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Introduction

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une pathologie fréquente
associée a une forte morbi-mortalité. Elle se présente principalement sous deux formes : la
thrombose veineuse profonde (TVP) et ’embolie pulmonaire (EP) (Morange, 2010). Son
incidence est estimée entre 5 et 20 cas pour 10 000 habitants/an chez la population
générale (Fowkes et al, 2003). En Algérie, ce type d'affection prend de plus en plus de
I'ampleur, en I'absence de publications révélant sa fréquence et le poids thrombogene des

facteurs de risque qui lui sont associés (Chalal et Demmouche, 2013).

Il s’agit d’une maladie multifactorielle dont les étiologies ne sont pas encore
totalement é€lucidées (Cattaneo, 2006). Plusieurs facteurs de risque peuvent &tre
responsable de sa survenue sont en cours d’étude, parmi lesquels, les facteurs génétiques
qui sont devenus fréquents. Il existe une interaction de ces facteurs de risque génétiques
avec les facteurs de risque acquis, peuvent €tre soit circonstanciels (immobilisation
prolongées, chirurgie, grossesse ...) ou iatrogenes (contraceptifs oraux ou hormonothérapie
substitutive) ou liés a certaines pathologies telles que le cancer et le syndrome néphrotique

(Bertina, 2013).

Parmi les facteurs génétiques nous citons la mutation C677T du geéne de la 5,10—
méthyltétrahydrofolate réductase (MTHFR) qui est un polymorphisme commun dans la
population générale (Berrut et al., 2003). Sa fréquence a 1’état homozygote varie entre 5—
15 % (Arruda et al, 1998) avec une distribution hétérogene significative parmi les

différents groupes ethniques (Franco et al, 1998).

L’association entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et la thrombose veineuse
profonde demeure controversée. Il a été prouvé que la présence de cette mutation a I’état
homozygote est associée a une augmentation modérée de 1’homocystéine plasmatique
totale (Berrut et al, 2003). En effet [I’hyperhomocystéinémie résulte d’un
dysfonctionnement nutritionnel et génétique du métabolisme de 1’homocystéine
(Hirmerovd, 2013). 11 est a noter que de multiples études ont donné un intérét au rdle de
I’hyperhomocystéinémie (HHC) dans le risque de la maladie thrombotique et elles ont

trouvé des résultats contradictoires (Feki et al, 2004 ; Eldibany and Caprini, 2007).
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A la lumiere de toutes ces données nous nous sommes intéressées a analyser une partie

des résultats d’une theése de doctorat ayant pour objectifs de :

= Définir la fréquence des facteurs et de risque acquis de la maladie
thromboembolique veineuse chez une population de I’Est-Algérien.

= Déterminer la fréquence du polymorphisme C677T de la MTHEFR et son influence
sur I’homocystéine plasmatique ainsi que le risque de la maladie 1lié a ces deux

facteurs biologiques.
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Analyse bibliographique
Partie 1 : la maladie thromboembolique veineuse
1. Rappel anatomique

La thrombose veineuse caractérisée par un thrombus endoluminal dont la localisation
est possible dans tout I’arbre veineux avec prédominance aux membres inférieurs

(Dominice et Righini, 2013).

Le systeme veineux constitue un réseau de vaisseaux de tailles différentes dont la fonction
est d’acheminer le sang désoxygéné au cceur et d’agir tel un réservoir sanguin. Le systeme

veineux contient environ 75 % du volume sanguin.

Le systeme veineux de la jambe comprend des veines superficielles, des veines profondes,

des veines perforantes et des sinus veineux intramusculaires.

Les vaisseaux du systéme veineux ramenent le sang au cceur. Un flux veineux normal
dépend de quatre facteurs : le cceur (flux dynamique ou spontané), la respiration (le flux

rythmé), la pompe musculaire et les valvules (Maggisano et Harrison, 2004).

La constitution générale d’une artére, une veine, et un capillaire est organisée en 3 tuniques

concentriques qui sont :

* Intima : est bordée par un endothélium présent aussi bien au niveau des vaisseaux qu'au
niveau des parois cardiaques, des valves et des piliers. La limitante élastique interne sert de

jonction entre ’intima et la média dans les arteres (Pelluard, 2016).

» Média : constitue la charpente musculo-élastique des vaisseaux. Les veines comportent

moins de fibres élastiques que les arteres (Grenet, 2004).

» Adventice : contient essentiellement du tissu conjonctif. A D'intérieur, il y a présence
d'une part, de vaisseaux (vasa vasorum) contenus dans la paroi de plus gros vaisseaux et

qui viennent les alimenter en oxygene, et d'autre part de nerfs (nervi vasorum) (Pelluard,

2016) (Figure 1).
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Endothélium
S 1 Tissu Endothélium
- t— conjonctif
i A phtin - Limitante
LE! élastique

Figure 1 : Dessin schématique d‘une veine (Ribuot, 2011).

2. Physiologie de I’hémostase

Hémostase désigne I’ensemble des mécanismes physiologiques qui concourent a
maintenir le sang a I’état fluide a lintérieur des vaisseaux (Berthélémy, 2015). Elles
assurent la prévention des saignements spontanés et l'arrét des hémorragies en cas de
rupture de la continuité de la paroi vasculaire, la formation locale d'un caillot et sa

dissolution (Moerloose, 2006).
Elle se divise en trois temps :

2.1. Hémostase primaire comporte une vasoconstriction locale, I’adhésion plaquettaire et
enfin I’agrégation plaquettaire. Elle ferme la bréche par un « thrombus blanc » (clou

plaquettaire).

2.2. Coagulation ou hémostase secondaire, une séquence d’activations enzymatiques en
cascade, consolide ce premier thrombus en formant un réseau de fibrine emprisonnant des

globules rouges « thrombus rouge ».
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2.3. Fibrinolyse, C'est le processus enzymatique de dissolution de la fibrine. Intervient,
au fur et a mesure que le vaisseau 1és¢ se répare, pour limiter I’extension du thrombus
(I'extension d'un caillot et de le lyser), en assurer la résorption complete, et finalement,

reperméabiliser le vaisseau (Madouni et Madani, 2014) (Figure2).

Bréche vasculairve

. N

| Hémostase primaire |

>
o -
-
Ve
-0 -
- =
- Thrombus plaquettaire
Congulation
S . A

Thrombus [fibrino-plaguettaire

@ Arrét du salgnement

[ Fibrinolyse |

Dissolution du caillot
Roperméabilisation du vaisseau

Figure 2 : La fonction hémostatique (Moerloose, 2006).
Les troubles de I'hémostase peuvent provoquer :

- Des accidents hémorragiques (pouvant aller de pétéchies a des hémorragies
mortelles) ; diathese hémorragique.
- Des accidents thrombotiques (par exemple : infarctus du myocarde, embolie

pulmonaire, thrombose veineuse, accident vasculaire cérébral) (Moerloose,

2006).
3. Physiologie de la coagulation
3.1. Facteurs de coagulation

Les facteurs de la coagulation, synthétisés pour la plupart par le foie, sont divisés en
précurseurs (pro-enzymes ou zymogenes) de sérine-protéases (facteurs II, VII, IX, X, XI,

XII), en cofacteurs (facteurs V, VIII) et en substrat (fibrinogene).
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La vitamine K intervient au stade terminal de la synthese de 4 facteurs de la coagulation

(facteurs II, VII, IX, X = facteurs vitamine K dépendants).

Pour que l'activation enzymatique des facteurs de la coagulation se déroule
normalement, la présence de phospholipides et de calcium est nécessaire. Les
phospholipides proviennent de deux sources principales, les plaquettes et les tissus
(thromboplastine tissulaire). Le calcium est nécessaire a la plupart des étapes d'activation

enzymatique de la coagulation (Moerloose, 2006) .
3.2. Etapes de la coagulation

On peut schématiquement diviser la « cascade » de réactions de la coagulation en

deux voies différentes appelées extrinseque et intrinseque ;

- Voie «extrinseque » est la principale voie d'hémostase in vivo. Quand des vaisseaux
sont 1ésés, les cellules sous endothéliales de ceux-ci sont exposées. Toutes les cellules
normalement non exposées a la circulation expriment une protéine transmembranaire
appelée facteur tissulaire. Le facteur tissulaire active le facteur VII, qui lui-méme active le

facteur X.

- Voie «intrinseque », la surface sous-endothéliale négativement chargée et le collageéne,
exposés par la lésion vasculaire, activent le « systéme contact », qui lui-méme active le
complexe des facteurs VIII et IX. Ce complexe active alors le facteur X qui forme par la
suite avec le facteur V un complexe a la surface des plaquettes activées. Ce complexe
convertit la prothrombine en thrombine. Cette derniere convertit le fibrinogene en
monomere de fibrine, qui se polymérise et constitue grace au facteur XIII un réseau afin de

former un caillot stable (Haslett et Chilvers, 2002).
3.3.Inhibiteurs de la coagulation

Dans le plasma, il existe plusieurs systemes anticoagulants physiologiques dont le
role est de maintenir I'équilibre hémostatique en contenant les réactions procoagulantes a
un niveau basal. Les principaux inhibiteurs sont l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
(TFPI pour Tissue Factor Pathway Inhibitor), I'antithrombine (AT), ainsi que les protéines
Cet S (PC et PS) (Figure3).
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Activateurs Inhibiteurs
FVILILV, X AT, PC, PS,
VIIL IX, XTI TFPI

Figure 3 : Les inhibiteurs contribuent a I’équilibre hémostatique physiologique

(Moerloose, 2006).
4. Physiopathologie de la MTEV

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une maladie fréquente et grave.

Dans 50% des cas, un facteur favorisant est retrouvé (Roux et al, 2008).

Elle intéresse I’ensemble du réseau veineux de 1’organisme. Elle comprend principalement
les thromboses veineuses profondes (TVP) et ’embolie pulmonaire (EP). Rarement, la

MTEV touche la circulation cérébrale.

Le thrombus veineux apparait dans les zones a bas débit sanguin comme les sinus veineux

ou les sacs valvulaires des veines profondes des membres inférieurs (Regragui ,2005).
4.1. Thrombose veineuse profonde

La triade de Virchow décrite en XIXeme siecle résume les mécanismes impliqués
dans la survenue des TV : la stase veineuse, La 1ésion pariétale, et ’hypercoagulabilité

(Figure 5).
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ILESION ENDOTHELIALE

g

\\ THROMBOSE

ANOMALIE DU .
FLUX SANGUIN | HYPERCOAGULABILITE
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Figure 4: La triade de Virchow (http://campus.cerimes.fr/anatomie-

L

pathologique/enseignement/anapath_4/site/html/2.html).
4.1.1. Stase sanguine

La stase est un élément prépondérant de la thrombogenese veineuse. Elle favorise,
d’une part, I’accumulation des différents facteurs procoagulants et elle limite, d’autre part,

I’¢élimination des facteurs activés (Lensen et al, 2000 ; Mckinley, 1999).
Différents phénomenes peuvent étre responsables du ralentissement du flux sanguin :

Hyperviscosité sanguine : en cas d’hypercytose (polyglobulie, hyperleucocytose,
leucémie...), de dysglobulinémie (myé¢lome, waldenstrom...) est un ¢élément a ne pas

négliger (Gensini et al, 1997).

Déshydratation : peut renforcer I’hypercoagulabilité plasmatique éventuelle par
I’hémoconcentration des facteurs procoagulants. Les diurétiques utilisés au cours d’une
défaillance cardiaque congestive peuvent ainsi contribuer a accroitre le risque
thrombotique par la majoration de I’hémoconcentration associée a la stase sanguine

(Goldhaber ,1998).

Dilatations veineuses : (varices, insuffisance veineuse, grossesse). Si la stase est un

phénomene physique nécessaire, elle semble incapable a elle seule de générer un thrombus.
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Plus d’autres facteurs ont été causés ou responsables du ralentissement du flux sanguin ;
L’immobilisation, L’obésité, La compression extrinseque (hématome, kyste, tumeur....)

(Lazareth et Priollet, 1994).
4.1.2 .Lésion endothéliale

La paroi endothéliale saine est thromborésistante par la synthese de substances
antithrombotiques telles que la prostacycline, la thrombomoduline, le tPA (activateur
tissulaire du plasminogene) ou les glycosaminoglycanes. En cas de Iésions endothéliales, il
y’a sécrétion de facteurs procoagulants: facteur tissulaire, PAI-1 (inhibiteur de I’activateur
tissulaire du plasminogene, facteur Willebrand. Les cellules endothéliales sécretent aussi
diverses cytokines pro-inflammatoires, contribuant ainsi a amplifier et a renforcer le profil

procoagulant (IL1, IL8, TNF alpha...) (Hamidi, 2017).
4.1.3. Hypercoagulabilité

Il existe un équilibre entre la coagulation et la fibrinolyse assurant 'homéostasie du
sang. Tout déséquilibre de cette balance favoriserait la tendance thrombotique ou

hémorragique.

Ainsi Les exces de génération de thrombine liés, par exemple, a une résistance a l'action de
la protéine C activée (due a la mutation léiden du facteur V ou a la prise de pillule
oestroprogestative) ou a une augmentation de la concentration des facteurs VIII, IX, ou XI
sont des facteurs de risque de thrombose. Inversement, un déficit en inhibiteurs de la
coagulation (antithrombine III, protéine C ou protéine S) est un facteur de risque de
thrombose veineuse bien étudié (Elalamy, 2002 ; Goldhaber, 1998 ; Doran et al, 1964 ;
Kamphuisen et al, 2001) (Figure 4).
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Déficit
en inhibiteurs

Figure 5 : Déséquilibre vers ’hypercoagulabilité : risque augmenté de thrombose

veineuse (Moerloose, 2006).
4.2. Embolie pulmonaire

Si le thrombus ou une partie de celui-ci se détache (embole), il part dans le flux
sanguin et entraine une embolie des qu'il atteint un segment de vaisseau plus étroit ou il se
coince et il ’obstrue. Les thrombus qui se détachent des veines de la jambe ou du bassin
migrent souvent a travers le cceur droit et provoquent une obstruction au niveau de la
circulation pulmonaire, pouvant ainsi entrainer une embolie pulmonaire qui est une

complication grave et souvent fatale (Jacq, 1999).
5. Epidémiologie de la MTEV

La thrombose veineuse profonde (TVP) constitue avec 1’embolie pulmonaire (EP)
I’'une des deux manifestations de la maladie thromboembolique veineuse (MTEV) .C'est
une pathologie fréquente dont I’incidence annuelle des TVP était de 160/100.000, celle des
EP symptomatiques (non mortelles) de 20/100.000, et celle des EP mortelles
(diagnostiquées en postmortem) de 50/100.000. L’EP serait la troisieme cause de décés
apres les maladies cardiovasculaires et le cancer (5 000 a 10 000 déces/an en France) (Eric

et al, 2005).
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En Algérie, ce type d'affection prend de plus en plus de l'ampleur, en l'absence de
publications révélant sa fréquence et le poids thrombogene des facteurs de risque qui lui

sont associés (Chalal et Demmouche, 2013).

On estime a 600 000 le nombre de cas annuels de MTE aux Etats-Unis, dont 30%
entrainent un déces, et 250 000 TVP. En France l'incidence annuelle de la MTE est de
l'ordre de 50 a 100 000 cas responsables de 5 a 10 000 déces (Bosson, 2005) .C'est aussi
une pathologie potentiellement Iétale, associée a 25 000 déces/an en Angleterre (Coombes,

2005).

La fréquence de la MTV augmente considérablement avec 1’age dans les deux sexes, son

incidence annuelle pouvant atteindre 0,5 a 1% apres 75 ans (Boukili ,2008).

Malgré une incidence ¢€levée aprés 50 ans et une mortalité importante en faisant 1’'un
des problemes majeurs de santé publique, la MTEV reste mal connue est sous
diagnostiquée. Une meilleure prévention primaire et secondaire de la maladie se traduirait

par des bénéfices considérables en termes de cofit et de santé publique (Valérie, 2011).
6. Facteurs de risque de la MTEV

Les nombreux facteurs de risque de MTEV peuvent €tre classés selon leur caractere
constitutionnel ou acquis, transitoire ou permanent. Les FDR de MTEV décrits dans la
littérature scientifique médicale sont multiples, répandus, complexes, souvent associés et

se potentialisent chez un méme patient (Lensen et al, 2000).
6. 1.Facteurs de risques environnementaux ou acquis
6.1.1. Age avancé

L’age représente un des plus importants facteurs de risque de la MTEV. Naess
rapporte en 2007, un taux d’incidence chez les patients de plus de 70 ans 3 fois supérieur a
celui des sujets agés de 45 a 69 ans, pour lesquels le taux d’incidence est lui-méme 3 fois

plus élevé que ceux ayant un age entre 20 ans et 44 ans (Naess et al, 2007)

Certaines conditions tendent a croitre avec I’dge et participent a 1’augmentation de la

MTEV : limitation de la mobilité physique, la prise de poids fréquente avec augmentation
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de l‘indice de masse corporel (IMC), prévalence augmentée des varices, co-morbidité

(cancer, inflammation chronique) (Philbrick et al, 2007).

6.1.2. Sexe masculin

Tous les registres de suivi de patients s’accordent sur le fait que le sexe masculin
est un facteur de risque indépendant associé a la récidive de la MTEV. Parmi ces registres,
celui de Kyrle et al retrouvait un risque relatif de récidive associé au sexe masculin de 3,6
(IC 95 %, 2,3—35,5), avec une incidence a cinq ans de 30,7 % chez les hommes versus 8,5

% chez les femmes (p< 0,001) (Kyrle et al, 2004).
6.1.3. Obésité

L’obésité, avec un IMC > 30 Kg/m2, est aussi un facteur de risque de TE, et
multiplie le risque de thrombose par deux, apres ajustement de 1’age et du sexe (Abdollahi
et al, 2003). Elle est responsable d’une mobilité réduite et associée a une réduction de
I’activité fibrinolytique, elle pourrait ainsi majorer le risque de TVP postopératoire

(Gensini et al, 1997).

Certains facteurs de la coagulation VIII et IX sont retrouvés a des taux plus élevés chez les
personnes obeses. De plus, la prise d’une contraception oestroprogestative chez la femme
de 15 a 45 ans, a un effet synergique avec 1’obésité sur le risque thromboembolique : le
risque est augmenté de 10 fois pour les femmes ayant un IMC supérieur a 25 Kg/m2 qui

utilisent une contraception orale (Abdollahi et al, 2003).
6.1.4. Immobilisation prolongée

L’immobilisation prolongée est reconnue par de nombreux auteurs comme un
facteur de risque thromboembolique veineux. Elle ralentit le retour veineux par défaut de
contraction musculaire : liée a un état grabataire ou a I'impotence fonctionnelle. La
survenue d’un accident thrombotique est aussi liée au type de geste opératoire, a la durée
de I'intervention chirurgicale, a la pathologie sous-jacente ou au terrain du patient pouvant

aggraver cette stase (Hamidi, 2017).

Ainsi, les TVP sont quatre a neuf fois plus fréquentes dans le membre paralysé chez les
sujets hémiplégiques alors que la fréquence est identique dans les deux jambes des patients

paraplégiques (Mckinley et al, 1999 ; Lensen et al, 2000).
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6.1.5. Antécédents de la MTEV
v' Antécédents personnels

Le risque de récurrence de TVP dépend du contexte du premier épisode ; en effet le
risque est moindre chez les patients dont la premi¢re TVP a eu lieu dans les suites d’une
chirurgie. Le risque de récidive est plus grand si 1’épisode précédent est survenu sans
cause évidente. Les patients ayant un antécédent de TVP spontané ont un risque de
récurrence annuelle de 5 a 15% avec un risque cumulé de 25% en 4 ans (Kyrle et

Eichinger, 2005).
v" Antécédents familiaux

Les antécédents familiaux de MTEV augmentent le risque de TV. Ce risque est
multiplié par 2 si un seul parent du premier degré a présenté un antécédent
thromboembolique (TE) et par 4 si plusieurs parents ont été concernés. Pour I’évaluation
individuelle du risque TE, les antécédents familiaux seraient plus importants que la

découverte d’une anomalie biologique (Bezemer et al, 2009).
6.1.6. Grossesse et post-partum

La MTEV est une des complications les plus fréquentes de la grossesse, survenant
en anténatal ou en post-partum, de 0,5 a 2,2 pour 1 000 grossesses, soit un risque 2 a 5
fois supérieur a celle d’une femme du méme age. Le risque de MTEV est augmenté
pendant toute la grossesse et jusqu’a six semaines post-partum, mais le risque est
probablement supérieur au dernier trimestre de grossesse et pendant les 3 semaines post-
partum. Dans les pays développés, la MTEV est I’'une des premiéres causes de mortalité
maternelle avec les hémorragies de la délivrance. En France, douze cas d'embolies
pulmonaires fatales ont €té recensés entre 1999 et 2001, soit un taux de mortalité de 0,5
pour 100 000 naissances vivantes. Une étude plus récente au Royaume-Uni retrouve une

mortalité liée a la MTEV de 0,79 pour 100 000 grossesses.

Durant la grossesse et dans les trois premicres semaines apres ’accouchement,
plusieurs facteurs contribuent a I’apparition d’un état prothrombotique, avec une
augmentation des facteurs de coagulation sanguins et de la fibrinolyse, compliqué de

MTEV chez 76 a 172 pour 100000 grossesses ( Jean-luc, 2014).

13



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

6.1.7. Utilisation des contraceptifs cestroprogestatifs

Le risque de la MTEV est multiplié par 3 a 4 chez les patients utilisant une
contraception oestroprogestative. Ce risque est nettement accru chez les femmes qui
présentent d’autres facteurs de risque (une mutation du facteur V Leiden hétérozygotes (20
a 30 fois) et facteur 11 G20210A (16 fois) (Elalamy et al, 2002 ; Martinelli, 2001 ; Aiach et
al, 2000 ; Pecheniuk et al, 2006).

Les cestrogenes utilisés dans ces préparations ont des effets au niveau du systéme de
la coagulation produisant une augmentation du fibrinogene, des facteurs de la coagulation,
une diminution des facteurs anticoagulants, antithrombine et protéine S et une résistance
acquise a la protéine C activée, induisant un état prothrombotique. La contraception

oestroprogestative induit donc un état d‘hypercoagulabilité (Aubard et al, 2018).
6.1.8. Cancer

La relation entre TVP et cancer est bien connue depuis la description d’ Armand
Trousseau en 1865 et par de nombreuses études épidémiologiques (Trousseaux, 1865 ;

Mismetti et al, 2008 ; Farge-Bancel et al, 2008).

Différents mécanismes participent au risque de thrombose chez le cancéreux. La
chimiothérapie, une chirurgie concomitante, la stase et enfin I’hypercoagulabilité acquise
liée au cancer sont autant de facteurs multiplicatifs. Le déséquilibre du systeme
fibrinolytique contribue a favoriser selon les cas un phénomene prohémorragique ou

prothrombotique.

Les principales incidences et types de cancer associés a la MTEV sont : cancers du
pancréas, du cerveau et des poumons, les hémopathies et le cancer colorectal (Timp et al,

2013).
6.1.9. Tabagisme

Le tabagisme est reconnu comme facteur favorisant le risque thromboembolique
mais sous certaines conditions. Dans 1’étude d’Enga et al, les gros fumeurs (supérieur a 20

paquets/année) ont un risque thromboembolique veineux augmenté lorsqu’il existe une

14



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

circonstance favorisante comme par exemple une chirurgie ou un traumatisme récent, une

immobilisation prononcée et une infection grave (Enga et al, 2012).
6.2. Facteurs biologiques
6.2 .1.Déficit en antithrombine

L’antithrombine inactive essentiellement la thrombine et le facteur X activé (Xa),
mais également, en présence d‘héparine, les facteurs VIla, Xla et XIla. Le déficit en
antithrombine était la premiere anomalie constitutionnelle de I'hémostase expliquant un
tableau familial de la maladie thromboembolique veineuse. Cette anomalie a été identifiée
en 1965 par Egeberg et est retrouvée chez 1 a 2 % des patients atteints de la maladie
thromboembolique veineuse primitive. La prévalence du déficit en antithrombine

symptomatique dans la population générale est comprise entre 1/2000 et 1/5000. (Berruyer,
2002).

Premiérement, ces déficits peuvent entrainer, lors d’épisode thrombotique, une relative
résistance a [’héparine. Deuxiemement, les déficits en antithrombine peuvent se
compliquer avec une certaine fréquence de fausses couches ou d’avortements (Jude et al,

2016).
6.2. 2.Déficit en protéine C

La protéine C inhibe physiologiquement la génération de thrombine par protéolyse
de deux facteurs de la coagulation, le facteur Va et le facteur VIlla. La protéine C circule
sous la forme d'un zymogene vitamine-K dépendant (comme les facteurs II, VII, IX, et X)
qui est activé par la thrombine fixée a un récepteur présent a la surface de I'endothélium
vasculaire, la thrombomoduline. Sous cette forme, la thrombine perd ses propriétés

prohémostatiques pour devenir l'activateur d'un mécanisme antithrombotique (Arceci et al,

2006 ; Bertina et al, 1994 ; Goldhaber, 2003).

Le déficit congénital en protéine C est un trouble héréditaire de la coagulation associé a un
risque accru de thromboses veineuses en raison d’une synthése réduite ou d’une baisse
d’activité de la protéine C. La prévalence du déficit séveére (formes homozygotes ou

hétérozygote composites) est estimée a 1/500 000. Les déficits partiels (formes

hétérozygotes) sont beaucoup plus fréquents (1/200—1/500) (Rahal et al, 2015).
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6.2 .3 Déficit en protéine S

La protéine S (PS) est également une protéine vitamine-K dépendante, elle joue le

role de cofacteur de la protéine C.

Un lien entre la déficience héréditaire en protéine S et la thrombose veineuse a été établi en
1984. Ce déficit en PS est découvert chez 8% des sujets ayant une thrombose veineuse. 11
existe également des déficits acquis, par insuffisance hépatique, prise d'anti vitamine K ou

de L-Asparaginase, en cas de grossesse ou de syndrome inflammatoire (Bina, 2007).

Sa prévalence dans la population générale et chez les patients atteints de MTEV est de 1 a

2%. 1l multiplie le risque de MTEV par 2 (Goldhaber et al, 1992).
6.2.4. Hyperhomocystéinémie

Une association entre hyperhomocystéinémie modérée et thrombose veineuse n’a
été rapportée que pendant la derniere décennie. Plusieurs études présentent
I’hyperhomocystéinémie modérée comme un facteur de risque pour les thromboses
artérielles et les thromboses veineuses. Les données de la littérature indiquent qu’une
hyperhomocystéinémie modérée est trouvée avec une fréquence de 19 a 47 % dans les
thromboses artérielles et de 10 a 25 % dans les thromboses veineuses (Guilland ef al,

2003).
6.3. Facteurs génétiques
6.3.1. Résistance a la protéine C activé (RPCA) et polymorphisme du facteur V

La RPCa héréditaire résulte d’'une anomalie moléculaire due a une mutation sur le
geéne du facteur V a ’un des sites de clivage de la protéine C activée. Le facteur V ainsi
muté est appelé « facteur V Leiden ». La mutation est associée a un risque relatif de la
maladie thrombo-embolique de 3 a 8 en cas de mutation hétérozygote et de 80 en cas de

mutation homozygote chez la population générale (Ehrenforth et al, 2004).
6.3.2. Polymorphisme G20210A de la prothrombine

La mutation FII 20210G>A est une anomalie génétique décrite en 1996. Cette

mutation affecte le nucléotide 20210 situé dans la région 3’ non codante du géne codant la
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prothrombine (Schved et al, 2003). Elle entralnerait une augmentation de la stabilité des
ARN messagers d’ou une augmentation de la concentration de la prothrombine circulante,
donc un risque thrombotique accru. La prévalence de cette mutation est estimée a 2-4 %
chez la population générale. Le risque relatif de maladie thrombo-embolique associé a
cette mutation est estimé a 3 (intervalle de confiance non précisé) en population générale

(Ehrenforth et al, 2004).
6.3.3. Polymorphisme de la méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR)

Il existe une corrélation stricte entre la concentration de ’homocystéine sérique et le
risque de thrombose vasculaire. L hyperhomocystéinémie est un facteur de risque de
thrombose veineuse profonde. G. Berrut et al. ont montré que la mutation C677T du gene
de la 5,10-méthyltétrahydrofolate réductase (MTHFR) a I’état homozygote est associée a
une augmentation de I’homocystéine plasmatique totale et par conséquent constitue un

facteur de risque de thrombose veineuse profonde (Chraiti et al, 2011).
Partie 2 : Homocystéine et méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR)
1. Homocystéine

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé non protéique qui apparait comme
intermédiaire dans le métabolisme des acides aminés soufrés (De Lonlay ef al, 2013). C’est
le produit de la déméthylation de la méthionine, un acide aminé essentiel apporté par les
aliments contenant des protéines. L’Hcy posséde une fonction thiol libre (HS) facilement
oxydable, ce qui lui permet de se fixer soit sur des protéines, soit sur une autre molécule

possédant un thiol libre (cystéine ou Hcy elle-méme) (Levasseur, 2009).
1.1.Formes circulantes de ’homocystéine plasmatique

L’homocystéine libre ne compose que 1%-2% de I’homocystéine totale (tHcy). 98%-
99% de I’homocystéine totale circulent sous la forme de ponts disulfures, 75%-80% de
I’homocsytéine totale est lié aux résidus réactifs de cystéine des protéines, la plupart sont

avec des cystéines 34 (Cys34) d’albumine et réduite de ’homocystéine totale (Figure 6).

D’autres homocystéines sont sous la forme de ponts disulfures libres, homocystine (Hey-

Hcy) et cystéine homocystéine (Hcy-Cys) (Ueland et a, 1995 ; Mudd et al, 2000).
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Figure 6 : Différentes formes de I’homocystéine dans le plasma humain

(JakubowsKi et al, 2
1.2.Métabolisme de I’homocystéine
L'homocystéine se trouve a la jonction de deux voies

- La reméthylation :

006).

métaboliques :

I'homocystéine peut subir une reméthylation en méthionine en

présence de I’enzyme MTHFR et la méthionine synthase avec la vitamine B12 comme

cofacteur et les folates comme substrat (Piolot et al, 1996).

- La transsulfuration :

I’homocystéine est transformée en cystathionine en présence de

cystathionine béta-synthétase (CBS) et d’un cofacteur : pyridoxine 5'-phosphate (vitamine

B6) (Abecassis et al, 2004).
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1.2.1. Voie de reméthylation

L’homocystéine acquiert un groupement méthyl a partir du N-5
méthyltétrahydrofolate pour former la méthionine. La réaction avec le N-5
méthyltétrahydrofolate a lieu dans tous les tissus et dépend de la vitamine B12. Une
proportion considérable de méthionine est par la suite activée par I’ATP pour former la S-
adénosylméthionine (SAM). La SAM sert principalement de donneur de méthyle universel

pour une variété d’accepteurs (Selhub, 1999).

La S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) est accompagnée des réactions vitales de
méthylation permettant notamment la synthese de phosphatidylcholine et de créatine ainsi

que la méthylation de ' ADN, de 'ARN et de nombreux neurotransmetteurs.

La SAH formée lors de ces réactions de transméthylation est hydrolysée en homocystéine
et en adénosine .Cette voie de transméthylation représente l'unique voie de synthése de

I'homocystéine dans l'organisme.

La reméthylation de I'homocystéine est catalysé par la méthionine synthase qui requiert du
NS5-méthyltétrahydrofolate (SCH3THF) comme donneur de méthyl et de la cobalamine
comme cofacteur. La formation du SCH3THF dépend de la N5,10
méthylénetetrahydrofolate réductase (MTHFR) qui catalyse la 5,10 réduction du N5,10
méthylénetetrahydrofolate (5,10CH2THF) forme a partir du THF (Durand et al, 1998).

1.2.2. Voie de transulfuration

L’homocystéine s’associe a la sérine pour former la cystathionine au cours d’une
réaction irréversible catalysée par une enzyme contenant du pyridoxine 5'-phosphate
(PLP), la cystathionine-béta-synthase (CBS). La cystathionine est hydrolysée par une
seconde enzyme contenant du PLP, la y-cystathioninase, pour former la cystéine et le o-
kétobutyrate. L’exces de cystéine est oxydé en taurine ou en sulfate inorganique ou bien

est excrété dans les urines (Glocker et al, 2009) (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation du métabolisme de I’homocystéine (Chen, 2009).

1.3.Facteurs favorisants une hyperhomocystéinémie

Les dysfonctionnements du métabolisme de I'homocysteine dépendant de défauts
congénitaux en enzymes impliquées dans ce métabolisme ou de déficiences dans 1'apport,
le transport et le métabolisme des folates et des vitamines B12 et B 6 ou encore d'un apport

alimentaire excessif en méthionine sont a l'origine des hyperhomocystéinémies (Durand et
al, 1998).

1.3.1. Facteurs génétique

La mutation de la 5-10 méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une

variante thermolabile prédispose a une hyperhomocystéinémie chez les patients carencés
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en folates. La fréquence de cette mutation a 1'état homozygote est supérieure a 10% dans la

population (Coutelour, 2000).

Une des altérations classiques du métabolisme de 1'homocystéine est l'altération de la voie
de transsulfuration engendrée par un déficit congénital en CBS .Ce déficit, a transmission
autosomique récessive, conduit chez les individus homozygotes a une homocystinurie
importante accompagnée d'une élévation anormale de la concentration plasmatique en

homocystéine et en méthionine (Mudd et al, 1995).
1.3.2. Facteurs nutritionnels (déficit en vitamine B6, B12 ou en folates (B9))

Les enzymes du cycle de ’homocystéine avaient besoin de cofacteurs (vit. B6 et
B12) et de substrat (vit.B9) pour fonctionner normalement. Ainsi la diminution des apports
en vitamines B6,B9 et B12 perturbe la métabolisme de 1’homocystéine et est responsable
d’une augmentation des taux sanguins d’homocystéine. A I’opposé , les régimes riches en
fruits et légumes et les supplémentations vitaminiques en acide folique ,en vitamine B6 et

en B12 font diminuer ’homocystéine (Aubard et al, 2018).
1.3.3. Autres facteurs controlant le taux plasmatique de ’homocystéine

Le métabolisme de [I’Hcys est aussi modifi€ dans certaines situations
physiopathologiques (age, sexe masculin, tabac, alcool, insuffisance rénale...) ou lors de la
prise de certains médicaments (anticonvulsivants, estroprogestatifs synthétiques,

isoniazide, théophylline, ciclosporine...) (Abecassis et al, 2004).
2. Méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR)

La 5,10 méthylene tétrahydrofolate réductase, plus communément appelée MTHFR,
représente ’enzyme clé du métabolisme des folates. Elle catalyse la réduction irréversible
du 5,10 méthylene tétrahydrofolate en 5 méthyl tétrahydrofolate. Ce dernier substrat
constitue, d’une part, la forme biologique circulante et majeure des folates et, d’autre part,
le donneur de carbone pour la reméthylation de 1’acide aminé soufré « homocystéine » en

acide aminé essentiel « méthionine » (Jerbi et Harzallah, 2005).
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2.1. Géne de la MTHFR : Localisation et structure

C’est une enzyme codée par un gene localisé sur le bras court du chromosome
1(1p.36.3), Plus précisément dans la région des paires de bases 11.769.246 jusqu’a
11.788.568 du chromosome 1, au niveau duquel des polymorphismes de substitution ont

été décrits (Saffroy et al, 2005).

Le géne de la MTHFR comprend 11 exons et produit 656 résidus des acides aminés

(Goyette et al,1998) (Figure 8).

La transcription du géne MTHFR produit 4 variants du transcrit de ce denier, qui different
par leur région 5°. La diversité de ces transcrits (ARNm) du gene est due a 1’épissage
alternatif au moment de la transcription primaire ou au courant de I’épissage des 3
premiers exons. Trois polypeptides de 657, 698 et 680 acides aminés sont traduits a partir

de ces trois variants (Goyette et al, 1998; Homberger et al, 2000).

gl2
g21.1
g23.1
g31.1
g44

Figure 8 : localisation du géne de la MTHFR au niveau du premier chromosome humain
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MTHFR).
2.2. Polymorphisme de la MTHFR

Les polymorphismes ou variants génétiques du génome sont la conséquence de
mutations qui sont plus souvent des mutations uniques (single nucleotide polymorphism ou
SNP). Il existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le métabolisme de
I’homocystéine. Il s’agit principalement de variants génétiques des enzymes 5, 10-

méthylenetétra hydrofolate réductase (MTHFR).
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Pour le gene codant pour la MTHFR une soixantaine de polymorphismes ont été
décrit, Le plus commun est le polymorphisme C677T, décrit comme présentant une
hétérogénéité de distribution mondiale et associé a diverses pathologies notamment
cardiovasculaires , cancéreuses et thrombotiques; qui influencent les taux d’homocystéine

plasmatique (Namour et al, 2001).
2.2.1. Polymorphisme C677T

L’altération génétique la plus commune associée a une hyperhomocystéinémie
modérée est la mutation par substitution d’une cytosine (C) en position 677 du géne par
une thymine (T) (polymorphisme C677T) et se traduit, au niveau de la protéine, par la
conversion d’une alanine en une valine en position 222. Ce polymorphisme est a 1’origine

d’une enzyme thermolabile (Wilcken, 2003).

Le polymorphisme C677T provoque le changement de 1'acide aminé localisé au niveau du
site de liaison du cofacteur de l'enzyme MTHFR, le cofacteur FAD. Ce polymorphisme
facilite la séparation de l'enzyme de son cofacteur, et par conséquent, la diminution de

l'activité enzymatique.

Il en résulte par conséquent une augmentation de I’homocystéine, en plus d’une baisse des
folates dans le plasma . Cependant, si la concentration plasmatique des folates est

insuffisamment ¢levée, I’effet des génotypes sur I’homocystéine est annulé (De Bree et al,

2003 ; Ma et al, 1996).

En comparaison au génotype homozygote de I’all¢le sauvage du polymorphisme 677C>T,
les individus ayant un génotype 677TT ne présentent que 30% de I’activité enzymatique de
la MTHFR in vitro, tandis que les individus hétérozygotes 677CT présentent une activité
enzymatique de MTHFR s’¢levant a 60% (Semenza et al, 2003). L’allele 677T a été
associ¢ a un taux élevé d’homocystéine dans le plasma (Ryan et Weir, 2001) ,ce qui
augmenterait le risque des maladies cardiovasculaires ,de thromboembolique veineuse et
le risque des malformations congénitales. Le variant 677T est assez commun chez la
population Européenne, nord Américaine, et plusieurs populations Asiatiques, avec une
fréquence d’homozygotie supérieure a 30% (Botto et Yang, 2000) (figure 9). La
fréquence la plus importante de ce variant a été rapportée chez les populations du bassin

méditéranéen et du nord de I’Amérique, mais elle est relativement moins importante chez
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les Africains sub-Sahariens et les noirs Américains (Pepe et al, 1998; Stevenson et al,

1997).
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Figure 9 : carte des fréquences des homozygoties 677Tdans le monde (Leclerc et Rozen,

2007).

2.2.2. Autres polymorphismes du gene MTHFR

Un défaut d’activité de la protéine 5,10MTHFR avec une activité résiduelle est du a

plusieurs autres polymorphismes. La majorité d’entre eux sont découverts chez seulement

une ou deux familles, il s’agit des polymorphismes T1317C, G1793A, T1081C, G1027T,

T1084C et T1711C. Certains de ces polymorphismes ont €té décrits en association avec le

polymorphisme C677T et ceci diminue ’activité enzymatique de la protéine MTHFR de

facon remarquable, alors que d’autres n’altérent pas la séquence des acides aminés et leur

role n’est pas bien décrit (Paluku et al, 2009).

3 .Corrélation entre I’homocystéine et les autres facteurs de risque de la thrombose

I’hyperhomocystéinemie est un facteur de risque de thrombose veineuse profonde.

G.Berrrut et al ont montré que la mutation C677T

du gene de la 5,10

méthylénetérahydrofolare réductase (MTHFR) a I’état homozygote est associée a une
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augmentation de ’homocystéine plasmaique totale et par conséquent constitue un facteur

de risque veineuse profonde (Berrut, 2003).

L'homocystéine altere les propriétés antithrombotiques de 1'endothélium. Elle diminuerait
la capacité des cellules endothéliale a inhiber l'agrégation plaquettaire. Par ailleurs,
I'exposition des cellules endothéliales a 1'homocystéine augmente 1'expression du facteur
tissulaire ainsi que l'activation du facteur V en facteur Va favorisant ainsi l'initiation et la
propagation de la coagulation génératrice de thrombine. De plus, cette exposition altere les
systemes anticoagulants thrombomoduline/protéine C et anti- thrombine III. Elle inhibe la
syntheése et l'activité de la thrombomoduline, l'activité de la protéine C, l'activation du
systtme anticoagulant thrombomoduline/protéine C par la thrombine ainsi que les
capacités de liaison de l'antithrombine III & la surface endothéliale en diminuant
I'expression de sulfate d'héparine. Par ailleurs, en diminuant la liaison et 1’action de
l'activateur du plasminogeéne de type tissulaire (t-PA) a la surface des cellules
endothéliales, 1'homocystéine inhiberait la fibrinolyse dépendante de I'endothélium
(figure 10) . L'ensemble de ces observations suggerent donc que 1'hyperhomocystéinémie

favorise le développement de thromboses (Durand et al, 1998).

APC Protein O
(1) Hey —lJ.

Va I hrombomodulin Hey(2)
Hey(3)

Prothrombin I hrombin Antithrombin 111
Fibrinogen Fibrin

v
Fibrin fibers

Plasminogen Plasmin

A 4
l'cl\lulcw

IPA + Annexin |1

:
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Figure 10 : Influence de I’homocystéine sur la coagulation du sang et la fibrinolyse (Perna

et al, 2007).
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Patients et méthodes

Nous avons bénéficié d’un stage de courte durée au sein du laboratoire de biochimie et
le laboratoire de génétique et biologie moléculaire au CHU de Constantine. Au cours de ce
stage nous avons assisté a I’extraction d’ADN et nous avons pu manipuler quelques étapes
de la PCR-RFLP. Ensuite nous avons analysé les résultats obtenus au cours d’une thése de

doctorat.

Ci-dessous figure une description des criteres respectés pour le recrutement des deux
populations d’étude, du matériel et des méthodes utilisés au cours de cette these afin
d’obtenir des résultats du génotypage du polymorphisme C677T de la MTHEFR et les taux

d’homocystéine.
1. Populations d’étude

Ils ont été recrutés au niveau du service de la cardiologie et la médecine interne au

CHU de Constantine, le total de recrutement est de 72.
1.1. Patients

v" Critéres d’inclusion

Les patients inclus dans 1’étude sont des sujets ayant un épisode de thrombose unique ou

récidivante s‘intégrant ou non a un contexte familial.

v" Critéres d’exclusion

Ont été exclus les thromboses post chirurgicales ou secondaires a un cancer et les malades
qui se traitent par des médicaments qui interférent avec le métabolisme des folates, B6,

B12
1.2. Témoins

La population témoin est au nombre de 105 sujets sains, elle se compose des employés de

I'université, de I'hopital et des bénévoles.
v’ Critéres d’inclusion

Les sujets supposés sains appariés selon 1°age et le sexe.
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v" Critéres d’exclusion

Ont été exclus les sujets ayant des antécédents personnels ou familiaux de la MTEV, les

femmes enceintes ou sous contraception orale.

2. Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins se font sur la veine du pli du coude par ponction veineuse
franche. Ils ont été réalisés au niveau du service d‘hospitalisation du patient ou en

ambulatoire (au laboratoire de biochimie du CHUC).
Le prélevement sanguin préconisé pour :

e [’extraction de ’ADN : est recueilli stérilement dans un tube contenant ’EDTA
(éthylene-diamine-tétra-acétique) comme anticoagulant.
e Dosage de I'hnomocystéine totale : les échantillons sanguins ont été collectés chez le

patient a jeun, sur un tube hépariné.
3. Dosage de ’homocystéine

3.1. Recueil et traitement de I’échantillon

Le prélevement sanguin est effectué a jeun sur tube hépariné, placé immédiatement
dans de la glace, a I’abri de la lumiére, acheminé au laboratoire de biochimie du CHU de
Constantine dans un délai maximum d’une heure de temps, centrifugé a raison de 4000
tours /min pendant 15 min. Le plasma sanguin est divisé en 2 aliquotes, [’'un pour le dosage
de I’homocytéine 1’autre laissé en réserve. Les échantillons numérotés et codifiés, ont été

conservés a ’abri de la lumiére a -80° C.
3.2. Principe du test

C’est un immunodosage par compétition, sur l"automate IMMULITE 2000 qui
réalise un cycle de prétraitement a bord des échantillons plasmatiques ou sériques par la
solution de S-adenosyl-L-homocystéine hydrolase (SAH) et de dithiothreitol (DTT) dans
un godet réactionnel ne contenant pas de bille (Annexe I). Apres une incubation de 30

minutes 1’échantillon prétraité est transférée dans un second tube contenant une bille de
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polystyréne revétue de SAH et un anticorps spécifique de SAH. Pendant une incubation de
30 minutes, le SAH modifié provenant de I’échantillon prétraité entre en compétition avec
le SAH fixé pour se lier a I’anticorps anti-SAH marqué a la phosphatase alcaline. Le
conjugué non lié est éliminé par lavage et séparation par ultracentrifugation, puis le

substrat est ajouté.
3.3. Lecture et interprétation des résultats

Les résultats sont directement calculés par le systeme logiciel et sont exprimés en
umol/l. 1a limite de détection est de S0umol/l, au-dela de cette valeur, il faut opérer sur

dilution. Normes (5-15umol/l) selon le prospectus des laboratoires Abbott.

4. Analyse moléculaire

4.1. Extraction d’ADN a partir de sang total

5 ml a 10 ml (1ml de sang renferme 30 a 50 ug d'ADN) de sang périphérique ont été
prélevés sur un anticoagulant EDTA. L’extraction d’ADN a été réalisée par la méthode
utilisant des solvants non organiques (la méthode au NaCl). L’ADN de chaque sujet a été

extrait a partir de leucocytes du sang périphérique.
Les principales étapes sont suivantes :

- Lyse des leucocytes : afin de lyser les cellules du sang dont les leucocytes, on utilise un

tampon de lyse, la protéinase K et le détergent SDS (Sodium Dodécyle Sulfate).

- Extraction de PADN : I’ADN des leucocytes est extrait et les protéines qui étaient

associées a I’ADN sont digérées et précipitées par utilisation du NaCl.

- Solubilisation : apres la formation d’une pelote d’ADN dans le surnageant avec la

précipitation par éthanol, on la solubilise en utilisant I’eau distillée stérile. (Annexe II)

4.2. Quantification et controle de la pureté de ’ADN

Le contrdle de la pureté d’ADN est réalisé par un spectrophotométre, le maximum

d’absorbance de I’ADN est a 260 nm, par contre celui des protéines se situe a 280 nm.

Quand on réalise un extrait cellulaire d’ADN, il est accompagné par des protéines dont la

présence peut étre indésirable. La valeur du rapport 260/A280 fournit une bonne indication
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de la pureté de I’ADN. Il a été établi qu’un rapport mesuré par spectrophotometre, d’une
valeur comprise entre 1.8 et 2 indique que I’ADN extrait est pur alors que s’il est inférieur,
on peut envisager une contamination par des protéines. Une valeur supérieure a 2 indique,

en générale, une présence importante d’ARN.

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure de 1’absorbance a 260nm.
Sachant qu’une unité de DO a 260nm est équivalente a 50 ug /ml d’ADN, il est possible

d’évaluer la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule suivante :
[ADN] en ng/ul = A260 x 50 x facteur de dilution
4.3. Méthode de génotypage du polymorphisme C677T de la MTHFR

Le génotypage du polymorphisme C677T de la MTHFR est déterminé par la méthode
PCR/RFLP. Une région de 198 pb du géne de la MTHFR a été amplifiée par la méthode
PCR en utilisant des amorces spécifiques (Tableau 1). L’amplification est suivie d’une
digestion enzymatique par I’enzyme Hinf I (enzyme de restriction).

Tableau 1 : Séquences des amorces, longueur des produits de PCR et la taille des
fragments de la digestion (pb).

Mutations | Séquences des amorces Produits | Enzymes Homozygote | Hétérozygote | Homozygote
de PCR de sauvage muté
restriction
MTHFR 5' TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3'
C677T 5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3' 198 Hinfl 198 198,175 175

4.3.1. Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Le milieu réactionnel de PCR comprend tous les constituants nécessaires a la
réalisation d'une PCR. Une quantité de 49 ul de ce mélange est mélangée avec 1ul d’ADN
dans chaque microtube. Un blanc (mix sans ADN) est préparé afin de prévenir la présence

d’une éventuelle contamination.

Les constituants de ce mélange (mix) sont : 0.032 pmole/ul de chaque amorce, 0.2 mM

des dNTP, 0.04U de la Taq polymérase, 2.5 mM MgCl2 et 1X du tampon.
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Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par le thermocycleur en respectant les

conditions d’amplification suivantes :

Une dénaturation initiale pendant 5 minutes a 94°C, suivi de 35 cycles avec :
Une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes.

Une température d’hybridation a 65°C pendant 30 secondes.

AN

L’¢longation a 72°C pendant 40 secondes.

Une élongation finale de 10 minutes a 72°C.

4.3.2. Controle des produits de PCR :

Le contrdle de la PCR s’effectue par une é€lectrophorese sur un gel d'agarose 2% (2g
d’agarose +100ml de TBE 1X) mélangé a 10 ul de BET. Ce dernier est un agent intercalant
qui se fixe entre les bases de I’ADN a I’intérieur de la double hélice et qui rendra les ADN
fluorescents par exposition aux UV. Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve

horizontale.

Dans chaque puits du gel, on dépose une quantité de 10 ul d’amplificat mélangée avec 3 pl
du bleu de bromophénol (BBP) qui est un colorant permettant de suivre le front de
migration. Le dépdt se fait du co6té de la cathode (-) et le systeme est soumis a une

migration sous un courant de 60 a 120 volts pendant 30 mn.

Apres la migration, le gel est soumis aux rayons UV. Les molécules de bromure
d‘éthidium (BET) fixées aux ADN émettent une lumiere visible et photographiable ;
permettent ainsi de visualiser les fragments amplifiés sous forme des bandes fluorescentes

de la méme

4.3.3. Digestion par ’enzyme de restriction Hinf I du fragment amplifié

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par ’enzyme de
restriction Hinfl. Pour cela un mix est préparé en mélangeant 0.25U/ul de I’enzyme de
restriction et 30 pl du produit de PCR dans un volume finale de 50ul. Le mélange est
incubé pendant une nuit dans une étuve a 37°C.
Pour I’¢électrophorese ; un gel d'agarose a 3 % est préparé, les fragments d’ADN obtenus

sont comme suit :
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- 198 paires de bases (pb) dans le cas d’absence d’une mutation. Le fragment d’ADN
amplifi¢é n’est pas digéré par ’enzyme et apparait sur le profil électrophorétique sous

forme d'une seule bande correspondante au type homozygote sauvage (CC),

- 175 pb dans le cas d’une présence de la mutation sur les deux alleles. Le fragment
d’ADN est digéré par I’enzyme et apparait sur le profil électrophorétique sous forme d'une
seule bande correspondante au type homozygote muté (TT). Une bande de 23 pb qui ne

sera pas visible sur le profil électrophorétique a cause de son faible poids moléculaire,

- Deux bandes superposées d’une taille de 175 pb et 198 pb ; dans le cas d’une présence de

la mutation sur un seul allele ce qui correspond au type hétérozygote (CT) (Figure 11).

Figure 11 : Profil de digestion du polymorphisme C677T de la MTHFR (Moussaoui,
2016).

5. Analyse statistique

Les données ont été exprimées en pourcentages et fréquences pour les variables
qualitatives et en moyenne + écart type pour les variables quantitatives.
L’analyse statistique a été effectuée par 1’excel pour le calcul des fréquences, la moyenne
et I’écart type. La comparaison des variables est réalisée par le logiciel le R 3.1.2 (www.r-
project.org).

La comparaison des proportions, a été évaluée au moyen du test du Chi-carré, et la

comparaison des variables continues est effectuée par le test de Student.
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La régression logistique univariée a été utilisée pour calculer les odds ratio avec intervalles
de confiance de 95%.
Le seuil critique a priori est de 0.05. Si la valeur de p calculée a posteriori est

inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée statistiquement

significative.

32



Résultats



RESULTATS

Résultats
1. Etude descriptive des cas et des témoins

Le travail de la these dont on a tiré ces données portait sur un effectif considérable.
Les résultats qu’on a traités ne concernent qu’un groupe de 104 témoins et 72 patients.

1.1. Moyenne d’age

Tableau 2 : Age moyen des deux populations d‘étude

Patients (n=72) Témoins (n=104)

Moyenne + Ecart type 38.71£ 15.61 36.66+ 13.42

La moyenne d’age est 38.71 + 15.61 ans chez la population malade avec des
extrémes de 12 a 74ans et elle est de 36.66 £ 13.42 ans chez la population témoin avec

des extrémes de 17 a 62 ans (Tableau 2).

1.2. Répartition selon le sexe
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Figure 12 : Représentation graphique de la répartition de la population générale selon le
sexe.
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La fréquence du sexe féminin est supérieure a celle du sexe masculin chez les deux

populations d’étude (Figure 12).

1.3. Répartition par tranches d’age selon le sexe

RESULTATS

Tableau 3 : Répartition des deux populations par tranches d‘age et selon le sexe.

Patients Témoins
Tranches d’age Hommes Femmes Hommes Femmes
N (%) N (%) N (%) N (%)
< 20 3 (10.71) 2 (4.55) 2 (4.08) 0
20-29 7(25) 10 (22.73) 15 (30.63) 20 (36.37)
30-39 8(28.58) 15 (34.09) 16 (32.65) 17 (30.90)
40-49 2(7.14) 8(18.18) 10 (20.40) 10 (18.19)
50-59 3(10.71) 6 (13.64) 4 (8.16) 7(12.72)
> 60 5(17.85) 3 (6.81) 2 (4.08) 1(1.82)
Totale 28 (100) 44 (100) 49 (100) 55 (100)
35 v
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Figure 13 : Représentation graphique de la répartition des deux populations par tranches

d‘age.
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La répartition des patients et des témoins selon 1’Age montre une fréquence plus
¢levée de la tranche d’age (20-29) et (30-39). Cela montre que les deux populations

d’étude font partie de la catégorie des jeunes (Figure 13).

Le tableau 3 montre une fréquence élevée du sexe féminin par apport au sexe
masculin dans presque toutes les tranches d’age, en particulier au niveau de la classe (30-
39) sauf que dans les deux classes inférieure a 20 ans et supérieur a 60 ans ; on observe une

fréquence élevée pour le sexe masculin.

1.4. Caractéristiques relatives a la MTEV
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Figure 14 : Représentation graphique de la répartition des différentes localisations de la
thrombose veineuse.

Cette représentation graphique montre que la thrombose veineuse est située
principalement au niveau des membres inférieurs (mb inf) avec une fréquence de 52.78%.
Les autres localisations sont celles des membres supérieurs (mb sup) (6.94%) ; ’embolie
pulmonaire (EP) (18.05%) ; des thromboses de la veine porte (13.89%) ; des thromboses
de la veine rétine (1.38%) et la veine cérébrale (VC) (8.94%) (Figure 14).
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1.5. Facteurs de risque de la MTEV chez les deux populations
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Figure 15 : Représentation graphique des facteurs de risque acquis chez les deux

populations.

La figure 15 montre que 1’obésité et le tabac occupent les fréquences les plus élevées
chez les deux populations d’étude. La population malade est marquée par la présence de
certaines caractéristiques qui sont considérés comme des facteurs de risque pour le
développement de la maladie a savoir : les antécédents personnels (ATCD P) avec une
fréquence élevée (22.22%) suivi par les antécédents familiaux (ATCD F) et

I’immobilisation.
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1.6. Facteurs de risque chez les femmes de la population malade
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Figure 16: Représentation graphique des facteurs gynécologiques.

La représentation graphique de la figure 16 montre une distribution des facteurs
gynécologiques chez la population malade. L’avortement occupe la fréquence la plus
¢levée (11.11%) suivi par I'utilisation des oestroprogestatifs (8.33%). Le post-partum et la
grossesse ont les fréquences les plus faibles (4.16%) (Figure 16).

2. Etude des caractéristiques biologiques des cas et témoins

1.2. Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR
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Figure 17 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du polymorphisme
C677T de la MTHER chez des témoins et des patients.
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Les fréquences du génotypique hétérozygote (C/T) de la population malade sont
proches que de celles de la population témoin alors que les autres fréquences

génoytypiques sont un peu différents (Figure 17).
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Figure 18 : Représentation graphique des fréquences alléliques du polymorphisme C677T
de la MTHEFR chez des témoins et des patients.

La fréquence de lallele C est plus ¢élevée chez les deux populations par rapport la

fréquence de I’allele T (Figure 18).

2.2. Taux moyens d’homocystéine

Tableau 4: Taux moyens de I’homocystéine.

Hcy (umol/l) Patients (N=72) | Témoins (104) P-value

Moyenne + Ecart type 17.21+10.53 15.2+7.89 NS

La moyenne du taux d’homocystéine dans la population témoin est normale alors que dans
la population malade une légere élévation du taux d’homocystéine a été observée avec une

moyenne de 17.21 (Tableau 4).

37



RESULTATS

3. Etude d’association

Tableau 5 : Association des deux facteurs biologiques a la MTEV.

Odds Ratio IC (95%) P value
MTHER C677T
CC
CT 1.4 (0.8-2.4) NS
TT 1.7 (0.8-3.4) NS
Homocystéine
Normal
HHC 1.7 (0.6-4.9) NS

Le tableau ci-dessus montre qu’il n’existe pas une association significative entre les
génotypes CT ou TT de la MTHEFR et la MTEV avec un odds ratio de 1.4 (0.8-2.4) et 1.7
(0.8-3.4) respectivement. Comme €galement montré que 1’hyperhomocystéinémie ne sont

pas associés au risque de la maladie avec un OR de 1.7 (0.6-4.9) (Tableau 5).

4. Etude d’influence des différents génotypes de la MTHFR C677T sur les taux
moyens d’homocystéine

Tableau 6: Taux moyens d’homocystéine plasmatique par génotypes de la MTHFR

Co677T.
Génotype de la MTHFR Moyenne d’Hcy # écart-type (umol/l) P- value
C677T
Témoins (104) Patients (72)
CC 13.75 £ 4.85 14.27 £8.59 NS
CT 15.31 £8.19 16.85 £9.31 NS
TT 19.05 +£12.32 23.02 £13.85 NS
P-value NS 0.034
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Le tableau ci-dessus rapporte les taux moyens d’homocystéine plasmatique par différents
génotypes de la MTHFR C677T. Chez les patients, les taux moyens d’homocystéine sont
significativement plus élevés chez les homozygotes mutés TT comparativement a ceux

normaux CC (P=0.034).

Chez les témoins, il n’existe pas de différence significative des taux plasmatiques moyen
d’Hcy entre les trois génotypes de la MTHFR C677T. La comparaison des taux moyens
d’homocystéinémie entre cas et témoins ne montre aucune différence significative chez les

deux groupes et ce pour les trois génotypes (Tableau 6).
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Discussion

Dans ce travail, nous avons analys¢ une partie des résultats d’une thése de doctorat,
nous nous sommes intéressées au polymorphisme C677T de la MTHFR chez 107 témoins
et 72 patients présentant la thromboembolique vineuse (MTEV) accompagné par les taux
moyens de I’homocystéine. Nous avons aussi étudié et comparé les données suivantes :
I’age, le sexe, différents localisations de la MTEV et les différents facteurs de risques de la
MTEV.

1. Liaison de la MTEYV avec I’age

L’analyse des résultats montre que la catégorie la plus touchée par cette maladie est
jeune (31.94%). Cela montre que le risque de la MTEV n’a pas augmenté avec 1’age. Ce
résultat est comparable a celui de Traoré ayant trouvé une fréquence de 32% (Traoré,
20006).

De nombreuses études ont détaillé la relation entre 1’dge et la survenus de la MTEV, en
effet certaines de ces études qui s’accordent avec nos résultats ont prouvé que l’age
n’apparait plus comme un facteur de risque indépendant (De Moerlose et Boneu, 1999).
Néanmoins d’autres ¢études ont approuvé que le risque de la maladie
thromboembolique augmente significativement avec I’age. L’étude d’Oger et al. estime
une fréquence de la TVP asymptomatique a 3.3 % ; entre 1’age de 55 ans et 69 ans, et une
fréquence de 4.1 % entre 70 et 80 ans et 17,8 % apres 80 ans (Oger et al, 2002).
De méme en 2010 Blondon et al. ont montré que I’incidence de la MTEV augmente avec
I’age et qu’apres 40 ans le risque double tous les dix ans. Plusieurs mécanismes sont
proposées notamment la limitation de la mobilité physique, la stase sanguine accrue, la
comorbidité et I’ augmentation de facteur VIII et du fibrinogene (Blondon et al , 2010)

2. Liaison de la MTEY avec le sexe

L’analyse des résultats montre une fréquence élevée du sexe féminin par apport au
sexe masculin dans presque toutes les tranches d’age. Les résultats concernant la relation
entre le sexe et le risque de récidive de la MTEV sont tres hétérogenes et contradictoires.
Une étude similaire a prouvé que I'incidence de la MTEV est plus fréquente chez les
femmes en age de procréer, et qu’elles sont les plus touchées par rapport aux hommes au
sein de la méme tranche d'dge. Cette différence, est diie principalement a I’utilisation d’une

contraception orale qui augmente deux a six fois le risque de thrombose. En revanche, ce
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risque chez les femmes agées est substantiellement inférieur a celui des hommes dans le
méme groupe d’age (Nordstrom et al, 1992 ; Silverstein et al, 1998; Oger, 2000).

Toutefois 1’étude de kyrle et al a prouvé que le risque relatif de récidive associé au
sexe masculin est de 3.6 avec une incidence a 5 ans de 30.7% chez les hommes versus
8.5% chez les femmes, les auteurs de cette étude ont également constaté que le risque de
récidive est faible chez les femmes, et ce qu’elles poursuivent ou non un traitement
hormonal (Kyrle et al, 2004)

3. Localisation de la thrombose veineuse

Le site principal de la thrombose veineuse dans notre étude se situe au niveau des
membres inférieurs suivi par I’embolie pulmonaire, sans négliger les autres sites
notamment : les membres supérieurs ; la veine cérébrale et la veine porte.

Une étude marocaine qui s’accorde avec nos résultats a montré que la localisation au
niveau des membres inférieurs était la plus fréquente ; sauf concernant le cas d‘une atteinte
de la veine rétine. Les résultats ce cette étude étaient comme suit : membres inférieurs
(80.1%) ; I’embolie pulmonaire (4.4 %) ; membres supérieurs (4.4%) ; veine cérébrale
(2.94 %) et la veine porte observée chez 16 patients (11.7 %) (Rouf, 2015). Une autre
étude tunisienne avait constaté des localisations du thrombus veineux similaires a nos
résultats ; seulement cette étude n’a pas marqué des cas d‘une atteinte de la veine rétine et
I’embolie pulmonaire (Salah et al, 2013).

4. Facteurs de risque

4.1. Obésité

L’analyse des résultats a montré que la fréquence de 1‘obésité est également répartie
entre les malades et les témoins. Ce qui indique qu’elle ne représente pas un facteur de
risque de la maladie. Une étude contradictoire de salah et al. a prouvé que I’obésité est une
situation a risque de la MTEYV, et qu’elle est responsable d’une diminution de la mobilité.
Ce facteur était retrouvé a une fréquence de 18.2% principalement chez les femmes
(femmes 24.5% versus hommes 13.4%) (Salah et al, 2013).

4.2. Tabac

Le tabagisme ne peut pas étre considéré comme un facteur de risque a cause de sa
fréquence qui est également répartie entre les cas et les témoins. Nos résultats s’accordent

avec les résultats d'une étude épidémiologique qui n'a pas trouvé d’association entre le
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tabagisme et la MTEV (Tsai et al, 2002).

En revanche, d’autres études prospectives ont constaté que le tabagisme augmente le
risque de la MTEV par ( 11.8%) conjointement avec I’immobilisation prolongée , 1’age
supérieur a 60 ans, le diabéte sucré et ’obésité (Mongo-ngamami, 2016).

De méme I’étude de Mammeri et al. en 2015 a prouvé que les facteurs de risque
cardiovasculaires sont significativement associés a la maladie thromboembolique veineuse
idiopathique. Les auteurs de cette étude ont montré que les patients présentant une
thrombose veineuse idiopathique sont évalués sur la présence des facteurs de risque telles
que : le statut tabagique, I’hypertension artérielle, ’obésité, le diabete, la dyslipidémie et
les antécédents familiaux (Mammeri et al, 2015).

4.3. Immobilisation

L’analyse des résultats a montré une fréquence d’immobilisation chez les patients
estimée a 4.16%, ce faible taux peut étre dii au traitement anticoagulant administré
directement au cours de I’hospitalisation.

L’¢tude de Jeandel a prouvé que la fréquence des thromboses veineuses dépasse 50 %
apres 5 ou 6 jours d’alitement sans traitement antithrombotique quelle que soit la nature
chirurgicale ou médicale de la pathologie a 1’origine du déces (Jeandel, 2006).

Plusieurs études ont conclu que 1'immobilisation était associée au risque de la MTEV:
Isma et al, (2009), ont trouvé que pour 17% des patients atteints de TVP et 18% atteints
d'’EP, le facteur de risque était I'immobilisation. Selon Ouldzein et al, (2008), I'alitement
représente 35% des patients atteints d'EP. Une autre étude de Healy. B er al, (2010), a
montré que 1'i'mmobilité due a une position assise prolongée au travail, était associée a un
risque de la MTEV 2.8 fois plus élevé. Pour 36.3% des femmes, la MTEV était associée a
I'immobilisation, selon une étude menée par Fletcher et al, (2009).

4.4. Antécédents thromboemboliques veineux

Les antécédents thromboemboliques veineux, personnels et familiaux présentent
une fréquence de 26.38% au sein de la population malade. Une étude a prouvé que les
antécédents personnels et familiaux de la MTEV augmentent le risque de récidive avec une
incidence d’événements cliniques estimés entre 0 et 20 %. Cette incidence tres variable
pourrait étre influencée par au moins deux facteurs intriqués : I’existence d’anomalies

biologiques thrombophiliques et le caractére temporaire (ou non) de la présence d’un
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facteur de risque lors d’un premier événement thromboembolique (Benhamou et al, 2005).
Pour Hansson et al. le taux de récidive est estimé a 7% apres un an, 21.1% apres 5 ans lors
d’un suivi aprés le premier épisode, alors que les récidives a Sans sont de 27.9% aprés un
deuxieme épisode (Hansson et al, 2000).

Dans notre population d’étude on a détecté des pathologies associées a la MTEV : le
diabete présent chez 5 cas ; hypertension artérielle (HTA) chez 3 cas ; et un seul cas pour
chacune de I’artériopathie oblitérale des membres inférieurs (AOMI). Une étude similaire a
détecté également des cas associées a d’autres pathologies tels que ; le diabéte et ’HTA
(5.4%) (Rouf, 2015).

5. Facteurs de risque cliniques chez les femmes

Pour la contraception orale, une étude frangaise a rapporté que 1’utilisation
d’cestrogenes seuls ou le plus souvent associés a un progestatif, est fréquente tout au long
de la vie des femmes, mais elle expose a une augmentation du risque de la maladie
veineuse thromboembolique (MVTE) (Pierre-Yves et al, 2015).

Dans notre étude la contraception orale a été détectée chez 8.33% des cas, ceci est
compatible a d’autres études qui montrent que le risque absolu de survenue de thrombose
veineuse chez une femme prenant un cestroprogestatif reste faible, estimé de 1 a 2 pour 10
000 femmes traitées par an (Rosing et al, 1997 ; Silverstein et al, 1998).

Une autre étude montre également que le risque thrombotique est dix fois plus élevé
pendant le post-partum que pendant la grossesse (Ray et Chan, 1999). Alors que dans notre
étude ; la grossesse et le post-partum représentent un risque similaire de la MTVE (4.16%)
sauf que I’avortement représente le risque le plus élevé.

6. Etude du polymorphisme C677T du gene de la MTHFR

6.1. Fréquence du polymorphisme C677T de la MTHFR

La fréquence hétérozygote et homozygote pour la mutation MTHFR C677T est
observée chez 43.26% et 14.42% des témoins respectivement ; ces fréquences étaient
similaires a celles d’une étude algérienne (Bourouba et al, 2008). En outre, le taux du
génotype TT était plus élevé que ceux observés au Marroc (6 %) (Paluku et al, 2009) et la
Tunisie environ (5.4%) (Jerbi et Harzallah, 2005). Nos résultats sont étroitement
comparables avec ceux des communautés de I’Europe du Sud comme I'Espagne, la France,

et I'Ttalie (Sacchi et al, 1997) et aussi ceux des Caucasiens (12%) et les Asiatique (10%)
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(Arruda et al, 1998).
6.2. Association du polymorphisme C677T de la MTHFR a la MTEV

Dans notre travail, un odds ratio a été calculé, afin de montrer une corrélation
possible entre le génotype hétérozygote CT de la MTHFR et la maladie thromboembolique
veineuse. On a trouvé (OR = 1.4; IC [0.8-2.4] avec P : non significatif) ce qui montre que
ce polymorphisme n’est pas un facteur de risque pour le développement de la maladie.

Une étude similaire a montré qu’il n’existe pas une association entre la forme
hétérozygote de la MTHFR et la MTEV, (OR = 1.04, et P > 0.05) (Mechri, 2008), un
résultat similaire a été prouvé par Houcher en 2010 (Houcher, 2010).

Nous n'avons pas trouvé d'association significative entre le génotype MTHFR 677TT et la
thrombose veineuse. Nos résultats sont semblables a ceux obtenus par Bezemer et al ayant
trouvé un OR égale a 0.94 avec un P significatif (Bezemer et al, 2007). Cependant, il existe
des rapports montrant une association positive entre le génotype MTHFR 677TT et la
thrombose veineuse (Arruda et al, 1997 ; Margaglione et al, 1998).

6.3.Association de ’hyperhomocystéinémie a la MTEV

Au cours de notre travail, un odds ratio a été calculé afin de déterminer un lien
possible entre I’hyperhomocystéinémie et la MTEV (OR = 1.7; 95% CI (0.6 — 4.9)). Ce
résultat ne maintient pas de corrélation significative entre I'hyperhomocystéinémie et le
risque thromboembolique veineux. D'autres facteurs peuvent intervenir pour favoriser la
survenue d’une telle pathologie.

L’¢tude de Ducros et al, a prouvé que 1I’hyperhomocystéinémie n‘est pas un facteur de
risque de cette maladie (Ducros et al, 2002), de méme 1’¢tude de Den Heijer M et al. en
2005, montre une modeste corrélation entre I’homocystéine et la thrombose veineuse (Den
Heijer et al, 2005). Néanmoins des études contradictoires prouvent que
I’hyperhomocystéinémie est considérée comme étant un facteur de risque a la maladie
thromboembolique veineuse avec un odds ratio de 3,54 1C 95 % [1,2-9,1] (Qurré et al,
1998).

Dans la présente étude, chez le groupe des malades, la comparaison des taux moyens
d’Hcy par génotype MTHFR montrent que les taux plasmatiques d’Hcy sont

significativement élevés chez les génotypes homozygotes TT comparativement a ceux
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hétérozygotes CT et normaux CC. La mutation homozygote TT constitue ainsi un
déterminant des HHC.

Toutefois, chez les témoins, ces ¢lévations n’avaient pas atteint un seuil statistiquement
significatif. Ceci signifie que la mutation C677T de la MTHEFR a elle seule n’explique pas
les HHC observés chez les témoins. Ces résultats sont contradictoires avec ceux rapportés
par d’autres auteurs (Unlii e al, 2005 ; Pereira et al, 2004), cependant ceci est en accord
avec plusieurs études (Gaustadnes et al, 1999 ; Lin et al, 2000 ; Cattaneo et al, 1997) ayant
trouvé que la mutation TT homozygote de la MTHFR investiguée n’était pas associée a la
thrombose veineuse profonde, mais elle exprimait des niveaux plasmatiques d’Hcy plus
élevés en comparaison aux génotypes CC ou CT.

Ces résultats suggerent donc l'existence d'un troisieme facteur dans l'interaction avec la
MTHEFR qui serait nécessaire pour déterminer une augmentation des taux d'homocystéine
plasmatique. L’¢tude de Cattaneo en 1999 montre que la concentration en homocystéine
dépend des interactions génétiques et environnementales entre les défauts enzymatiques,
I'age, le sexe, l'apport en vitamines (vitamine B12, vitamine B6 et acide folique), le
tabagisme (Cattaneo, 1999).

De méme que Jacques et al suggerent que les folates, sont un bon candidat pour expliquer
I’augmentation des taux plasmatiques en homocystéine (Jacques et al, 1996). Aussi
D’Angelo et Harrington montrent que Le génotype MTHFR 677TT n'augmente les taux
d'homocystéine que lorsqu'il est associé a de faibles taux de la vitamine B. Une
consommation suffisante d'acide folique (vitamine B9), de la vitamine B6 ou de la
vitamine B12 normalise I'homocystéine sérique dans les transporteurs MTHFR 677TT

(D’Angelo et al, 2003 ; Harrington et al, 2000).
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Conclusion et perspectives

La maladie thromboembolique veineuse est une maladie multifactorielle ; il serait
intéressant de connaitre les facteurs de risque de cette maladie. Au cours de notre étude
nous avons analysé une partie des résultats obtenus lors d’une thése de doctorat ; au sein de
laquelle ; la fréquence des facteurs de risque acquis a été déterminée. Cette étude
s’intéresse également a trouver un lien possible entre deux facteurs biologiques a savoir : le
polymorphisme C677T de la MTHFR et I’hyperhomocystéinémie et le risque de

développer la maladie thromboembolique veineuse.

Les résultats nous ont permis tout d‘abord de confirmer que le risque de la MTEV n’a
pas augmenté avec 1’age ; aussi les femmes étaient exposées a un risque accru de la MTEV
comparés aux hommes. La population malade était marquée par des caractéristiques
cliniques qui sont considérées comme facteurs de risque acquis de la maladie notamment :
les antécédents personnels et familiaux de la MTEV, la grossesse, le post-partum, les

avortements, la contraception orale et 1‘immobilisation.

Au cours de I’analyse des résultats nous n’avons pas trouvé d’association significative
entre le génotype homozygote T/T et le génotype hétérozygote C/T du polymorphisme
C677T du gene de la MTHEFR, et le risque de maladie thromboembolique veineuse. De
méme ; I’hyperhomocystéinémie n’est pas considérée comme un facteur de risque
indépendant de la maladie. Il a été prouvé également que le génotype TT ne sont pas
responsables de I’augmentation des valeurs d'homocystéine chez les témoins par contre

chez les malades le génotype TT peut étre un déterminant d” hyperhomocystéinémie.
Sur la base des résultats obtenus, nos perspectives a I’avenir sont :

e D’investiguer d’autres hypothéses sur le lien possible entre la MTEV d’autres
facteurs de risques a savoir ; les polymorphismes G1691A du facteur V Leiden et
G20210A du gene de la prothrombine.

e D’approfondir I’exploration du métabolisme de I’homocystéine en vue de la
recherche des déterminants nutritionnels responsables des HHC a savoir le dosage

des vitamines B9 et B12 B6.
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ANNEXE 1

Tableau 1 : Les différents effets de ’HHC sur I’endothélium et I’hémostase (Hirmerova, 2013).

L’endothélium vasculaire Dysfonctionnement endothéliale

- Altération de la vasodilation endothéliale

- Un phénotype pro-inflammatoire et prothrombotique
de I’endothélium

La fibrinolyse Altération de la fibrinolyse

- Diminution de la liaison de 1’activateur tissulaire du
plasminogene (tPA)

- Diminution de la génération du plasmine

- Augmentation du niveau de TAFI




ANNEXE II

Technique d’extraction d’ADN

1. Préparation des leucocytes :

- Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 50 ml avec du TE 20:5, laisser 10 mn dans la

glace.

- Centrifuger 10 mn a 3900 tpm

- Jeter le surnageant

- Ajouter quelques ml de TE 20:5 au culot et le remettre en suspension
- Compléter a 25 ml avec du TE 20:5 et laisser 10 mn dans la glace

- Centrifuger dans les mémes conditions

- Jeter le surnageant : obtention d’un culot leucocytaire

2. Extraction de ’ADN :

- Transvaser le culot des leucocytes dans un tube falcon de 15 ml
- Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot

- Ajouter 200 pl de SDS a 10%

- Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg/ml

- Agiter le tube sur une roue a 27 °C une nuit

- Le lendemain, refroidir dans la glace

- Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter vigoureusement a la main

- remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines)
- Centrifuger 15 mn a 2500 tpm

- Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 50ml, ajouter deux fois son volume d’éthanol absolu
préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : la pelote d’ADN se

forme
- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer deux fois dans 1’éthanol a 70 %

- Mettre la pelote dans un tube nunc de 1.5ml.



3. Solubilisation :
- Ajouter entre 300 et 1000 pl d’eau distillée stérile selon la grosseur de la pelote.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution complete (1
a2 jour).
Préparation des solutions utilisées pour I’extraction d’ADN

1. TE 20 :5 : (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5)
- Tris : 2,422 g/l
- EDTA : 1,86 g/l

- Ajuster le pH avec Hcl 1 N

2. Tampon de lyse :
- NaCl 400 mM

- EDTA 2 mM

- Tris 10 mM

- pH 82

Préparation du TBE 10X et 1X
1. TBE 10X

- Tris 108 g

- Acide borique 55 g

- Ajuster le PH a 8,3 avec I’acide acétique glacial
-EDTA93 ¢

- QSP H20 pour 1L

2. TBE 1X

- 100 ml de TBE 10X

- 900 ml H20






Résumé

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une pathologie fréquente associée a
une forte morbi-mortalité. En Algérie, ce type d'affection prend de plus en plus de l'ampleur, en
I'absence de publications révélant sa fréquence et le poids thrombogene des facteurs de risque qui
lui sont associés.

Objectif : Ce travail est une analyse d’une partie des résultats d’une these ; ayant pour objectifs
de déterminer la fréquence du polymorphisme C677T et son influence sur 1’augmentation des
taux plasmatiques d’homocystéine ainsi que la corrélation de ces deux parametres biologiques
avec la maladie thromboembolique (MTEV) chez une population de 1‘Est-Algérien.

Matériels et méthodes : L’étude inclut 104 témoins et 72 patients thrombotiques. Le
génotypage du polymorphisme C677T de la MTHFR est réalisé par la technique PCR/RFLP et
les taux d'homocystéine plasmatique sont mesurés par un analyseur (IMMULITE 2000).

Résultats : [.’age moyen des patients est de 38.71 + 15.61 ans et il est de 36.66 + 13.42 ans chez
les témoins, il existe une prédominance du sexe féminin (61.11% vs 38.9 %). 52,78% des TVP
ont touché les membres inférieurs mais seulement 6.94% ont touché les membres supérieurs. Les

autres localisations sont : I’embolie pulmonaire (18.05%) ; des thromboses de la veine porte
(13.89%) ; des thromboses de la veine rétine (1.38%) et la veine cérébrale (VC) (8.94%).

Les facteurs de risque pouvant déclencher cette maladie et qui sont détectés au sein de notre
population malade sont : I’obésité, le tabac, les antécédents personnels ou familiaux de la
maladie, la contraception orale, le post-partum et I’immobilisation.

Il a été montré qu'il n’y avait pas d’association significative entre la mutation C677T de la
MTHFR, hyperhomocystéinémie et le risque de thrombose veineuse. De méme la mutation
homozygote TT constitue un déterminant des HHC chez la population malade. Toutefois, chez
les témoins, cette mutation n’explique pas a elle seule les HHC observés chez les témoins.

Conclusion : L’¢étude qu’on a menée nous confirme que la maladie thromboembolique peut étre
le résultat d’une combinaison de situations cliniques a risque. En revanche, d'autres études sont
nécessaires afin d’investiguer les facteurs biologiques responsables de son déclenchement et qui
peuvent expliquer I’augmentation des taux sériques de ’homocystéine.

Mots clés : homocystéine, polymorphisme C677T, thrombophilie, maladie thromboembolique
veineuse.
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Summary

Venous thromboembolism (VTE) is a common pathology associated with high morbidity
and mortality. It occurs mainly in two forms: deep vein thrombosis (DVT) and pulmonary
embolism (PE). In Algeria, this type of condition is gaining increasing importance, in the
absence of publications revealing its frequency and the thrombogenic weight of the risk factors
associated with it.

This work is an analysis of some of the results of a thesis; OBJECTIVES: To determine the
frequency of C677T polymorphism and its influence on the increase of homocysteine plasma
levels as well as the correlation of these two biological parameters with thromboembolic disease
(VTE) in a population of East-Algerian.

The study included 104 controls and 72 thrombotic patients. Genotyping of the MTHFR C677T
polymorphism is performed by the PCR / RFLP technique and plasma homocysteine levels are
measured by an analyzer IMMULITE 2000).

The average age of the patients is 38.71 £ 15.61 years and it is 36.66 + 13.42 years in the
controls, there is a predominance of the female sex (61.11% vs 38.9%). 52.78% of DVTs
affected the lower limbs but only 6.94% affected the upper limbs. The other localizations are:
pulmonary embolism (18.05%); thrombosis of the portal vein (13.89%); thrombosis of the retinal
vein (1.38%) and the cerebral vein (VC) (8.94%).

The risk factors that can trigger this disease and are detected in our sick population are: obesity,
tobacco, personal or family history of the disease, oral contraception, postpartum and
immobilization.

It has been shown that there is no significant association between the C677T mutation of
MTHEFR, hyperhomocysteinemia and the risk of venous thrombosis. Similarly, the homozygous
TT mutation is a determinant of HGH in the diseased population. However, in controls, this
mutation alone does not explain the HGH observed in controls.

The study we conducted confirms that thromboembolic disease can be the result of a
combination of risky clinical situations. On the other hand, further studies are needed to
investigate the biological factors responsible for its onset, which may explain the increase in
serum homocysteine levels.

Key words: homocysteine, C677T polymorphism, thrombophilia, venous thromboembolism.
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La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une pathologie fréquente associée a une
forte morbi-mortalité. En Algérie, ce type d'affection prend de plus en plus de I'ampleur, en I'absence
de publications révélant sa fréquence et le poids thrombogene des facteurs de risque qui lui sont
associés.

Ce travail est une analyse d’une partie des résultats d’une thése ; ayant pour objectifs de
déterminer la fréquence du polymorphisme C677T et son influence sur 1’augmentation des taux
plasmatiques d’homocystéine ainsi que la corrélation de ces deux parametres biologiques avec la
maladie thromboembolique (MTEV) chez une population de 1°Est-Algérien.

L’étude inclut 104 témoins et 72 patients thrombotiques. Le génotypage du polymorphisme
C677T de la MTHFR est réalisé par la technique PCR/RFLP et les taux d'homocystéine plasmatique
sont mesurés par un analyseur IMMULITE 2000).

L’4ge moyen des patients est de 38.71 £ 15.61 ans et il est de 36.66 + 13.42 ans chez les témoins,
il existe une prédominance du sexe féminin (61.11% vs 38.9 %). 52,78% des TVP ont touché les
membres inférieurs mais seulement 6.94% ont touché les membres supérieurs. Les autres localisations
sont : I’embolie pulmonaire (18.05%) ; des thromboses de la veine porte (13.89%) ; des thromboses de
la veine rétine (1.38%) et la veine cérébrale (VC) (8.94%).
Les facteurs de risque pouvant déclencher cette maladie et qui sont détectés au sein de notre population
malade sont : I’obésité, le tabac, les antécédents personnels ou familiaux de la maladie, la contraception
orale, le post-partum et I’immobilisation.
Il a été montré qu'il n’y avait pas d’association significative entre la mutation C677T de la MTHFR,
hyperhomocystéinémie et le risque de thrombose veineuse. De méme la mutation homozygote TT
constitue un déterminant des HHC chez la population malade. Toutefois, chez les témoins, cette
mutation n’explique pas a elle seule les HHC observés chez les témoins.

L’¢tude qu’on a menée nous confirme que la maladie thromboembolique peut étre le résultat
d’une combinaison de situations cliniques a risque. En revanche, d'autres études sont nécessaires afin
d’investiguer les facteurs biologiques responsables de son déclenchement et qui peuvent expliquer
I’augmentation des taux sériques de I’homocystéine.

Mots clés: homocystéine, polymorphisme C677T, thrombophilie, maladie thromboembolique
veineuse.
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