avec un niveau elevé de tHcy enregistré notamment chez le génotype



muté (AC). Aussi les niveaux des vitamines B, et Bg dans les groupes de I’Hhcy modérée
étaient légérement inferieurs a ceux observés dans les groupes d’homocystéinémie
normale, notamment chez les génotypes mutés. 1l parait donc qu’il y’avait un effet
délétere du génotype muté sur les niveaux de I’tHcy, la vitamine By et Bj,. Cependant
cette action reste non significative.

Notre étude soutient I'nypothése indiquant que le polymorphisme C677T et A1298C MTHFR
peuvent étre un facteur de risque important pour l'Infarctus du myocarde en présence
d’hyperhomocytéinémie modéreée.

Ces deux constatations, nous laissent suggérer une stratégie d’exploration biologique de
I’hyperhomocystéinémie dans notre région (Aurés) qui permet d’évaluer une Hhecy modérée le
plus rapidement et simplement possible et ainsi au diagnostic étiologique des Hhcy
intermédiaires a séveres qui peuvent tre responsable de 1’apparition et 1’évolution de plusieurs
maladies métaboliques séveres tel que I’athérosclérose coronarienne.

A 1a lumiére de notre travail nous émettons comme perspectives I’'importance de faire

des diagnostics moléculaires ou génétiques concernant 1’athérosclérose coronarienne en Algérie,
particulierement dans la région des Aureés, afin d’explorer les divers marqueurs qui pourraient
ouvrir des perspectives en matiere de detection, de prévention et de traitement de
I’athérosclérose. D’apres nos investigations, la détermination conjointe de 1’homocystéinémie et
du statut vitaminique est indispensables tant chez les sujets sains que chez les sujets malades afin
d’améliorer la prise en charge des patients atteints de cette maladie. D’un autre c6té, la correction
des facteurs de risque permet de prévenir et reduire le risque de developpement de
’athérosclérose et ses complications.

Des études plus approfondies avec une taille d’échantillons plus grands sont nécessaires,
pour mieux clarifier la relation entre les génotypes du géne MTHFR et D’athérosclérose
coronarienne chez les jeunes patients ayant subi un Infarctus de Myocarde dans notre région
“Aures’’ (Algérie).
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Annexes | : Le guestionnaire
--Fiche de patients atteints de 'l DM--@

1. Données relatives au patient :
« N°duDossier:......... Sexe : ‘F’ou *M’

« Conditions de prélevements : o ajeun o©nona jeun. L’heure du prélévement:....................

o Nometprénom: ........................., AgCLL L
o Dateetlieu denaissance : .......................ccoii
o Origime (ville): ... ... .. .
o Adresse/Tel .. ..

2. Données sur le mode de vie :

-Indice de masse corporelle (IMC), kg/m? ..............................

-Ancienneté du tabagisme:.......................o
- Présence de diabéte: Non/ Oui.
- Antécédents famliaux cardiovasculire:......................

HTA:........................... mmHg.

3. Bilan Biologique :

Homocystéinémie:...............

-Vitamine By
-Vitamine Bg:................. ...
-Cholestérol:........................

Triglycérides:......................
HD)

(lGP . ]
Ure .. ... .

Lol ol o Sl S R o SRR o

4. Traitement :

- Médicament (s) utilisés:..................................

# Ladate d’entrée a 'hépital: ... ...
# Ladate de sortie de 'hdpital: ... ...



Fiche technique

LABO4354-FITEC-0236

UF3545 - Fiche schématique de Version 1
@ I'extraction de I'ADN sur sang total Applicable e : 30/06/2017
BLEA :
Approbateur

Bernard NAMOUR

1. OBJET : Cette fiche technique a pour objet de décrire schématiquement I’étape de I’extraction

de I’ADN sur sang total.

2. MATERIEL UTILISE:

= Cf FT : UF3545-Extraction d’ADN sur préléevement EDTA (en cours)

3. REACTIFS UTILISES:

= Cf FT : UF3545-Extraction d’ADN sur prélevement EDTA (en cours)

4. TECHNIQUE :

« Seule la version électronique du document est valide »

LABO4354-FITEC-0236 Page 1 sur 3
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Annexes 111 : Fiches techniques n°2 : MTHFR C677T et A1298C LIGHT CYCLER :

Méthylene Tétra Hydro Folate Réductase

MTHFR ¢.665 C>T rs59514310

1.PIECE B.01.E1A010 - AA10bis

Initialement noté 677 C>T rs1801133

(plague 96 puits)

Concentration MIX
COMPOSITION du MELANGE REACTIONNEL (MIX) ul/tube finale (Nb de tubes + 1)
H20 PCR grade 2,5 /
Amorce MTHFR 665 (677) Sens a 4uM 125
5'TGG CAG GTT ACC CCAAAG G 3' Tm=60°C (4ul de SM100pM + 96l H20) 0,5uM
Amorce MTHFR 665 (677) Anti-sens a 4uM 1,25
5'TGA TGC CCA TGT CGG TGC &' Tm=58°C (4l de SM100pM + 96l H20) 0,5uM
Sonde Flu MTHFR 665 (677) a 4uM 05
5" TgA ggC TgA CCT gAA gCA CTT gAA ggA gAA ggT gTC T FL (2pl de SM100pM + 48l H20) 0,2uM
Sonde LCRed640 MTHFR 665 (677) & 4uM 0,5
5’ Cgg gAg CCg ATT TCATCA T PH (2ul de SM100uM + 48pl H20) 0,2uM
LightCycIer® 480 Genotyping Master 5X 2
(prét a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits de la plaque 96 Multiwell selon le plan de plaque

2.PIECE B.01.E1A010 - AA09
Ajouter 2pd d’ADN normalisé & 10ng/pL selon le plan de plaque -

3.PIECE B.01.E1A027
Centrifuger la plaque a 1500g pendant 2min - Insérer la plague dans le Light Cycler 480 ROCHE

Filmer la plaque

Programme : MTHFR-C665T+MTHFR-A1298C-Plaque96-OK Reaction volume : 10ul
Detection format : Multi Color HybProbe Selected Filter Combinations : Red610 ( 483-610) Red640 ( 483-640)
Program Name Denaturation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:10:00 4,40 0 0 0
Program Name PCR
Cycles 45 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:10 4,40 0 0 0
55 Single 00:00:10 2,20 0 0 0
72 None 00:00:10 4,40 0 0 0
Program Name Courbe de Fusion
Cycles 1 Analysis Mode Melting Curves
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:30 4,40 0 0 0
40 None 00:02:00 2,20 0 0 0
73 Continuous 0,06 5 0 0 0
Program Name Refroidissement
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
40 None 00:00:30 2,20 0 0 0
4.INTERPRETATION des RESULTATS :
CF logiciel du LightCycler ® 480 Instrument
CF Procédure : utilisation du LC480-version SW 1.5
CF LABO4354-FITEC-fait : UF3545-Utilisation du LC480
5.RESULTATS :

MTHFR c.665 C>T Génotypage Témoins Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage CcC LCAT 37 61°C
Hétérozygote CT LCAT 42 53°C+61°C
Homozygote muté 1T LCAT 38 53°C




MethyleneTétraHydroFolateRéductase MTHFR1298 A>C  rs1801131
(plague 96 puits)
1. PIECE B.01.E1A010 - AA10bis
Concentration MIX
COMPOSITION du MELANGE REACTIONNEL (MIX) pl/tube finale (Nb de tubes + 1)
H20 PCR grade 2,5 /
Amorce MTHFR 1298 Sens a 4uM 1,25
5'CTT TTg ggA gCT gAA ggA CTACTAC 3 Tm=74°C (4ul de SM100pM + 96l H20) 0,5uM
Amorce MTHFR 1298 Anti-sens & 4uM 1,25
5'CAC TTT gTg ACC ATT CCg gTT Tg 3' Tm=68°C (4l de SM100pM + 961 H20) 0,5uM
Sonde Flu MTHFR 1298 a 4uM 05
5 AAg gAg gAg CTg CTg AAg ATg Tgg ggg gAg gAg CT FL (2ul de SM100uM + 48ul H20) 0,2uM
Sonde LCRed610 MTHFR 1298 a 4uM 0,5
57 ACC AgT gAA gAA AgT gTC TTT gA PH (21l de SM100pM + 48l H20) 0,2uM
LightCycIer® 480 Genotyping Master 5X 2 1X
(prét a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits de la plaque 96 Multiwell selon le plan de plaque

2. PIECE B.01.E1A010 — AA09
Ajouter 2pd d’ADN normalisé & 10ng/pL selon le plan de plaque -

3. PIECE B.01.E1AQ027

Filmer la plaque

Centrifuger la plaque a 1500g pendant 2min - Insérer la plague dans le Light Cycler 480 ROCHE

Programme : MTHFR-C665T+MTHFR-A1298C-Plaque96-OK Reaction volume : 10pl
Detection format : Multi Color HybProbe Selected Filter Combinations : Red610 ( 483-610) Red640 ( 483-640)
Program Name Denaturation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:10:00 4,40 0 0 0
Program Name PCR
Cycles 45 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:10 4,40 0 0 0
55 Single 00:00:10 2,20 0 0 0
72 None 00:00:10 4,40 0 0 0
Program Name Courbe de Fusion
Cycles 1 Analysis Mode Melting Curves
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:30 4,40 0 0 0
40 None 00:02:00 2,20 0 0 0
73 Continuous 0,06 5 0 0 0
Program Name Refroidissement
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target | Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per°C) (°C) (°C) (cycles)
40 None 00:00:30 2,20 0 0 0
4 INTERPRETATION des RESULTATS:
CF logiciel du LightCycler ® 480 Instrument
CF Procédure : utilisation du LC480-version SW 1.5
CF LABO4354-FITEC-fait : UF3545-Utilisation du LC480
5. RESULTATS:
MTHFR 1298 A>C Génotypage Témoins Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage AA LCAT 12 59°C
Hétérozygote AC LCAT 13 56°C+59°C
Homozygote muté CcC LCAT 11 56°C
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France) a effectuer des prélevements de mon sang dans le but
d’'un suivi et de recherches concernant la pathologie dite
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Abstract

In this work, we investigated the association between homocysteinemia and different
genotypes of the C677T and 1298 C polymorphisms of the methylene tetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene, their frequencies, and correlations with certain clinical, biochemical and certain
risk factors, and this in a population of the Aures region, northeast Algeria. Our study focused on
94 healthy voluntary subjects and 14 patients with chronic myocardial infarction (IDM). Our
work, is the first in the region of Aurés which analyzed the influence of these two polymorphisms
in young coronary subjects in this population.

Our results show that allelic and genotypic frequencies in the healthy population are
(11.70% TT and 32.45% T) for C677T polymorphism, and (7.44% CC and 21.81% C) for A1298C
polymorphism. The co-existence frequency C677T/A1298C is 11.70% for double heterozygote
CT/AC. While the TT/AC, CT/CC and the double mutant homozygote TT/CC genotypes were not
found. However, in pathological population, frequencies are 35.71%, 57.14% and 7.14% for CC,
CT and TT genotypes of C677T polymorphism, respectively. Concerning A1298C polymorphism,
the frequencies are 78.75% AA and 21.42% AC, while the homozygous CC mutant has not been
found.

This study shows a very significant association of hyperhomocysteinemia (Hhcy) and C
677T polymorphism of the MTHFR gene in the healthy, predominantly male, population. The
distribution of total homocysteine (thcy) and folate according to different genotypes of C677T
polymorphism was not significant, moderate hyperhomocysteinemia was recorded for the
genotype (CT) and intermediate for the mutated genotype (TT), with a low folate level, showing
the deleterious effect of the muted variant (T), and supporting the hypothesis of gene-nutrient
interaction between MTHFR and folate. In addition, correlations between thcy, folate, vitamin B12
and age based on genotypes of C677T polymorphism showed that thcy rates were inversely
proportional to folate concentration, B12 and age. In contrast, our results showed no significant
correlation of the parameters studied with genotypes of A1298C polymorphism. These
observations may be due to the low effect of this polymorphism on the activity of the MTHFR
enzyme.

In the pathological population, our results show no significant association of Hhcy with
different genotypes of C677T polymorphism. However, a decrease in folate and B12 was recorded
with moderate Hhcy for TT genotype but remains non significant. This could indicate the
deleterious effect of the muted genotype on the concentrations of thcy, B12, and B9 in patients.
Similarly, the distribution of homocysteinemia in A1298C polymorphism group showed no
significant correlation of moderate Hhcy with AC and AA genotypes. Equally, no significant
differences were observed in the distribution of B9 and B12.

In conclusion, our study supports the hypothesis that polymorphisms C677T and A1298C
MTHFR can be a significant risk factor for IDM in the presence of moderate Hhcy. We therefore
suggest a strategy for the biological exploration of Hhcy to allow the assessment of a moderate or
intermediate Hhcy as quickly as possible, in order to inform the general public in our region
(Aureés) and countrie about the risks of the disease. Furthermore, genetic investigation of various
IDM markers would be helpful to treat and predict the risks of this pathology.

Key words: Coronary atherosclerosis, myocardial infarction, genetic polymorphisms,
MTHFR C 677 T, MTHFR A 1298 C, Hyperhomocysteinemia, RT-PCR, Aures, Algeria.
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Résumé

Nous avons étudié, dans ce travail, 1’éventuelle association entre 1’homocystéinémic et les
différents génotypes des polymorphismes C677T et A1298C du gene de la méthylene tetrahydrofolate
réductase (MTHFR), leurs fréquences, leurs corrélations avec certains paramétres cliniques, biochimiques
ainsi que certains facteurs de risques, et cela chez une population de la région Aurés, au Nord-est de
I’Algéric. Notre étude a porté sur 94 sujets volontaires sains et 14 patients en phase chronique de
I'infarctus du myocarde (IDM). Notre travail, est le premier dans la région des Aurés qui a analysé
I'influence de ces deux polymorphismes chez les sujets jeunes coronariens dans cette la population.

Nos résultats montrent que les fréquences alléliques et génotypiques dans la population saine sont
de (11,70% TT et 32,45% T) pour le polymorphisme C677T, et de (7,44% CC et 21,81% C) pour le
polymorphisme A1298C. La fréquence de coexistence C677T/A1298C est de 11,70% pour le double
hétérozygote CT/AC. Alors que, les génotypes TT/AC, CT/CC et le double mutant homozygote TT/CC
n'ont pas été retrouvés. Cependant, dans la population pathologique, les fréquences sont de 35,71%,
57,14% et 7,14% pour les génotypes CC, CT et TT du polymorphisme C677T, respectivement. Concernant
le polymorphisme A1298C, les fréquences sont de 78,75% AA et 21,42% AC, alors que le mutant
homozygote CC n’a pas été retrouvé.

Notre étude montre également une association tres significative de I’hyperhomocystéinémie (Hhey)
et le polymorphisme C677T du géne MTHFR dans la population saine, liée majoritairement au sexe
masculin. La distribution de I'homocystéine total (tHcy) et de folate selon les différents génotypes du
polymorphisme C677T, était non significative, une hyperhomocystéinémie modérée a été enregistrée pour
le génotype (CT) et intermédiaire pour le génotype muté (TT), avec un faible taux de folate, témoignant
Ieffet délétére du variant muté (T), et soutenant lhypothése de l'interaction de géne -nutriment entre
MTHFR et le statut folate. En outre, les corrélations entre 1'tHcy, folate, vitamine By, et 1’4ge en fonction
des génotypes du polymorphisme C677T ont montré que les taux de tHcy étaient au total, inversement
proportionnels a la concentration du folate, a la By, et a I’4ge. En revanche, nos résultats n’ont montré
aucune corrélation significative des paramétres étudiés et les génotypes du polymorphisme A1298C. Cette
observation est due au faible effet de ce polymorphisme sur l'activité de I’enzyme MTHFR.

Dans la population pathologique, nos résultats ne montrent pas d’association significative de
1I’Hhcy et les différents génotypes du polymorphisme C677T. Cependant une diminution du taux de folate
et de la By, a été enregistrée avec I’Hhcy modérée pour le génotype TT, mais qui reste non significative.
Cela pourrait témoigner de 1’effet délétere du génotype muté sur les concentrations de tHcy, By, et By chez
les patients. Similairement, la distribution de I’homocystéinemie en fonction du polymorphisme A1298C,
montre une association non significative de 1° Hhcy modérée avec les génotypes AC et AA. Ainsi, aucune
différence significative n’a été observée pour la distribution de By et B,.

En conclusion, notre étude soutient I'hypothése que le polymorphisme C677T et A1298C MTHFR
peuvent étre un facteur de risque important pour 1’'IDM, en présence d’une Hhcy modérée. Nous suggérons
ainsi une stratégie d’exploration biologique de 1’Hhey pour permettre 1’évaluation d’une Hhcy modérée ou
intermédiaire le plus rapidement possible, afin d’informer le grand public dans notre région (Aures) et pays,
sur les risque de 1’évolution de cette maladie. Ainsi que 'investigation génétique des divers marqueurs de

traiter et prédire les risques de cette maladie.
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