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Introduction

La grossesse arrétée (GA) ou la fausse couche spontanée (FCS) est un événement qui
peut étre particulierement difficile a vivre, voire traumatisant, pour les femmes et leurs

partenaires et peuvent €tre associé€s a un traumatisme psychologique considérable.

On parle de grossesse arrétée, en cas d’un arrét spontané de la grossesse ou perte du
produit de conception avant 180 jours de grossesse soit 28 semaine d’aménorrhée (SA). Selon
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 1968), I’avortement est définit comme
I’interruption de la grossesse avant que le fcetus ne soit viable, c’est-a -dire capable de mener
une vie extra utérine indépendante, soit a un age gestationnel de 20-22 semaines ou pesant
moins de 500g. Selon le moment de la fin de la grossesse, la fausse couche spontanée peut
étre classé en tant que fausse couche précoce (<12 semaines) et fausse couche tardive (>12
semaines) (Zhou et al., 2016). Elle représente la complication la plus fréquente de la
grossesse, et la premicre cause d’urgence en gynécologie (Wilcox et al., 1988) . En Algérie,
la fréquence des fausses couches (FC) est mal connue (une grossesse sur dix se terminerait par

une fausse couche) (Sennaoui et al., 2015).

L'étiologie de la FCS est toujours peu évidente et il y a beaucoup de controverses quant
a son diagnostic et son traitement. Il s’agit d’un désordre multifactoriel impliquant l'action
réciproque de facteurs génétiques, maternels et environnementaux. Le nombre de genes
impliqués dans cette pathologie est en nette augmentation. Jusqu'au présent, plus de 30 genes
putatifs de I'immunité et de I’angiogenese impliqués dans la FCS ont été identifiés (Aslbahar

et al., 2018).

L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est un composant clé du systeme
rénine angiotensine (SRA), qui peut convertir 1'angiotensine I (Ang I) en un peptide actif
appelé 1'angiotensine II (Ang II). La découverte du polymorphisme I/D du géne ECA a été
rapportée pour la premicre fois par Rigat ef al., 1990. Ce polymorphisme affecte fortement le
taux plasmatique de ’ECA (Rigat ,1990). Plusieurs études ont analysé 1’implication de ce

single Nucleotide polymorphisme (SNP) dans la survenue d’une grossesse arrétée.

Dans ce travail de recherche nous avons assigné comme objectifs :
— faire une recherche bibliographique et rédiger un document de synthése sur la
grossesse arrétée en mettant I’accent sur 1’épidémiologie, 1’étiologie ainsi que la

génétique.




Introduction

effectuer une enquéte rétrospective aupres du service de gynéco-obstétrique afin de
réaliser une étude statistique sur certains parametres.

réaliser une analyse moléculaire du polymorphisme I/D du geéne de 'ECA pour
rechercher une éventuelle implication de ce dernier dans la survenue de ce type de

pathologie.
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I. Généralités

L'utérus est un organe appartenant au systeme reproducteur de la femme. Il possede la
grosseur et la forme d'une poire renversée. Il est situé dans le bassin, entre la vessie et le
rectum (Figure 1). Il constitue avec le vagin, les trompes et les ovaires, les organes génitaux
internes de la femme (Tortora et al., 2001). Cet organe est le siége de la menstruation, destiné
a accueillir, a héberger et a nourrir I’ovule fécondé. Ainsi, il participe au développement du

feetus pendant la gestation et 1'accouchement (Elaine et al., 2008).
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Figure 1 : Les organes génitaux internes de la femme (Elaine et al., 2008).

1. Anatomie histologique de I’utérus
1.1 Anatomie
L'utérus se divise en trois parties anatomiques:
- une partie supérieure arrondie, le fundus de l'utérus.
- une partie centrale, le corps de l'utérus.
- une partie inférieure étroite qui s'ouvre dans le vagin et l'isthme, le col de I'utérus, qui a une

forme cylindrique ou conique, orienté vers 1’arriere et le bas (Tortora et al., 2001).

1.2 Histologie

La paroi utérine épaisse d’environ 1 cm comprend trois parties :
- tunique interne appelée endomeétre, trés vascularisée qui est sous la dépendance des
fluctuations hormonales du cycle menstruel, est en constant remaniement, elle se transforme

en caduque durant la grossesse (Sadou, 2010).
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- tunique externe appelée périmetrium, est une séreuse qui fait partie du péritoine viscéral,
composé d’épithélium pavimenteux et de tissu conjonctif.

- tunique musculaire appelée myometre, cette couche moyenne épaisse est circulaire.
Pendant D’accouchement les contractions produites par le myomeétre en réponse a
I’ocytocine favorisent 1’expulsion du feetus de I'utérus (Tortora et al., 2007 ; Sadler et al.,

2018).

2. Processus de la fécondation et ses troubles

La fécondation est le résultat de la pénétration du spermatozoide dans 1’ovule mir, puis
la fusion des ¢éléments nucléaires et cytoplasmiques des deux gametes qui donne un ceuf
diploide et déclenche le développement embryonnaire (Philipe, 1974). Cette rencontre est
facilitée par des attractants chimiques produits par 1’ovocyte. Ce dernier peut étre fécondé
pendant seulement 12 a 24 heures apres ’ovulation. Elle se fait en général dans la partie

distale des trompes de Fallope.

2.1 Mécanisme de la fécondation normale
Il comporte trois (3) étapes :

- le spermatozoide se fixe a la zone pellucide grace a des interactions entre des protéines
de la zone pellucide et les enzymes puissantes de leur acrosome au niveau de la téte
des spermatozoides, un phénomene appelé réaction acosmique (Daniel et al., 2011).

- la fusion des deux membranes provoque également une reprise d’activité de I’ovocyte
I qui termine alors sa deuxieme division méiotique.

- la derniére division méiotique crée un globule polaire secondaire qui est expulsé. A cet
instant, les 23 chromosomes du spermatozoide rejoignent les 23 chromosomes de
I’ovocyte, ce qui produit un noyau zygote avec un lot complet de matériel génétique

(Dee unglaub, 2007).

2.2 Anomalies de la fécondation

La 1% cellule diploide, en puissance de créer I’individu parfait ou zygote est tout de
suite suivie de la 1°© mitose. Une anomalie a ce stade dans la répartition chromosomique peut
étre a I’origine de malformations ovulaires souvent suivies d’avortement.
La fréquence des aberrations chromosomiques décroit au cours de la grossesse, la plus part
d’entre elles étant rapidement Iétale. Ainsi, la fréquence de ces aberrations selon I’age du

zygote peut étre résumée comme suit :
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20% d’aberration chromosomique entre la 5°™ - 8°™ semaine

7% entre les 9™€ - 12°™ gemaines

5% entre les 13°™€ - 16°™¢ semaines

0,5% de la 17°™ semaine a terme.

Au cours des avortements précoces, il s’agit surtout d’anomalie chromosomique de nombre.
55% de trisomies, 20% de triploides, 15% de monosomies X et 5% de tétraploides. Au cours

des avortements tardifs, ce sont beaucoup plus des monosomies X (Philipe, 1984).

3. Histophysiologie du placenta

Le placenta humain est un organe multifonctionnel indispensable au développement
embryonnaire chez les mammiferes, qui résulte de la prolifération du trophoblaste (Daniel et
al., 2011). II constitue ’interface entre le sang maternel, qui circule dans les chambres inter
villeuses (Figure 2) et le sang feetal qui transite dans les vaisseaux du cordon ombilical. Il
posséde un diameétre moyen d’environ 22 cm, son poids est de 450 g, son épaisseur est 2,5 cm
au centre du disque placentaire, 1’unité structurale et fonctionnelle du placenta humain est la

villosité choriale (Benirschke et al., 1990 ; Daniel et al., 2011).

Figure 2 : Organisation du placenta humain (Daniel et al., 2011).

3.1 Placenta humain : un organe multifonctionnel
3.1.1 Fonction d’échange
La fonction fondamentale du placenta est de permettre les échanges entre la mere et le
feetus au cours de la grossesse, qui est intimement liée a la croissance feetale, dont celui de

I’eau, I'oxygene et du dioxyde de carbone ainsi que des nutriments nécessaires au foetus
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(Saint-Dizier et al., 2014). Ceux-ci impliquent divers mécanismes, et sont favorisés par la
présence de nombreuses microvillosités a la surface du syncytiotrophoblaste (ST) (Alsat et

al., 1999).

3.1.2 Fonction hormonale

Le placenta humain est caractéris€¢ par une fonction endocrinienne majeure et les
hormones placentaires ont des effets divers sur la physiologie et le comportement maternels
(Petraglia et al., 2006). Le ST sécrete ’HCG, hormone indispensable au déroulement de la
grossesse chez la femme, puisqu’elle permet la transformation du corps jaune cyclique en
corps jaune gravidique (Outre son rdéle dans la stimulation de la stéroidogenese, I’HCG joue
un role important dans la différenciation du trophoblaste humain), celui-ci assure le maintien
de la sécrétion de progestérone ovarienne durant les 6 premicres semaines de la grossesse
(Alsat et al., 1999). Ces hormones peptidiques placentaires constituent donc des marqueurs
sériques pour la détection de maladies génétiques foeto-placentaires, notamment dans le cas de

la trisomie 21 (Muller et al., 2000).

3.1.3  Fonction métabolique
Le glucose est le principal substrat du métabolisme placentaire et feetal, il traverse le
placenta par diffusion facilitée (Tarrade et al., 2014). Les hormones placentaires modulent le
métabolisme maternel afin d'augmenter les concentrations de glucose sanguin maternel et
d'optimiser le transfert (Burton et al., 2015). Les acides gras maternels peuvent donc réguler
leur propre transport placentaire ainsi que leur fonction placentaire via plusieurs facteurs de
transcription activés par les acides gras. Ces derniers sont essentiels a la croissance et au

développement du feetus (Duttaroy, 2009).

3.2 Différents types de placenta
Différents criteres sont utilisés pour classer les placentas: la morphologie,
I’organisation des couches cellulaires et les structures histologiques séparant les sangs

maternel et feetal (Tarrade et al., 2014).

3.2.1 Placenta épithélio-choriale : le trophoblaste ou chorion fcetal est au contact
de I'¢pithélium utérin, quasiment intact. L’invagination des capillaires dans les épithéliums
trophoblastique et maternel réduit la distance entre les circulations feetales et maternelles

(Malassiné et al., 2000).
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3.2.2 Placenta endothélio-choriale : I’invasion du trophoblaste entraine une
destruction de 1’épithélium utérin. Le trophoblaste se présente sous la forme d’une structure a

trois couches différenciées en cyto- et/ou syncytiotrophoblaste.

3.2.3 Placentation hémo-choriale : la destruction de 1’épithélium utérin et des
vaisseaux maternels par le trophoblaste qui constitue donc la seule séparation entre sang
maternel et tissus embryonnaires. Cette placentation se trouve chez les primates et chez les

rongeurs (Malassine et al., 2000).

II. Caractéristiques et comportements de la femme au cours de la

grossesse normale

La grossesse est ’état de la femme enceinte, une période comprise entre la conception
(fécondation de I’ceuf vers le 14°™ jour du cycle), et l'accouchement. Pendant laquelle
I'embryon, puis le feetus se développent (Alexander et al., 2009).  Elle dure normalement 38
semaines, a partir de la date de I’ovulation et de la fécondation ou approximativement 40

semaines en partant du premier jour du cycle menstruel (McGeown, 2002).

1. Symptomes de la grossesse
Divers signes sont susceptibles de signaler le début de la grossesse, qui différent d’'une femme
et d’une grossesse a I’autre :

- I’absence de menstruation ou aménorrhée est le premier signe physique de la grossesse
mais ce n’est pas facile si les régles sont irréguliers ou apres 1’arrét de la pilule
(Lansac et al., 2011).

- plus de 80 % des femmes enceintes souffrent de nausées qui pourraient étre dues au
pic initial d’HCG ou de vomissements, ainsi la constipation (McGeown, 2002 ;
Chassagnol-Clausade, 2008). Ces symptomes surviennent le plus souvent aux
alentours de la cinquiéme semaine de grossesse et disparaissent a la fin du premier
trimestre (Derbr¢ et al., 2014).

- les troubles du sommeil durant le premier trimestre de la grossesse, la fatigue s’accroit
en raison de I’imprégnation hormonale, entrainant une envie irrépressible de dormir

(Clere, 2019).
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2. Les tests de la grossesse
Pour confirmer la grossesse la femme doit réaliser des examens complémentaires, trois

méthodes sont disponibles :
tests urinaires de grossesse : basés sur la détection colorimétrique de I'hormone HCG

dans les premicres urines du matin.

dosage plasmatique de 'HCG.
I'échographie pelvienne (Lansac et al., 2011).

Modifications physiologiques chez la femme enceinte
La grossesse étant une période de modifications endocriniennes importantes, de

3.

variations hormonales, métaboliques et vasculaires, elles sont observées chez la plupart des
femmes enceintes, mais avec une intensité variable d’une parturiente a I’autre et méme d’une

grossesse a I’autre chez une méme femme (Muallem et al., 2006).
3.1 Modifications hormonales
Pour que la grossesse se poursuive, il faut que les concentrations plasmatiques de
progestérone et d’cestrogenes soient élevées (Eric et al., 2013).
A la 6°™ semaine aprés la fécondation, la sécrétion de ’HCG atteigne un pic puis
s’abaisse ce qui provoque une régression partielle du corps jaune, mais les concentrations de

progestérone et d’cestrogeénes continuent a s’élever car le placenta lui-méme devient le site

principal de la synthése des hormones sexuelles, du 3™ mois a la fin de la grossesse

(McGeown, 2002).

1S malemeﬂm

Progestérone

Loncentmhm

1 1 1 1 ear
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Mois apres le début des dernieres menstruations

Figure 3 : Concentration maternelle d’cestrogénes, de progestérone et de gonadotrophine
chorionique humaine au cours de la grossesse (Eric et al., 2013).




Bibliographie

3.2 Modifications salivaires

La grossesse est associée a des modifications salivaires, a la fois quantitatives et
qualitatives. Une augmentation du taux d’cestrogénes est notée dans la salive alors que le pH
et le pouvoir tampon diminuent, celui-ci favorise le développement d’une flore pathogene

acidophile entrainant souvent I’augmentation de 1’indice carieux (Steinberg et al., 2013).

3.3 Modifications du systéme cardiovasculaire

La caractéristique essentielle des modifications cardio-vasculaires est la vasodilatation
artérielle trés précoce qui entraine I’augmentation du débit cardiaque de 50%. Les troubles du
rythme cardiaque peuvent étre déclenchés ou exacerbés par la grossesse et peuvent
représenter un risque aussi bien pour la mére que pour le feetus, mais la plupart de ces troubles
qui surviennent chez la femme ne sont pas associés a une cardiopathie sous-jacente (Fennira

etal., 2011).

3.4 Modifications utérines
Pendant les premicres semaines de la grossesse, la muqueuse subit une hypertrophie.
Au 4°™ mois de la grossesse :
- la muqueuse utérine cesse de se développer et s’atrophie jusqu’au terme.
- le muscle utérin subit aussi une hypertrophie qui provoque une augmentation de

volume de placenta (Alain et al., 2007).

3.5 Modifications urinaires

L’augmentation de la taille des reins de 1 cm environ ainsi que leur poids + 45 g, dues
a I’augmentation du secteur interstitiel et du volume vasculaire, ainsi I'augmentation du débit
rénal (+60%) et 1'hyper-filtration glomérulaire (+40%) entrainent une diminution du taux de
créatinine et d'urée plasmatique (Chaliha et al., 2002 ; Belenfant et al., 2004). Ces
modifications sont susceptibles d'entrainer différentes pathologies urologiques, une
immunodépression physiologique favorisant la présence de bactéries dans I’appareil urinaire :
c’est I’infection urinaire (IU), qui peuvent altérer la fonction rénale et de menacer la vie du
feetus et de la mere, mais aussi des bouleversements hormonaux inhérents a la grossesse qui

contribuent a une dilatation urétérale et une stase urinaire (Briggs et al., 2004).

4. Etapes de développement de la grossesse
La grossesse humaine est subdivisée de diverse facon en fonction des modifications qui
se produisent en voie du développement qui s’exprime en trimestre, période de trois mois

chacune, soit 13 semaines embryonnaires (Arne et al, 2004).
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- Période de I’ceuf (de la fécondation a la fin de la troisiéme semaine)
- Période embryonnaire (du début du quatrieme mois a la fin de sixiéme mois)

- Période feetale (du début du septieme mois a la naissance) (William et al., 2014).

4.1 Premier trimestre

Est une étape critique dans la vie du bébé, et une période de croissance et de
développement rapide, caractérisée par une période de 12 semaines, feetus de 5-8 cm, et un
poids de 10-45g. A ce stade de développement, tous les organes essentiels externes (les
oreilles, le nez, les yeux) et internes (la colonne vertébrale, le tube digestif et le systeme

nerveux) sont installés et fonctionnels (Schunke et al., 2005).

4.2 Deuxiéme trimestre

A partir de la 13 SA, I’embryon s’appelle le feetus (période foetale) (Arne et al., 2004).
Elle est caractérisée par une croissance rapide du corps, la face prend un aspect plus humain,
tandis que la différenciation tissulaire devient moins active. Pendant le quatriéme mois, le
feetus est d’environ 15 cm, son poids augmente peu. Au cours du sixiéme mois, le foetus
mesure 37 cm et pese 1 kg, avec un aspect ridé en raison de la pauvreté en tissu conjonctif. En
effet, ’appareil respiratoire et le systétme nerveux central ont acquis une différenciation

suffisante (Langman et al., 1976).

4.3 Troisiéme trimestre
Le développement feetal a progressé au point que le feetus a une probabilité de survivre
hors du corps de la mere, le poids final pour un nouveau-né est de 3,4 kg donc il est prét pour

sa transition de ’utérus vers le monde extérieur (Singh et al., 2017).

III. Critéres cliniques et les différentes catégories de la grossesse arrétée

1. Définition de la grossesse arrétée ou fausse couche spontanée

La FCS est I’arrét spontané ou I’expulsion d’une grossesse, dont I'embryon ne présente
plus de signe d'évolutivité et de vie (activité cardiaque et mouvements actifs), avant le terme

de 28 SA (Le Jeune, 2006).
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2. Types de grossesse arrétée
2.1 Selon la chronologie
2.1.1 Fausse couche précoce (FCP)

Le terme de grossesse arrétée précoce comprend toute grossesse présentant un arrét de
développement de I’embryon, soit par stagnation de la taille du sac gestationnel, soit par
disparition de I’activité cardiaque (Véronique, 2007). Cliniquement décelables avant 14 SA,
date de 1’écographie qui permet la mesure de la nuque. Grace a cet examen peuvent &tre

repérées les grossesses arrétées non symptomatiques (Diancoumba, 2008).

2.1.2 Fausse couche tardive (FCT)
C’est I’expulsion spontanée au 2°™ trimestre de la grossesse d’un feetus entre 14 et 22
SA. Elle se caractérise par une diminution des causes ovulaires et une forte augmentation des
causes mécaniques : malformations utérines et béance cervicale ainsi que des causes

infectieuses (Capmas et al., 2014 ; Delabaere et al., 2014)

2.1.3 Mort feetale in utero (MFIU)

Correspond au« feetus mort-né ». Cette notion de déceés in utero est confirmée par
I’absence de mouvements respiratoires du feetus ou de battements cardiaques, ou de
perception de battements du cordon, ou de contractions volontaires des muscles (OMS, 2004).
Selon la classification internationale des maladies (ICM) peuvent étre distinguées : des MFIU
tardives (supérieures a 1000 g, ou apres 28 SA), des MFIU précoces (entre 500 g et 1000 g ou
entre 22 SA et 28SA) (Lawn et al., 2011).

2.2 Selon le caractére répétitif : Fausse couche spontanée répétée (FCSR)

Touche 1 a 2% des couples désirant une grossesse : cette fréquence augmente avec le
nombre d’accidents : 17 a 35% apres deux FCS, 25 a 46 % apres trois FCS et supérieur a 50%
aprés 6 FCS. Elles sont associées a un nombre plus élevé d’anomalies chromosomiques de
I’embryon et a des anomalies biologiques chez la mere (Ogasawara et al., 2000). La fausse

couche spontanée répétée peut Etre classé en deux catégories :

2.2.1 Fausse couche précoce a répétition
Trois avortements successifs qui sont isolés du premier trimestre de la grossesse, c'est-a-
dire durant les 15 premieres SA représentent une situation fréquente puisqu’ils compliquent
15% des grossesses mais seulement 1 a 2% des couples concernés par des pertes feetales
répétées précoces. Plusieurs facteurs sont a I’origine de ce type de FC : un taux élevé

d’anomalies chromosomiques, principalement des trisomies, des triploidies, des monosomies

11




Bibliographie

et des anomalies chromosomiques de I’ceuf (Boue et al., 1976 ; Simon et al.,, 1998;

Stephenson et al., 2002 ; Kupferminc, 2003).

2.2.2 Fausse couche tardive a répétition
Elle comporte trois avortements spontanés tardifs successifs et sans grossesse

intercalaire (Diancoumba, 2008).

3. Epidémiologie
La survenue d’une FC est la complication la plus fréquente d’une grossesse : son taux

est estimé de 10 a 20% des grossesses (Philippe, 2001). C’est un taux probablement sous-
estimé car beaucoup de pertes de grossesses précoces surviennent avant le diagnostic de
grossesse, et parfois avant le retard des menstruations, et constitue une entité¢ que 1’on peut
englober dans les échecs d’implantation ou de nidation (Delabaere et al., 2014). Les
grossesses arrétées ont généralement lieu dans les dix premiéres semaines suivant la
fécondation :

- 31% des grossesses sont avortés apres implantation.

- 10 a 15% des femmes enceintes font une fausse couche entre 5 et 8 SA.

- 70% des ceufs fécondés sont avortés avant 6 SA

- 1 femme sur 4 saigne au premier trimestre (Sennaoui, 2015).

4. [Etiologie des grossesses arrétées

4.1 Etiologies ovulaires

4.1.1 Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques représentent la cause la plus fréquente de FCS
sporadiques, et elles sont retrouvées dans 50% avant 10 SA a 70% avant 6 SA, et 5% au dela
de 12 SA du premier trimestre (soit 5 a 10% de toutes les grossesses). Elles sont mises en
¢vidence par culture puis caryotype du trophoblaste de la GA, il s’agit essentiellement
d’accidents de la méiose (trisomies, monosomies) ou de la fécondation (triploidie), le risque
d’apparition de ces anomalies dépend de 1’dge maternel aprés 1’age de 30 ans et du

vieillissement des gametes (Dreyfus et al., 1998).

4.1.2 Infection ovulaire
Les pathologies infectieuses présentent un risque spécifique car elles peuvent entrainer

un arrét spontané de la grossesse. Les agents en cause sont nombreux et vari€s tels que : les
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virus (rubéole, herpes..), les bactéries, un parasite ou un autre micro-organisme (Griebel et al.,

2005) .

4.2 [Etiologies maternelles
4.2.1 Age
Apreés 35 ans, 1’age maternel est directement li¢é & un risque d’une augmentation

d’anomalies chromosomiques, notamment 1’aneuploidie embryonnaire (Delabaere et al.,

2014).

4.2.2 IMC
L’obésité chez la femme enceinte est un probléme majeur responsable des

complications obstétricales maternelles et feetales, la prévalence des patientes obéses varie

entre 6 et 25 % (Thai et al., 1992 ; Heude et al., 2003).

4.2.3 Malformations utérines

La malformation utérine est la source de grossesse a risque et de complications
obstétricales. Souvent découvertes dans le cadre d'un bilan de fertilité, de FC a répétition ou
encore d'un accouchement prématuré. L’incidence des malformations utérines congénitales
dans la population féminine est estimée a 3-4%. Beaucoup d’entre elles resteront
asymptomatiques lors d’une grossesse (Raga et al., 1997 ; Nahum et al., 1998).

Il existe des malformations utérines congénitales tels que : les utérus cloisonnés qui sont
les plus fréquents, ou acquises (fibromes utérins sous muqueux, synéchies utérines) qui
peuvent étre diagnostiquées suite a une fausse couche, ils peuvent entrainer des fausses
couches spontanées récidivantes, des contractions précoces ou une présentation fcetale

anormale (Saravelos et al., 2008 ; Ramanah et al., 2009).

4.2.4 Pathologie endocriniennes
4.2.4.1 Dysfonctionnement thyroidien ou dysthyroidie
Se traduit par un trouble de la sécrétion des hormones thyroidiennes qui est corrélé
avec une augmentation du risque de FCS précoces du 1¢ trimestre (van den Boogaard et al.,

2011).

4.2.4.2 Hyperandrogénie et syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK)
Ce syndrome est retrouvé, selon les critéres, chez 8 a 10% des patientes présentant des

FCS a répétition (Cocksedge et al., 2009).
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4.2.4.3 Diabéte
Un diabéte préexistant a la grossesse et mal équilibré (hémoglobine glyquée > 7,5 %)
est responsable de FCS précoces avec un risque multiplié par quatre par rapport aux patientes

diabétiques bien équilibrées (Temple et al., 2002).

4.2.4.4 Hyperprolactinémie
Son implication dans les FCS a répétition reste discutée, I’hyperprolactinémie étant

avant tout une cause d’infertilité (Hirahara et al., 1998).

4.3 Anomalies immunologiques
4.3.1 Thrombophilies

Désigne 1'état de patients qui présentent une prédisposition particuliere aux thromboses
soit au niveau veineux, soit une hypercoagulabilité du sang. Les thrombophilies jouent un
role dans la survenue des FCSR du fait des modifications vasculaires morphologiques
observées en début de grossesse. Ainsi, les bouchons trophoblastiques, toute augmentation du
pouvoir thrombogene des femmes enceintes conduira a la formation d’un caillot et a
I’interruption de la grossesse. Les facteurs de risque biologiques pro thrombotiques a 1’origine

de FCS sont héréditaires et/ou acquis de ’hémostase (Rey et al., 2003 ; Merviel et al ., 2012).

4.3.1.1 Thrombophilies génétiques

Un facteur de risque génétique prothrombotique d’origine maternelle peut étre une
cause de FCS a partir de la 12°™ ou 13 semaine de gestation (15 SA) puisque c’est a partir
de ce moment que le sang maternel apportant les nutriments au feetus commence a circuler
dans les espaces intervilleux du placenta. Les causes héréditaires incluent les déficits en
inhibiteurs naturels de la coagulation (antithrombine III, protéine C, protéine S) relativement
rares. Soit 2 des mutations des geénes : de la méthylenetétrahydrofolate réductase MTHFR
(C677T ou A1298C), de la prothrombine (G20210A) ou du facteur V (mutation Leiden) (Gris
et al., 1999; Many et al., 2002).

4.3.1.2 Thrombophilies acquises
Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une cause de FCS et du FCS a
répétition avec une prévalence d’environ 10-15%. Il est défini par D’association de
manifestations cliniques thrombotiques (thromboses veineuses, artérielles, manifestations

obstétricales, endocardite aseptique, thrombopénie...) et la présence persistante a 12 semaines
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d’intervalle d’anticorps antiphospholipides (aPL) : lupus anticoagulant et/ou anticorps
anticardiolipine et/ou anticorps anti béta2 glycoprotéine I (B2-GP1) (Lassere et al., 2004 ;
Derksen et al., 2008; Costedoat-Chalumeau et al., 2012). Les aPL perturbent 1’invasion
throphoblastique et empéchent I’implantation embryonnaire dans 1’endométre (Rai et al.,

1995 ; Sarig et al., 2002).

4.4 Maladies auto-immunes

L’auto-immunité est associée a une augmentation du risque de FCS. Il s’agit
essentiellement des lupus érythémateux disséminés, la myasthénie, la sclérose en plaque et le
SAPL. Ces maladies peuvent avoir un impact négatif sur la grossesse, toute maladie auto-
immune dans sa forme séveére implique une grossesse a risque et un suivi obstétrical

hospitaliser (Figure 3) (Makino, 2002).

4.5 Hypertension artérielle (HTA)

L’HTA gravidique durant la grossesse est définie par une pression artérielle systolique
(PAS) de 140 mm Hg et/ou une pression artérielle diastolique (PAD) de 90mmhg. C’est
’insuffisance placentaire qui est responsable de I’HTA, elle apparait au 3™ trimestre et
touche environ 8% de toutes les grossesses et ainsi, elle est 'une des causes majeures de

mortalité et de morbidité maternelles et feetales dans le monde entier (Gifford et al., 2000).

4.6 Anémie

C’est une situation tres fréquente pendant la grossesse qui se caractérise par un manque
de globules rouges dans le sang, ou carence en fer, elle se définie par ’OMS comme une
baisse de teneur en hémoglobine (Hb) inférieure a 11 g/dl, elle survient généralement de
la vingtieme semaine de grossesse jusqu’au deuxiéme trimestre de grossesse (Anemia
Working Group, 1999). Les conséquences de ces anémies gravidiques sur la santé de 1'enfant
peut dans certains cas augmenter les risques de prématurité et de faible poids du bébé (Allen,

1997 ; Zhou et al., 1998).
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Figure 4 : Principales étiologies des fausses couches spontanées a répétition du 1 trimestre

S.

de la grossesse (Merviel et al., 2012).

Diagnostic

Le diagnostic de la grossesse arrétée se repose principalement sur 1’échographie. Celle-

ci permet d’affirmer la localisation de la grossesse, ainsi que 1’dge gestationnel et son

évolutivité. Il existe des critéres échographiques précis permettant d’affirmer la grossesse

arrétée (Lavoué et al., 2013) :

si la moyenne des mesures orthogonales du sac gestationnel par échographie endo-
vaginale est d’au moins 25 mm, sans qu’un embryon soit visualisé¢ permet d’affirmer
I’arrét de grossesse (Doubilet et al., 2013).

la non-visualisation de I’activité cardiaque pour ’embryon dont la longueur cranio-
caudale (LCC) est supérieure ou ¢gale a 7mm, le controle échographique a 7 jours est
recommandé¢ et I’arrét de la grossesse est confirmé.

un contréle échographique est demandé en cas de grossesse d’évolutivité incertaine,
afin de pouvoir affirmer une grossesse arrétée.

I’arrét de la grossesse est confirmé par I’absence de 1’apparition d’un embryon en cas
de sac gestationnel intra utérine (SGIU) avec vésicule vitelline (vv) mais sans
embryon, un controle échographique a 11 jours est recommandé.

si le SGIU sans VV, un controle échographique a 14 jours est recommandé : en
I’absence d’apparition d’un embryon, 'arrét de la grossesse peut étre confirmé

(Preisler et al., 2015).
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IV. Grossesse arrétée et génétique

Environ 15% des grossesses cliniquement reconnues se terminent par une perte de
grossesse, qui est la complication la plus courante, Parmi celles-ci, 50% sont causées par des
anomalies chromosomiques telle que 1’aneuploidie.

De nombreux facteurs génétiques entrainent une perte de grossesse et plusieurs études
ont cherché a identifier les génes potentiellement responsables impliqués dans la survenue de
cette pathologie. La connaissance de geénes spécifiques pourrait également étre importante
pour comprendre les voies biologiques qui peuvent causer une perte de grossesse (Colley et
al., 2019). Les complications gestationnelles sont en rapport avec des facteurs de risque

thrombophilique maternels qu’ils soient acquis ou héréditaires (Sarig et al., 2009).

1. Géne de la prothrombine (facteur II)

La prothrombine est une sérine protéase impliquée dans la coagulation. Elle est transformée
en thrombine par la prothrombinase. La thrombine transforme le fibrinogéne en fibrine. La
concentration de prothrombine avec 1’antithrombine est I’un des deux déterminants majeurs

de la génération de thrombine (Butenas et al., 2002).

Le gene du facteur II est situé sur le chromosome 11 (11p11-q12). Il comprend 21 kilo
base (KB) et organisé en 14 exons chevauchés par 12 introns. Des études ont montré
I’implication de la mutation FIIG20210A dans les événements obstétricaux, les fausses
couches a répétition du 1° et du 2°™ trimestre (Pihusch et al ., 2001) ou bien encore des
fausses couches tardives (Gris et al., 1999 ; Martinelli et al., 2000). Cette mutation est
caractérisée par une transition G>A dans la région 3’ non traduite du géne (FIIG20210A) qui
est décrite en 1996 par Poort et al. (1996) . La substitution d’'une guanine par une adénine lui
confere une activité supérieure avec une meilleure reconnaissance du site de clivage, et une
accumulation supérieure d’ARNm mature dans le cytoplasme, aboutissant a une augmentation
de la synthése protéique, ce qui explique le risque plus ¢élevé de thrombose liée a cette

mutation.

2. Géne du facteur V Leiden (FVL) ou mutation G1691A

Le gene du facteur V est situé sur le bras long du chromosome 1 (Eva et al., 2002 ;
Stefano et al., 2004) en 1g23 et s’étend sur 80 kb avec 25 exons et 24 introns (Figure 5) (Jadli
et al., 2015). Il est physiologiquement inactivé par la Protéine C qui le coupe en 3 sites précis

: Arg 306, Arg 506, Arg 679 mais une inactivation complete se fait en 306 (Ferhane, 2016).
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Figure 5 : Représentation schématique du géne de facteur V (Patrushev et al ., 1998)

Une mutation hétérozygote ponctuelle de type substitution G>A (faux-sens) est située
dans I’exon 10 du géne codant le Facteur V (Rey et al., 2003). Cette mutation entraine une
hypercoagulabilité par le changement de codon sauvage CGA en CAA et au niveau protéique,

I’arginine est remplacée par une glutamine.

FACTEUR N

":Nq B A3 €1 €2 COOH

IR 506 Gln « Leiden » 3 Tle 359 Thr « Liverpool »
2H 1299Arg « Allele HR2 » - 4 R 306 Thr « Cambridge » et R 306G « Hong Kong »

Figure 6 : Mutations du facteur V associées a une diminution de la réponse plasmatique a la

PCa (Moussalem et al., 2001).

3. Gene du PAIl

L'inhibiteur de l'activateur du plasminogene 1 aussi appelé PAI 1 pour plasminogen
activator inhibitor-1 est le principal inhibiteur du tPA (Tissue plasminogen activator ) et de
l'urokinase (uPA), les activateurs du plasminogeéne et par conséquent la fibrinolyse (Sawdcy

etal., 1991).
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Ce géne est localisé sur le chromosome 7 humain (7q21.3-q22). 1l s’étend sur environ
12,2 kb, contient 9 exons et 8 introns (Klinger et al., 1987). Il spécifie deux transcriptions
distinctes d’une longueur d’environ 2,3 et 3,2 kb qui sont colinéaires a partir de leurs
extrémités 5 '(se différenciant uniquement par la longueur de leurs régions non traduites en 3')
et semblent étre formées par polyadénylation alternative (Folio et al., 1989).

11 existe un polymorphisme connu sous le nom de 4G/5G dans la région promotrice du
gene du PAIl (Dawson et al., 1991), qui correspondant a I’insertion (5G) ou a la délétion
(4G) d’une guanine en position 675 du promoteur (Rerolle et al., 2001). L’allele 5G est
légérement moins transcrit que la 4G. Ce polymorphisme semble étre impliqué dans la
survenue des FCS. Le génotype 4G/4G du PAI-1 est associé a un taux plasmatique élevé de
PAI-1 responsable d’un nombre accru de thromboses au cours de la coagulation intra
vasculaire et d’une hypofibrinolyse ce qui explique des arréts de grossesse qui surviennent a

tous les stades de la grossesse) (Hoekstra et al., 2003).

4. Géne de ’annexine V (haplotype M2)

L’annexine V (AV) est une protéine ubiquitaire de 35-36 Kilo Dalton (KDa), qui a une
grande affinit¢ pour les phospholipides anioniques. Largement exprimée au niveau du
placenta et qui est en grande quantité a la surface des trophoblastes en contact avec le sang
maternel (Ulander et al., 2007). Elle a des propriétés anticoagulantes en raison de sa capacité
a déplacer les facteurs de coagulation des surfaces phospholipidiques, et de sa capacité¢ a
diminuer I’expression du facteur tissulaire a la surface des trophoblastes. Elle assure donc un
role anti thrombotique protecteur a la surface des ST placentaires (Rand, 2000).

Une combinaison de polymorphismes dans le promoteur du gene de I’annexine 5 situé sur le
chromosome 4q27 appelé haplotype M2 responsable d’une diminution de ’expression de
cette protéine a la surface des trophoblastes en présence d’antiphospholipides a un taux de 37
a 42 % de la normale, et associé a un risque accru de FCS (Bogdanova et al., 2007; Ulander

et al., 2007 ; Christiansen et al., 2008 ; Tiittelmann et al., 2013).

5. Géne MTHFR

La Méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une importante enzyme
régulatrice du métabolisme des folates (dérivés de 1’acide folique/vitamine B9 qui jouent un
role dans les régulations épigénétiques de I’expression des genes). Il s’agit d’un donneur du

radical méthyle dans la réaction de la reméthylation de ’homocystéine en méthionine (Berrut
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et al., 2003). Elle posséde un dimere de 150 kDa comprenant deux isoformes de tailles
variables : 77 kDa et 70 kDa (Frosst et al., 1995).

Le géne MTHFR humain est localisé a la position 1p36.3 (Figure 7). Il comprend 11
exons et s’étend sur une longueur de 2,2 Kb (102 a 432 Pb) (Goyette et al., 1994 ; Ueland et
al., 2005).

Figure 7: Localisation du géene MTHFR sur le chromosome 1q36.3 (Saffroy et al., 2005).

Le polymorphisme le plus courant est la substitution 677 CT, qui correspond au
remplacement d’une alanine par une valine dans la séquence protéique. Ce polymorphisme
conduit a une réduction de 1’activité enzymatique de 30% chez les hétérozygotes (CT) et de
80% chez les homozygotes (TT) (Goyette et al., 1998 ; Chehadeh et al., 2016). C’est pourquoi
le génotype mutant homozygote (677TT) est associ¢ a une légere hyperhomocystéinémie
(Frosst et al., 1995). Cette association est encore plus évidente lorsque ’on considére des
individus dont le sang présente un taux de folates réduit (Jacques et al., 1996). Le génotype
677TT augmente le taux de FCS au début de la grossesse de 30-40%, de 40% le risque de
problémes vasculaires placentaires et de 20% la probabilité de pré-éclampsie (Ueland et al.,

2005).

6. Géne de la protéine S (PS)

La PS est une glycoprotéine plasmatique, de poids moléculaire de 70kDa. Elle comporte
635 acides aminés (Figure 8). Elle synthétisée principalement par le foie en présence de la
vitamine K, également dans les cellules endothéliales, les mégacaryocytes et les cellules de
Leiding du testicule et joue un rdle dans la coagulation, 1’apoptose, 1’athérosclérose,
I’angiogenese, la vascularisation et la progression du cancer. C’est un cofacteur peu puissant
de la PCa (Suleiman et al., 2013).

Le geéne de la PS (PROS]I) est localisé sur le chromosome 3 en position 3p11.2, il est de
80 Kb et se compose de 15 exons et 14 introns. La mutation PS Lys196-to-Glu (K196E) est
un facteur de risque génétique de thromboembolie veineuse chez les Japonais (Suleiman et al.,

2013 ; Wypasek et al., 2013; Maruyama et al., 2015).
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Figure 8: Structure de la PS et de son gene PROS! (Borgel et al., 2007).

7. Géne de la protéine C (PC)

Le géne PROC est situé sur le chromosome 2 dans la région q13-14. 1l est d’environ
11Kb, et composé de 9 exons et 8§ introns (Figure 9) (Griffin et al., 2007). Ce géne code pour
une glycoprotéine de synthése hépatique, vitamine K dépendante et zymogene d’une sérine
protéase, de 62 KDa.

La PC est activé par la thrombine fixée par la thrombomoduline, une protéine exprimée
a la membrane des cellules endothéliales. L’activation de la PC est favorisée par sa fixation a
I’EPCR (endothelial cell protein C receptor). Cette forme active contient un domaine sérine
protéase et fonctionne dans la dégradation des formes activées des facteurs de coagulation V

et VIII (Griffin et al., 2007).
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Figure 9 : Localisation du géene PROC sur le chromosome 2 (Griffin et al ., 2007).

La plupart des mutations sont ponctuelles (faux-sens), et n’annulant pas totalement
I’expression du gene et leur caractere deélétere est difficile a prouver compte tenu de la

pénétrance faible (Reitsma et al., 1995).
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8. Géne de ’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA)

8.1 L’Angiotensine I

L’Ang I est le produit de la réaction de la rénine sur son substrat 1’angiotensinogene.
Elle clive son substrat entre 1’acide aminé en position 10 (leucine) et celui en position 11
(leucine ou valine chez I’homme) pour libérer 1’angiotensine. Ce peptide, dont la séquence
correspond aux 10 acides aminés NH> terminaux de 1’angiotensinogéne est une molécule
inactive, qui peut é&tre clivée par différentes enzymes pour produire des peptides

biologiquement actifs, dont I’Ang I, considérée comme 1’effecteur majeur de SRA (Gardier,

2004).

= Angiotensinetetradécapetide
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Thr-Glu

Rénf.ine

Angiotensinel
/gsp-Arg-Val-Tyr-lle-Hls- Pro-Phe-His-Leu| !

Figure 10 : Synthése de I’ Angiotensine I par la rénine (Wright et al., 2008).

8.2 L’Angiotensine II

Est produite dans la circulation (endocrine), mais aussi localement (paracrine),
notamment a la surface des cellules endothéliales.
L'ECA transforme I'Ang I en Ang II qui est un octapeptide (8 acides aminées)
physiologiquement actif caractéris€ par son vasoactivité, en brisant le lien peptidique
phénylalanine en position 8, libérant les 2 acides aminés carboxy-terminaux (histidine et
leucine) de 1'Ang I (Thara et al., 1999) (Figure 10). Elle a de nombreuses fonctions telles que
la régulation de la pression artérielle (PA), le tonus vasculaire et le contrdle de la rétention
d’eau (Kim et al., 1995). Elle influence aussi les fonctions endothéliales et stimule

I’inflammation, la prolifération et le processus de thrombose (Schrader et al., 2007).

ﬁ Angiotensinel
sp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu |

ECA. éhymase

i

[ Angiotensinell g
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe |

Figure 11: Synthése de I’angiotensine II par ’"ECA (Wright et al., 2008).
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8.3 Enzyme ECA

L’ECA est une enzyme ubiquitaire, métallo-peptidase a zinc ancré sur la face externe de
la membrane plasmique, largement distribuée sur la surface des cellules endothéliales et
épithéliales. Elle est connue sous différentes dénominations, comme la dipeptide
carboxypeptidase ou la peptidylpeptide hydrolase ou Kininase II (EC 3.4.15.1) (Laraqui,
2006 ; Lefebvre, 2008). Elle posséde plusieurs substrats: angiotensine I, bradykinine,
enképhaline.

La séquence compléte en acides aminés de ’ECA a été déterminée. Elle existe sous
trois formes:

- une forme membranaire, pourvue de peptide d’ancrage, de poids moléculaire (PM)
160 kDa.

- une forme circulante soluble 1égérement plus petite, qui résulte d’un clivage
protéolytique au niveau de la partie ancrée a la membrane cellulaire, de PM 140 kDa,

- une forme testiculaire de PM 90 kDa.

L’ECA est une protéine hautement glycosylée (les sucres représentent selon les formes
20 a 30% du poids moléculaire de 1I’enzyme). Elle est synthétisée sous forme d’un précurseur
avec un peptide signal qui est clivé pour donner la molécule mature (Laraqui, 2006; Diall,
2011).
8.3.1 Structure de PECA
L’¢étude de la séquence de ’ECA membranaire met en évidence une structure protéique
comportant 3 domaines distincts:

- un court domaine intracellulaire carboxy-terminal de 24 acides aminés, un domaine
transmembranaire hydrophobe de 20 acides aminés servant d’ancrage de la protéine
dans la membrane cellulaire;

- un domaine extracellulaire est composé de deux sites homologue (le domaine N et le
domaine C) qui constituent les sites catalytiques de l'enzyme, qui possedent des
activités dipetidyl carboxypeptidase et endoprotéolytique pourraient ainsi expliquer la
multitude de substrats potentiels de I'ECA, ces sites ayant entre eux une forte

homologie (60%), possédant chacun un site actif pouvant lier le zinc (Diall, 2011).

8.3.2 Fonction et role de PECA
L’ECA est un composant important du SRA, impliqué dans le maintien de la pression
artérielle et I’équilibre hydrominéral par différents mécanismes tels que la vasoconstriction, la

libération de 1’aldostérone suite a une rétention du sodium et de 1’eau, la régulation de
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I’équilibre sanguin intra-rénal, la stimulation de la soif et la libération de la vasopressine et
des catécholamines. La fonction majeure de I’ECA est d’hydrolyser les deux derniers acides
aminés de D'extrémité carboxy-terminale des peptides. L’activité de cette métallo-enzyme a
zinc nécessite la présence d’anions en particulier I’atome de zinc et du chlore, qui modifiant la
conformation allostérique du site actif, en lui donnant une spécificité pour les substrats di-
peptidiques (Laraqui, 2006).

L’ECA joue un double role : elle transforme I’Ang I en Ang 11, par ailleurs elle dégrade
la bradykinine en kinines inactives et les peptides neuronaux : substance P, enképhalines, la
Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (LH-RH) (Leclerc et al., 2013).

Un taux ¢élevé d’ECA dans le plasma ainsi que dans les parois des vaisseaux favoriserait

la formation d’Ang II et la dégradation de la bradykinine (Baudin, 2005).

8.3.3 Géne de ’ECA humain
Le gene de I’ECA est localisé sur le bras long du chromosome 17 en position 17q23.

Composé de 21 kb et comprend 26 exons et 25 introns (Cambien et al., 1995) (Figure 10).

Chr 17
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Figure 12 : Locus du géne de ’ECA (Lefebvre, 2008).

Deux promoteurs donnent lieu a :
- une ECA somatique largement distribuée dans 1’organisme, en utilisant les exons 1 a
26 sauf 1’exon 13,
- et par épissage alternatif a une ECA testiculaire, utilisant les exons 13 a 26, qui est
requise pour la fertilit¢ masculine (Sayed-Tabatabaei et al., 2006).
La longueur des exons varie de 88 paires de base (pb) (exon 16) a 481 pb (exon 26). La
taille des introns varie de 150 pb (introns 17 et 25) a 2000 pb (intron 20). Son transcrit
mature, ayant une taille de 4,3 Kb, est traduit en un peptide de 1340 acides aminés (Laraqui,

2006).
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La variabilit¢ de I’expression de ce gene a été proposée comme le facteur majeur
déterminant le niveau de capacité aérobie (Montgomery et al., 1998). Il est exprimé dans
plusieurs tissus, incluant le muscle squelettique, et en raison de son réle de facteur de
croissance tissulaire, il peut étre considéré comme un géne candidat de la performance

(Gayagay et al., 1998).

8.3.4 Polymorphisme génétique de ’ECA

Selon le National Center for Biotechnologie Information (NCBI), il a été répertorié plus
de 160 polymorphismes génétiques de ce gene, dont la plupart sont des SNPs. Seulement 34
de ces polymorphismes sont situés dans les régions codantes; 18 d'entre eux sont des
mutations faux-sens (Sayed-Tabatabaei et al., 2006).

Le polymorphisme du géne ECA a d'abord été rapporté par Rigat et ses collaborateurs
en 1990 par analyse du polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP) dans
une étude qui a abordé le role du gene ECA dans le contrdle génétique des niveaux
plasmatiques d'ECA (Rigat et al., 1990).

Le clonage d’ADN complémentaire (ADNc) de 'ECA a permis d’identifier un
polymorphisme d’Insertion / Délétion (I/ D) d’un fragment intronique de 287 pb, riche en
séquence Alu, au sein de ’intron 16 (Soubrier et al., 1988; Rigat et al., 1992). La séquence
Alu appartient a une famille d’ADN modérément répétitive possédant en général un site de
restriction pour I’enzyme A/ul. Elle comporte 300 000 copies de 300 pb, retrouvées tout au
long du génome, méme dans les introns des genes comme pour I’ECA. La fonction de ces
séquences Alu est actuellement inconnue et un role éventuel dans la réplication n’est pas
encore prouvé. La présence singuliere de formes délétées ou insérées pour une séquence de
190 pb refleéte I’existence de deux alleles: I de 490 pb et D de 190pb et définit le
polymorphisme du gene ECA I/D. Trois génotypes sont possibles, deux homozygotes (Il et
DD) et un hétérozygote (ID). Ce polymorphisme I/D affecte fortement le taux plasmatique de
I’ECA, mais son mécanisme d’action est probablement li¢ & un déséquilibre de liaison avec un
autre polymorphisme plutdt qu’a un effet direct puisque le polymorphisme I/D est localisé
dans un intron (Rigat et al., 1990). Cependant, d’autres polymorphismes ont été mis en
évidence sur le gene de I’ECA situé sur des régions variables de ce dernier: (T-5491C, T-93C,
a-240T, T237C, 4656CT2/3). Ces polymorphismes ne sont pas encore identifiés comme

fonctionnels et leur relation a une éventuelle pathologie est en cours d’étude (Laraqui, 2006).
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Figure 13 : Polymorphisme génétique de I’ECA (Lefebvre, 2008).

8.3.5 Géne ECA et grossesse arrétée

L'ECA joue un role important dans la modulation de l'homéostasie vasculaire, de
l'inflammation et de I’angiogeneése, ainsi un impact sur la structure vasculaire et la fonction de
placenta. Sur la base de ses fonctions biologiques, le polymorphisme d'insertion/délétion (I /
D) du géne ECA. Semblent étre un locus candidat pour la fibrinolyse qui pourrait favoriser le
développement d’avortement spontané récurrent (ASR) (Glueck et al., 2004; Guimaraes et al.,
2011).

La fréquence des all¢les varie considérablement entre les populations. La corrélation
entre génotype et le niveau d’ECA plasmatique a montré une relation significative entre la
dose d'allele D et la concentration d’ECA. Normalement, les niveaux d'ECA plasmatique
présentent une variation interindividuelle marquée mais semblent remarquablement stables
lorsqu'ils sont mesurés a plusieurs reprises pour le méme sujet. Ce polymorphisme justifierait
30 a 40% de la variabilité de la concentration plasmique de I’ECA (Rigat et al., 1990; Tiret et
al., 1992).

Le polymorphisme I/D est associ¢ a un changement de l'activité de 1'ECA et a ses
niveaux dans le plasma et les tissus (Yang et al., 2012 ; Merlo et al., 2016). Il a été démontré
que les individus porteurs de l'allele D présentaient une activité sérique de I'ECA supérieure a
celle de l'allele I, par conséquent, 'activité de I'enzyme ECA augmente chez les homozygotes
du génotype DD, intermédiaire chez les hétérozygotes (ID) et diminue chez les homozygotes
(IT) (Rigat et al., 1990). De nouvelles preuves ont montré que l'allele D entrainait une
augmentation de l'expression de PAI-1, et par conséquent accroit le risque d'événements
thrombotiques et améliore la production d'angiotensine Il a partir d'angiotensine I (Yang et
al., 2012 ; Sum et al., 2013). Il a ét¢ suggéré que l'allele D du polymorphisme I/ D conduisait
a une expression plus élevée de I'ARN messager (ARNm) de I'ECA et pouvait affecter le
systéme rénine- angiotensine dans des régions locales dans une étude antérieure (Suehiro et

al., 2004).
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1. Type d’étude

Notre étude est transversale de type cas-témoins. Elle s’est étendue du mois de Mars au mois
de Mai 2019. Elle a été réalisée au niveau du service de gynécologie du centre hospitalo-
universitaire Ibn Badis Constantine (CHUC), au niveau du laboratoire de biologie et
génétique moléculaire de l'universit¢ Salah Boubnider Constantine 3 et au niveau du

laboratoire de biologie moléculaire de I’université des fréres Mentouri, Constantine 1.

1.1. Recrutement des patientes
89 patientes ont été incluses dans 1’étude statistique et nous avons pu prélever pour 1’étude
moléculaire 14 patientes. La sélection de ces patientes a été faite en respectant des critéres
bien définis.
1.1.1.Critere d’inclusion

Les patientes incluses dans notre étude sont :

- des femmes déclarées par les gynécologues avec une grossesse arrétée ou une fausse

couche spontanée.

- des femmes dont I’age gestationnel étant inférieur a 28 semaines et ou d’un poids feetal

inférieur a 500 grammes.

1.1.2. Critere d’exclusion
Sont exclues de notre étude :
- les femmes enceintes qui ont une fausse couche non spontanée .

- les femmes refusant de faire le préleévement.

1.2. Recrutement des témoins
Les femmes témoins incluses dans cette étude ont été prises a partir de la banque d’ADN du
laboratoire de biologie et génétique moléculaire du CHUC. Ces femmes témoins ont été

sélectionnées sur la base de leur fertilité prouvée avec un enfant déja né.

2. Recueil des données

Les données nécessaires pour notre enquéte, sont recueillies a partir d’un interrogatoire (fiche
de renseignement) avec les malades (Annexe 1) accompagné d’un consentement éclairé pour
chaque patiente. Afin d’enregistrer toutes les informations nécessaires a notre étude, la
consultation des dossiers médicaux du chaque malade a été également réalisée (étude

statistique rétrospective).
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3. Meéthodes utilisées

3.1 Prélévement sanguin
Le prélévement sanguin a été réalisé pour chaque patiente au niveau de la veine du pli du
coude, sous des conditions stériles. Le sang a été collecté dans des tubes EDTA (Ethyléne
Diamine Tétra-acetic Acid) vacutainer, portant des étiquettes avec les noms et prénoms ainsi
que le numéro du prélévement.
L’EDTA est un anticoagulant qui inhibe [’action des enzymes DNase ou nucléases,
préservant ainsi I’intégrité moléculaire et permettant & I’ADN de rester intact pour permettre

par la suite le génotypage des geénes d’intérét.

Au total, 5-10 ml ont été prélevés pour chaque femme et le sang est conservé ensuite dans un

réfrigérateur pendant 10 jours au maximum.

3.2 Extraction d’ADN génomique (la technique au NaCl)
L’origine de l’information génétique est portée par I’ADN contenue dans les leucocytes

(Prélevement sanguin) ou dans d’autres prélevements comme les biopsies.

3.2.1 Principe de ’extraction d’ADN
Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par un
détergent, Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) et une protéinase K. L’ADN nucléaire est libéré
dans le milieu et les protéines qui lui sont associées sont digérées et éliminées par
précipitation au NaCl. La pelote d’ADN est formée dans le surnageant par précipitation avec

I’¢éthanol (Protocole en Annexe 2).

3.3. Génotypage du polymorphisme Insertion/Délétion de P’ECA
Le polymorphisme étudié¢ du gene de PECA correspond a Insertion (I) /Délétion (D) d’un
fragment de 287 paires de base dans I’intron 16 du gene. La détermination du génotype a été

effectuée par PCR directe suivie d’un contrdle des produits de PCR sur gel d’agarose.

3.3.1. PCR (Polymérase Chaine Réaction)
La PCR est une technique de biologie moléculaire, mise au point en 1985 par Karry Mullis. Il
s'agit d'une technique d'amplification d'ADN in vitro. Elle permet d'obtenir un trés grand
nombre de copies d'une séquence d'ADN choisie.
Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes :
- Une dénaturation de 'ADN
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- une hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée.

- une élongation grace a 'action d'une ADN polymérase, Taq polymérase.
Ce cycle est répété de 30 a 40 fois pour obtenir une multiplication exponentielle de la
séquence d'ADN cible.

3.3.1.1. Préparation du milieu réactionnel (mix) de PCR

Pour préparer le milieu réactionnel ou un mix de PCR, il faut multiplier la quantité¢ de chaque
réactif par le nombre de tubes voulu (14) + 2 tubes (un pour le témoin négatif et un pour le
témoin positif).
Les réactifs utilisés dans la PCR doivent d’abord étre dilués (ANTP ; amorces) selon la
formule suivante: C1 X V1 =C2 x V2
Sachant que :
C1 : concentration initiale de chaque réactif (mentionnée sur le tube).
V1 : volume initial nécessaire a la dilution (inconnu).
C2 : concentration finale (mentionnée dans le protocole utilisé).
V2 : volume final (selon le nombre de tubes).
Donc:V1=C2xV2/C1
Une fois le volume initial (V1) est connu, le volume de 1’eau distillée nécessaire pour la
dilution de chaque réactif est calculé comme suit : V2 — V1 = Veau distillée
Un milieu réactionnel de PCR pour chaque échantillon d’un volume final de 10ul a été
prépare.
Les composants du milieu réactionnel sont mentionnés dans le tableau ci-dessous

Tableau 1 : Les quantités de chaque constituant du milieu réactionnel de la PCR.

Réactifs Quantité pl
dNTP 1,6
MgCI2 0,3
Amorce sens 1
Amorce antisens 1
Tampon 1
Taq polymérase 0,08
Eau distillée stérile | 4,02
ADN 1
10
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La séquence des amorces utilisées pour I’amplification du polymorphisme de ’ECA est
mentionnée ci apres :

ECAF (sens) : 5' CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3'

ECA R (anti-sens): 5' GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGAT 3'

Apres avoir préparé le mix de la PCR selon le nombre d’échantillon, nous avons pris 9 ul de

ce mélange avec 1 pul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet génotypé.

3.3.1.2. Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR a ¢été assuré par un thermocycleur et les conditions
d’amplification étaient comme suit :

- Une dénaturation initiale a 95°C pendant 5 minutes, suivies de 32 cycles de PCR,

comprenant chacun :

- une dénaturation a 95°C pendant 30 secondes,

- une hybridation a 65°C, 30 secondes

- une ¢élongation a 72°C pendant 30 secondes

- et enfin une élongation finale a 72°C pendant 2 minutes.

3.3.2. Préparation du gel d’agarose a 2%
Le gel est préparé en mélangeant 2g d’agarose avec 100 ml du TBE 1X (Annexe 3)
additionné¢ de 10ul du bromure d’éthidium (BET) qui est un agent intercalant servant a
permettre une fluorescence sous UV. Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale

comprenant un peigne. Le gel est laissé pour se polymériser a I’air libre.

3.3.3. Controle des produits de la PCR

L'identification des génotypes II, ID, DD du gene ECA a été faite par migration
électrophorétique des produits de PCR sur gel d’agarose a 2%. Dans chaque puits du gel 10ul
du produit amplifi¢ mélangé avec 2 pl du tampon de charge (DNA Loading Buffer) sont
déposés.

Un échantillon sans ADN (blanc : témoin négatif), est inclus dans la série a amplifier et sert
de control négatif. La migration se fait en paralléle avec un marqueur de taille (100 pb). Le
systeme d’électrophorese est soumis a un courant de 100 volts pendant 30 a 45 minutes.

Apres la migration, le gel est visualis€¢ sous UV dans un trans-illuminateur. Les molécules de

BET fixées a ’ADN émettent une lumiere visible (fluorescence) et photographiable et
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permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes. Ce
controle permet aussi de confirmer I’amplification de notre ADN et d’exclure toute
contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le témoin

négatif.

4. Etude statistique

Notre enquéte de type cas-témoins consiste a comparer la fréquence d’exposition antérieure a
un (ou plusieurs) facteurs(s) de risque dans un groupe de « cas » de femmes avec une
grossesse arrétée, et dans un groupe de « témoins » supposées en bonne santé. Toutes les
données de notre étude ont été traitées a I’aide de logiciel Microsoft Office Excel 2007.

Le logiciel Epi info version 6.0 a été utilisé pour déterminer s’il existe une corrélation entre le
polymorphisme Insertion/délétion de I’ACE et la grossesse arrétée. Un tableau de
contingence a été établi pour le calcul de I’odds ratio. Le caractére malade/non malade est

présenté en colonne et le statu exposé/non exposé en ligne (Tableau 2).

Tableau 2: Tableau de contingence

Patients Témoins Total
Exposé a b atb
Non exposé c d ct+d
atc b+d a+tb+c+d

L’odds ratio est calculé par la formule suivante : OR =a/b / ¢/d

Pour une valeur P inférieure a 0,05, 1’association est déclarée statistiquement significative.
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1. Résultats des paramétres cliniques et sociodémographiques
1.1 Répartition des patientes selon I’4age
Nous avons répartie 1’ensemble de notre population d’étude selon 1’age. La moyenne d’age

est de 32 ans, avec des extrémes allant de 22 a 42 ans.

60.00% -

50.00% -

40.00% -

30.00% -

20.00% -

10.00% -

0.00% T T 1
[20-30[ [30-40[ [40-50]

Figure 14 : Répartition des patientes selon les tranches d’age.

La figure ci-dessus représente la répartition des patientes selon les différentes tranches d’age.
Nous avons observé que les femmes les plus touchées sont celles situées dans la tranche d’age
de [30-40[, ce qui représente une fréquence de 58,42%. Suivie par une fréquence de 24,71%
pour la tranche d'dge [20-30[, puis les patientes de la troisieme tranche [40-50] ne
représentent que la fréquence de 16,85%.

Nos résultats sont en accord avec I’é¢tude de Clifford et al, (1994) qui a montré que le taux de
FCS est de 25% pour les patientes de moins de 30 ans, et que ce taux augmente
progressivement vers 52% pour les femmes de plus de 40 ans. De méme, les résultats obtenus
par Andersen et al, (2000) ont montré que le taux de FCS augmente avec I’age féminin avec
un minimum inférieur a 10% de FC chez les femmes de 22 ans et augmente a plus de 50%
chez celles de 42 ans, avec une accentuation de ce risque a partir de 35 ans : I’age féminin > a
36 ans est associé¢ a une prévalence accrue de FCS. Selon d’autres études, le taux de FCS
précoces varie avec 1’age maternel, il est stable entre 20 et 40 ans (Blohm et al., 2008). Il
atteint 20 % pour un age maternel de 35 ans, 40 % a 40 ans. Cette augmentation du risque de
FC précoces (avant 13 SA) avec I’dge maternel a été pareillement notée dans 1’étude cas-

témoins avec analyse multivariée de Maconochie et al. ,2007. Delabaere et al, (2014) a
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¢galement observé que 1’age maternel est associé¢ a une prévalence accrue de FCS, notamment
apres 35 ans.

1.2 Répartition des patientes selon I’origine géographique
Les patientes qui ont été incluses dans cette étude proviennent de sept villes de I’Est algérien.

Tableau 3 : Répartition des patientes selon I’origine géographique.

Ville Effectifs (n)
Constantine 64
Mila 19
Skikda 2
Tébessa 1
Annaba 1
Oum-El Bouaghi 1
Jijel 1

Selon cette répartition, nous avons observé que la majorité des patientes résident a
Constantine (Tableau 3). Cela est due au fait que le recrutement des patients a été uniquement

réalisé au niveau du CHUC.

1.3 Répartition des patientes selon le groupe sanguin ABO

Nous avons répartie les patientes en quatre groupes selon leur systeme sanguin ABO
(Figure 15).
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Figure 15 : Répartition des patientes selon les phénotypes sanguins.
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La majorité de nos patientes étaient de groupe sanguin « O », suivi du groupe sanguin « A »,
et du groupe sanguin « B », alors que le pourcentage du groupe sanguin « AB » est le plus
faible dans notre échantillon (Figure 15).

Ces résultats ne peuvent étre interprétés et discutés. Pour pouvoir discuter d’éventuelle
incompatibilité du systtme ABO, nous devons disposer du systtme ABO feetal. La plupart
des études qui ont été réalisées précédemment ont comparé les résultats de ce systéme
tissulaire entre un groupe de femmes qui ont avorté ainsi que le systtme ABO de leurs foetus
avec les résultats des femmes qui ont donné naissance a des nouveau-nés (Takano and Miller,
1972 ; Lauritsen et al., 1975 ; Furfaro and Maragliano, 1977 ; Bandyopadhyay, 2011).

Selon ces études, l'incompatibilit¢é ABO entre les couples est probablement un facteur de

risque pour les avortements spontanés précoces (Bandyopadhyay et al., 2011).

1.4 Répartition des patientes selon les obstétricaux
1.4.1 Parité
Nous avons classé nos patientes selon la parité en quatre groupes :
- nullipares : 0 accouchement
- primipares : 1 accouchement
- paucipares : 2 ou 3 accouchements
- multipares : 3 accouchements ou plus.

L’¢étude de ce parameétre nous a permis de relever les données suivantes (Figure 16) :

35.00%
30.00% | |32.58% 31.46%

25.00%
20.00% 23.59%
15.00%
10.00% 12.36%

5.00%

0.00%

nullipare primipare paucipare multipare

Figure 16: Répartition des patientes selon la parité.
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Selon la figure 16, la parité chez les patientes ayant une grossesse arrétée révele que la
majorité de nos patientes étaient des nullipares et des paucipares avec une fréquence de 32,58;
31,46%, respectivement. 23,59% étaient des primipares alors que les femmes multipares ont
un pourcentage plus bas de 12,36%.

Nos résultats sont similaires a ceux publiés par Mokoko et al, (1985) qui avait constaté que la
FCS était plus fréquente chez les nullipares avec un pourcentage de 83,9%. Cependant, selon
I’étude de Coulibaly, (2008) qui a été réalisée sur 210 cas d’avortement spontané, une
fréquence de 50% a été observée chez les paucipares. En revanche, Camara, (2006) a évoqué

une fréquence €levée des FCS chez les multipares avec une fréquence de 57,89%.

1.4.2 Age gestationnel

Nous avons répartis les patientes en quatre groupes selon 1’age gestationnel (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition des patientes selon 1’age gestationnel.

Le taux le plus ¢levé a ét¢ observé entre 10-20 SA avec un effectif de 51 cas sur 89, soit
57% (Figure 17).

Les résultats obtenus concordent avec ceux de 1’é¢tude de Brigham et al. (1999) qui ont
démontré que le risque de FC diminue avec le terme de la grossesse : 2% de risque de FC
apres 8 SA et 0,6 % apres 10 SA.

Les pertes foetales sont enregistrées a partir de 16 SA en Norvége, 20 SA aux Etats-Unis ou

26 SA en Italie et en Espagne (Mohangoo et al., 2013).

1.4.3 Motif d’hospitalisation
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Nous avons effectué une répartition des patientes en fonction du motif d’hospitalisation. Les

résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau ci apres.

Tableau 4 : Répartition des patientes selon le motif d’hospitalisation.

Motifs d’hospitalisation Effectifs (%)
Utérus cicatriciel 38 42,69%
Grossesse arrétée seule 32 35,95%
Avortement (ABRT) 7 7,86%
(Euf clair 4 4,49%
métrorragie 4 4,49%
Anti D 4 4,49%

Dans notre série, nous avons noté une nette prédominance des femmes qui ont un utérus
cicatriciel (42,69%), suivi par le cas d’ABRT (7,86%) tandis que I’ceuf clair, la métrorragie et
I’anti D se répartissent de fagon égale (4,49%). 35,95% des femmes ont été hospitalisées avec
le motif grossesse arrétée seule (Tableau 4). Concernant 1’utérus cicatriciel, la cause
essentielle est I’antécédent de césarienne. En France, le taux de césarienne était de 20,8% en
2010 contre 15,5% en 1995, parallélement, la prévalence de I'utérus cicatriciel a augmenté de
8 a 11%. L’utérus cicatriciel constitue dans les pays développés le principal facteur de risque
de rupture utérine dont I’incidence globale est estimée entre 0,1 et 0,5% chez les femmes avec
antécédent de césarienne (Deneux-Tharaux, 2012).

Nos résultats en ce qui concerne le motif de grossesse arrétée sont similaires aux résultats
obtenus par Boco et al., (1997) au Bénin qui ont évoqué que la grossesse arrétée était
diagnostiquée dans 33%. L’ aspect échographique pour ces grossesses arrétées était celui d’un
sac ovulaire intra-utérin contenant un embryon sans activité cardiaque (Levi et al., 1988 ;
Jauniaux et al.,2005 ).

Nos données concernant la fréquence de I’ABRT, sont inférieures a celles déclarées par Prata
et al. (2011) qui ont retrouvé une fréquence de 82% d’avortement spontané et 18%
d’avortement provoqué. En moyenne 8% des grossesses se terminent par un avortement
spontané (Philipe, 1974). L’étude de Karambe, (2015) sur 1’étiologie probable des
avortements spontanés, a montré que dans 57,5% des cas, I’avortement était dii probablement

a un ceuf clair dans 4,3%, ce qui est similaire a nos résultats.
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Une autre étude réalisée par Belley Priso et al. (2010), a révélé que I’ceuf clair était retrouvé
dans 12,3% (33cas / 268). L’image échographique était celle d’un sac gestationnel intra-utérin
non embryonné avec une mauvaise réaction trophoblastique. Nos résultats sont également
proches des résultats obtenus par Boco qui a noté que I’ceuf clair occupe le 2° rang parmi les
causes de grossesse non évolutives apres la grossesse arrétée.

La métrorragie est une pathologie trés fréquente. Environ 25% des femmes saignent durant le
premier trimestre de leur grossesse et 50% de ces grossesses évolueront favorablement.
L’autre moiti¢ comprendra en majorité des grossesses Intra-Utérines (GIU) avortées ou en
cours d’avortement (Everett, 1997 ; De Poncheville, 2003 ; Dreyfus, 2010 ; Lykke et al.,
2010 ). Une étude menée par Yang et al (2004) a indiqué un taux de métrorragies de 24,4%
sur I’ensemble des grossesses, dont 77,3% au premier trimestre. L’avortement spontané
complique 15 a 20% des grossesses. Il se traduit par des métrorragies plus ou moins
abondantes, associées ou non a des contractions utérines, cette complication menace une
grossesse jusqu’a 20 SA (De Tourris et al., 2000 ; Coquel et al.,2010).

Le passage des hématies feetales dans la circulation maternelle documenté selon le moment de
la grossesse et de I’accouchement : 4% au premier trimestre, 12 % au 2 trimestre, 45 % au
3%me trimestre et 60 % des grossesses a ’accouchement (Mannessier et al., 1988). 11 existe
peu de données sur les conséquences foetales en lien avec une allo-immunisation anti-D
comme les morts feetales in utero (MFIU), les anémies foetales, les fausses couches
spontanées.

Une étude de Brossard et al. (2003) a montré qu’il existe une association entre 1’anti-D et la

perte de grossesse avec une fréquence de 29% en cas de fausses couches spontanées.

1.5 Répartition des patients selon les antécédents médicaux
1.5.1 Antécédents personnels
Nous avons recherché la présence des ATCD médicaux chez toutes les patientes recrutées
dans notre étude. La majorité des patientes ne représente aucun antécédent personnel (85%).
L’HTA est considéré comme le premier et le plus fréquent des antécédents médicaux avec
une fréquence de 12% par rapport a la cardiopathie et la tuberculose qui ont respectivement

2% et 1% (Figure 18).
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2%1%

WSans ATCD BWHTA  M@Cardiopathie B Tuberculose

Figure 18 : Répartition des patientes selon les ATCD personnels médicaux.

Nos résultats concordent parfaitement avec les données de la littérature. L’HTA au cours de la
grossesse constitue une cause majeure de morbidité et de mortalité feetale dans les pays
occidentaux. Il a été estimé qu’environ 10% des grossesses se compliquent d’une HTA (1% :
HTA chronique préexistante a la grossesse, 7% : HTA gravidique, 2% : prééclampsie) (Sibai
,1996). Une méta-analyse publiée avait analysé les risques de complications de la grossesse
en lien avec I’HTA chronique, cette derniére était le facteur de risque maternel le plus
important de MFIU (Aagaard-Tillery et al., 2006) .

Concernant la cardiopathie, une grande série canadienne, qui a été réalisé sur 276 grossesses,
a décrit un taux de 7,2% (20/276) de pertes feetales avant 20 SA. La méme équipe a publié en
2002 une série plus importante (334 grossesses), et ont noté une augmentation du taux de FC,
et une tendance a I’augmentation des pertes feetales aprés 12 SA en cas de cardiopathies (Siu

et al., 2002).

1.5.2 Répartition des patientes selon les antécédents familiaux
Nous avons fait une distribution de 1’ensemble de 1’échantillon étudié en fonction des

antécédents familiaux (Figure 19).
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Figure 19 : Répartition des patientes selon les antécédents familiaux.

Selon I’histogramme, les ATCD familiaux de grossesse arrétée chez nos patientes sont
retrouvés dans 17,29% des cas, ces antécédents incluent le diabéte, la tuberculose, ’HTA et la
thrombose, mais la fréquence des patientes sans ATCD est la plus représentée (82,71%).

Ce qui concerne I’HTA familiaux, Toure et al. (1997) montre que le risque d’éclampsie est
trés élevé chez les femmes ayant un antécédent familial d’HTA. Au Niger elle a été estimée a
8,9 % (Tourte et al., 1997). En Asie, une enquéte nationale chinoise rapporte un taux de 9,4 %
(Cadre ,2000). Dans les pays développés, ce taux varie de 9,3 % en France, 10,8 % au
Royaume-Uni, 10-15 % aux U.S.A. (Cadre, 2000).

2. Résultats de I’étude moléculaire (profils génotypiques du

polymorphisme insertion/ délétion de PECA)
Apres ¢lectrophoreése sur gel d’agarose des produits de PCR, 3 génotypes ont été obtenus
(Photographie 1) :
- I’homozygote « DD » est caractéris¢ par la présence d’une seule bande de
190 pb.
- I’hétérozygote « DI » est précisée par la présence de deux bandes de 490 pb et 190 pb.

- I’homozygote «II » est définie par la présence d’une seule bande de 490 pb.
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490Pb

190 Pb

Photographie 1 : Profil électro-phorétique des fragments amplifiés par PCR du gene ECA sur
gel d’agarose 2%

2.1 Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du gene ECA
Selon les résultats obtenus, aucune différence significative n’a été observé entre |
polymorphisme del/ins du géne ECA et la grossesse arrétée n’a été observée (Tableau 5) et ne

peut étre dans ce cas étre considéré comme un facteur de risque pour la grossesse arrétée.

Tableau 5: Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme I/D du

gene ECA et risque de grossesse arrétée.

Patientes Témoins OR P-
n % n % value
DD 7 70 |5 4545 / /
Fréquences DI 2 20 | 5 4545 |0,29[0,02-,95] 0,43
génotypiques | | 1 10 | 1 910 |0,7[0,01-530] 0,58
Fréquences Alléle D 28 80 15 68,17 / /
alléliques Allele I 4 20 7 31,82 | 0,31[0,06-,44] 0,16

Des méta-analyses réalisées sur 350 a 2164 patientes ayant des FCR ont montré une
augmentation de la fréquence de certains polymorphismes. Parmi ces 20 polymorphismes
¢tudiés, seuls 5 semblent avoir un impact sur la survenue des FCR, Parmi ces

polymorphismes Ins/Del du gene ECA (Gallot et al., 2014).
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Ce polymorphisme correspond soit a une délétion ou insertion d’une séquence de 190 pb, ce
qui reflete 1’existence de deux alleles : I(Insérée) de 490 pb et D (D¢lété) de 190 pb (Rigat et
al., 1992) .

Selon les résultats obtenus, le génotype homozygote sauvage (DD) est le prédominant dans la
population malade avec une fréquence de 70%, par rapport aux témoins (45,45%). Alors que
le génotype hétérozygote (DI) des témoins (45,45%) est plus fréquent que la population
malade (20%). Cependant, la fréquence du génotype homozygote muté (II) est semblable
entre les deux populations étudiées (patients et témoins) respectivement de 10% et 9,10%.

Au méme titre que le génotype DD, I’allele D est le plus représenté dans les deux groupes
patients et témoins, avec des fréquences respectives de 80% et de 68,16% versus 20% et
31,82% pour I’allele I (Tableau 5).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études antérieures. L’étude réalisée par Vettriselvi
et al (2008) a révélé une absence d'association entre le polymorphisme de ’ACE et la
grossesse arrétée chez les femmes du sud de I'Inde. De méme, Goodman et al. (2009) et
Yenicesu et al. (2009) ont déclaré que ce SNP du géne ECA n’est pas un facteur de risque de
fausses couches spontanées a répétition chez une population de patientes américaines. Aucune
association significative n’a été observée entre ce SNP et la survenue d'une grossesse arrétée
au premier trimestre chez une population de femme originaire de Gaza (Palestine) (Al Sallout
and Sharif, 2010) et chez un échantillon de femmes d’origine turque (Bagheri et al., 2010). I1
en est de méme pour ce qui a été publié par Corbo et al. (2011). Pareillement, les études
entreprises par Jeon et al. (2013) et Kim et al. (2014) Zonouzi et al. (2013) ont noté que ce
polymorphisme n’est pas un déterminant majeur du développement de la grossesse arrétée
chez les femmes coréennes et iraniennes, respectivement. En outre, Pereza et al. (2015) et
Yalcintepe et al. (2015) ont rapporté qu’aucune différence statistiquement significative n'a été
observée dans la distribution des fréquences génotypiques et alléliques quelque soit le modele
génétique étudié entre les femmes avec avortement spontané a répétition idiopathique (IRSA)
et les femmes témoins ou entre les femmes ayant un IRSA primaire et secondaire de la
population slovanienne et turque, respectivement. En 2016, les résultats obtenus par
Kurzawinska et al. (2016) et par Shakarami et al. suggérent aucune association apparente entre
le polymorphism de ’ECA et la susceptibilité accrue a la fausse couche a répétition dans les
populations polonaise et iranienne analysées. De plus, Heidari et al. (2017) et Chatzidimitriou
et al. (2017), selon leurs études effectuées sur un échantillon de population iranienne et
grecque, respectivement, le polymorphisme en question ne peut €tre considéré comme un

facteur de risque de la pathologie étudiée.
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Néanmoins, de nombreuses études divergent avec nos résultats en Italie (Fatini et al., 2000),
en Alemagne (Buchholz et al., 2003), en Autriche (Dossenbach-Glaninger et al.,2008),
Alemagne (Bukreeva et al., 2009), Iran (Aarabi et al., 2011); Corée (Choi et al., 2011),
Turquie (Ozdemir et al., 2012), Chine (Zhang et., 2011) ; Iran (Fazelnia et al., 2016), en
Mexique (Lopez-Jiménez et al.,2016) qui ont constaté une association positive entre I’Ins/del
de I’intron 16 du géne ACE et I’avortement spontanée a répétition.

Trois méta-analyses réalisées en 2012 (Yang et al.) et 2013 (Su et al. ; Wang et al.) qui ont
déclaré un effet positif de ce polymorphisme sur I’augmentation du risque d’avortement a
répétition.

Aslbahar et al. (2018) ont ¢galement effectué¢ une méta-analyse d’un total de 26 études cas-
témoins portant sur 3 140 cas de perte de grossesse récurrente (PGR) et 3 370 témoins et ont
rapporté une association significative entre le polymorphisme ECA I/D et le risque de PGR.
Dans cette méme étude, une analyse de sous-groupe par appartenance ethnique a montré qu'il
existait une association significative entre le polymorphisme ACE I/D et un risque accru de
PGR chez les populations de race blanche et d'Asie occidentale, mais pas chez les Asiatiques
de I'Est.

L’explication suggérée par ces études qui ont déclaré une association positive réside dans le
fait que les membranes placentaires et feetales sont d'importants sites de production d'ECA et
d'angiotensinogéne (AGT) et contiennent de fortes concentrations de récepteurs de
l'angiotensine II. Ils sont impliqués dans I'hémostase a travers plusieurs mécanismes, dont la
fibrinolyse, I’agrégation plaquettaire et la coagulation du sang. En plus des fonctions
vasomotrices, le systéme rénine angiotensine est également impliqué dans les événements clés
du processus inflammatoire en augmentant la perméabilité vasculaire en contribuant au
recrutement de cellules inflammatoires. La présence de 1'allele D ou du génotype D/D du gene
ECA est corrélée a une activité plasmatique élevée de 'ECA. Cette condition diminue la
capacit¢ de fibrinolyse ou augmente la tendance a la thrombose. En ce qui concerne
I'hémostase, l'inflammation et la coagulation, plusieurs réactions sont modulées par le systeéme
rénine-angiotensine (Su et al., 2012).

Les résultats obtenus dans la majorité des études décrivant ce polymorphisme génétique en
association avec I’avortement a répétition sont contradictoires. Cela est dQi en partie au fait
que les associations peuvent varier selon les différentes populations ethniques (origines
génétiques) et qu’elles peuvent étre biaisées en raison de la petite taille des échantillons. L'une
des raisons de la petite taille de I'échantillon est que ce type de pathologie est relativement

rare et peut ne pas dépasser 1% chez les femmes. Une autre préoccupation concerne le choix
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d’un bon groupe de témoins. Certaines autres ¢tudes portant sur des femmes atteintes de FCS

ont utilisé des témoins appariés pour comparer les fréquences génotypiques.

Nos résultats ne peuvent étre concluants que si la taille de la population d’étude sera plus

importante.
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La grossesse arrétée est une des complications les plus génantes de la grossesse qui
correspond a la perte naturelle de la grossesse. L’¢tude des facteurs de risque et les
marqueurs génétiques impliqués dans 1’étiologie de la grossesse arrétée a fait 1’objet de
plusieurs études et travaux de recherches dans le monde. De méme, plusieurs recherches ont
¢t¢é menées pour rechercher 1’association possible de la grossesse arrétée avec le
polymorphisme I/D dans l'intron 16 du géne ECA. Ce dernier est proposé comme gene
candidat dans des nombreuses maladies courantes et les taux plasmiques d’ECA étaient
associés a ce polymorphisme d’insertion (I) / délétion (D). L’ECA représente 1’une des causes

majeures de mortalit¢ feetale pendant la grossesse.

Notre étude a permis d’identifier des facteurs de risque impliqués dans la survenue de la
grossesse arrétée, tels que I’age (30-40 ans), la présence d’antécédents personnels d’HTA, du
diabéte, la présence d’antécédents obstétricaux : parité (nullipares et paucipares). Les résultats
obtenus par 1’é¢tude des caractéristiques épidémiologiques concordent avec ce qui rapporté
dans la littérature.

L’exploration génotypique du polymorphisme I/D de ’ECA nous a permis d’obtenir les
répartitions des fréquences génotypiques respectives chez les patients et les témoins : (DD
70%, ID 20% et I 10%) et (DD 45,45%, ID 45,45% et I 9,10%) ainsi que les fréquences
alléliques (D 80%, 1 20%) et (D 68,18%, I 31,82%,) chez les patientes FCS et les témoins,
respectivement.

Nous pouvons conclure que le génotype DD et l'allele D était plus répandu chez les
femmes atteintes de FC. Une nette prédominance du génotype DD (70%) a été observée chez
les femmes atteintes par rapport aux femmes témoins (45,45%). Selon nos résultats, aucune
association significative n’a été observée entre le polymorphisme étudié et la GA ; mais ces
résultats ne peuvent étre généralisée a I’ensemble de la population algérienne, vu la taille de

I’échantillon trés réduite.

Comme perspectives de notre travail, il serait intéressant de poursuivre la recherche sur ce
théme en :
- ¢largissant la taille de 1’échantillon étudié,
- de continuer I’étude sur le gene ECA, d’étudier sa fonction ce qui va permettre de
mieux comprendre 1’étiologie et peut mener a la découverte de nouvelles cibles

thérapeutiques et de diagnostique de cette pathologie.
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- d’effectuer une analyse cytogénétique des patientes diagnostiquées avec un

avortement spontané a répétition.

Comme la perte de grossesse récurrente est un trouble complexe dans lequel, les
origines génétiques et les facteurs environnementaux interagissent pour déterminer sa
pathogenese, des études supplémentaires sont donc nécessaires pour rechercher les influences
potentielles d’autres polymorphismes des génes impliqués dans la pathogenése de la GA,

susceptibles d’étre affectées par des interactions géne-géne et géne-environnement.
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Annexes

Annexe 01 : Fiche de renseignement

e Nom et prénom:

e Adresse :

o Tel:

o Age:

e Activité physique

¢ Le niveau socioprofessionnel:

e Caractere des cycles : Réguliers I:I IrréguliersI:I Durée : I:I

¢ Date du mariage :

e Poids habituel juste avant la grossesse (Kg) : Taille (m) :

e Age de la premicre grossesse : I:I

e Nombre de grossesse y compris la présente : I:I

e Nombre de fausses couches : I:I Date de la derniere : I:I Terme : I:I
¢ Cause de fausse couche :

e Nombre d’enfants vivants :

e Nombre d’enfants qui sont : Mort I:I Mort-nés I:I Prématurésl:l

¢ Enfant ayant une anomalie chromosomique : trisomiel:l ou autrel:l
e Nombre d’enfants mort avant d’avoir un an : I:I

e Mort liée au poids insuffisant : Oui I:I Non I:I

e Grossesse au cours d’un allaitement : Oui |:| Non I:I

¢ Contraception antérieure : Oui I:I Non I:I

e Méthode utilisée :
e Régime particulier : Oui I:I Non I:I

Conseillé par : Médecin diététicien magazine ou publicité
¢ Conseils d’entourage : autre (s) :

Antécédents avant la présente de la grossesse :

e Age gestationnel actuel (mois ou semaines) :
e Poids actuel (Kg) :



Parameétres biologiques :

e Glycémie (g/L):

e Globule blanc (ul) :

e Globule rouge (Ul) :

e Hémoglobuline (g/dl) :
e Hématocrite (%) :

e Les plaquettes (Ul) :
lymphocyte (%) :

urée (g/1) :

TP (%) :

ABO:

Les pathologies liées a la grossesse

e Hypertension artérielle : 0ui|:| Non

e Anémie : oui I:I Non [_]

e Diabete : oui Non [ ]

e Maladie cardio-vasculaire : oui |:| Non |:|
¢ Pathologie inflammatoire : oui I:I Non I:I

e Autres : oui |:| Non |:|

Grossesse actuelle :

e Poids (kg) :

e Taille (cm) :

e Etes-vous préparée psychologiquement pour cette grossesse : 0ui|:| Non |:|
e Envisagez-vous d’allaiter cet enfant : oui Non

e Avez-vous allaitez vos enfants précédents : oui combien de temps I:I Non I:I

e Présentez-vous des troubles liés a votre grossesse ? Ouil:l Non I:I
Si oui de quel type ?
e Maux de grossesse : nauséel:l Vomissementl:l mal au dos I:I constipation I:I

insomnie I:I autres I:I

Enquéte le jour de ’accouchement :
e Age gestationnel :
e Modalités d’accouchement : accouchement normall:laccouchement compliqué cause(s) : I:I

¢ Durant les premiers jours suivant ’accouchement :

Nouveau-né

¢ Date de naissance : Sexe masculin I_I fémim'nl_l

e Poids de naissance (Kg) : Taille a la naissance (cm) I:I , Périmétre cranien de naissance
(cm) :

e Température Malformations : Convulsions I:I

e Complication (s) éventuelle(s) :




Annexe 02 : Technique d’extraction d’ADN

- Ajouter dans un tube Falcon de 50 ml le sang total, puis compléter jusqu’au volume de 50
ml avec du TE (TRIS + EDTA) 20:5.

- Laisser le mélange 10 min dans le bain de glace.

- Centrifuger pendant 10 min a 3900 g (3900 rpm).

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide afin de garder le culot leucocytaire précipité au
fond de tube.

- Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en suspension et
laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

- Déverser le surnageant pour obtenir un culot de leucocytes.

- Dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement et les
mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, PH 8§ ,2).

- Ajouter 200 pl de SDS a 10% (détruire les membranes et libérer I’ADN).

- Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg /ml (purification du mélange).

- Dans I’étuve, agiter les tubes dans une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain, refroidir dans le bain de glace.

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

- Remettre les tubes 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

- Centrifuger pendant 15 min a 2500 rpm.

- Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml, et puis ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu (environ 8ml) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs
fois : la pelote d’ADN s’est formée visible a I’ceil nu (laisser le tube éventuellement 30 min a
-20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).

- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et rincer 2 fois dans I’éthanol a 70% dans

un tube eppendorf stérile.

2. Solubilisation de ’ADN
L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pl de TE 10 selon la grosseur de la pelote
et la concentration souhaitée.
Laisser les tubes sur un agitateur rotateur a 35 °C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution compléte (1 a 2 jours).



Annexe 03 : préparation du TBE 1X
On prépare le TBE 10X : Tris 108g + acide Borique 55g + EDTA 9.3g + H20 distillée 1L,
puis on fait une dilution pour obtenir un TBE 1X, on prend 100 ml TBE et on compléte le

volume avec de I’H20 distillée jusqu’a 1000 ml.



Résumé

La complication la plus courante de la grossesse est la perte de grossesse récurrente
idiopathique. En Algérie, la grossesse arrétée représente un réel probléme dans le service de
gynécologie obstétrique. Certains facteurs favorisent la survenue d’un fausse couche
spontanée tels que : I’age maternel >a 36 ans et les maladies chroniques. Plusieurs facteurs de
risque génétiques peuvent tre a 1’origine de la survenue d’une GA. L'ECA est une enzyme
clé dans le systeme rénine angiotensine. Compte tenu de l'important role de ’ECA, il semble
étre une cause de fibrinolyse qui pourrait favoriser le développement d’une GA.

L’objectif de notre étude était de préciser les caractéristiques phénotypiques, cliniques et
obstétriques et d’examiner d’éventuelle association entre le polymorphisme D/I du géne de
I’ECA et le risque de la GA dans un échantillon de femmes algériennes.

Patientes et méthodes : I’étude statistique a concerné 89 femmes qui ont été hospitalisées au
niveau du service de gynécologie du CHUC de constantine. L’étude moléculaire a été¢ menée
sur 14 femmes enceintes, ayant une grossesse arrétée, recrutées au niveau du méme service,
et colligées sur une période de deux mois. L’identification de 1’association entre le
polymorphisme D/I du géne ECA et la survenue de la grossesse arrétée a été réalisée par la
technique de PCR. La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les deux
groupes a été établie par le calcul de 1’odds et de la p-value.

Résultats : [’age moyen global de nos patientes est de 32 ans avec un pic de fréquence entre
30 a 40 ans et des extrémes allant de 22 ans a 42 ans. La majorit¢ des femmes était des
nullipares et paucipares. Nous avons observé que 1’age gestationnel était entre 10SA -20SA
avec une fréquence de 57%. Dans notre étude, 15% des patientes avaient des antécédents
médicaux personnels. L’HTA est considéré comme le premier et le plus fréquent. Ce dernier
augmente avec 1’age maternel, mais les autres facteurs (le systtme ABO, les antécédents
familiaux) n’ont aucune association significative. De méme, aucune association positive n’a
¢été observée entre le polymorphisme de ’ECA et la GA dans notre échantillon d’étude.
Conclusion : selon 1’analyse statistique des résultats préliminaires du génotypage
moléculaire, le polymorphisme D/I de I’ECA ne peut étre considéré comme un facteur de
risque pour la grossesse arrétée. Cependant la taille de notre échantillon ne permet pas

d’infirmer ou de confirmer avec une certitude la présence ou 1’absence de cette association.

Mots clés : grossesse arrétée, fausse couche spontanée, age, FCA, age gestationnel,

polymorphisme D/I, PCR.



Abstract

The most common complication of pregnancy is idiopathic recurrent pregnancy loss (RPL). In
Algeria, the pregnancy loss represents a real problem in the obstetrics and gynecology
department. Some factors favor the occurrence of spontaneous miscarriage such as: maternal
age> 36 years and chronic diseases. Several genetic risk factors may be responsible for the
onset of GA. ACE is a key enzyme in the renin angiotensin system. Given the important role

of ACE, it appears to be a cause of fibrinolysis that could promote the development of GA.

The objective of our study was to specify the phenotypic, clinical and obstetric characteristics
and to examine the possible association between the D / I polymorphism of the ACE gene and

the risk of GA in a sample of Algerian women.

Patients and methods: the statistical study concerned 89 women who were hospitalized at
the gynecology department of the CHUC of Constantine. The molecular study was conducted
on 14 pregnant women, having an arrested pregnancy, recruited at the same service, and
collected over a period of two months. The identification of the association between the D / I
polymorphism of the ECA gene and the occurrence of the arrested pregnancy was carried out
by the PCR technique. The comparison of the allelic and genotypic frequencies between the

two groups was established by calculating the odds and the p-value.

Results: The overall mean age of our patients is 32 years with a peak frequency between 30
to 40 years and extremes ranging from 22 years to 42 years. The majority of women were
nulliparous and pauciparous. We observed that the gestational age was between 10SA-20SA
with a frequency of 57%. In our study, 15% of patients had a personal medical history. HTA
is considered the first and most common. The latter increases with maternal age, but the other
factors (ABO system, family history) have no significant association. Similarly, no positive

associations were observed between ACE polymorphism and GA in our study sample.

Conclusion: According to the statistical analysis of the preliminary results of molecular
genotyping, the D / I polymorphism of ACE cannot be considered as a risk factor for arrested
pregnancy. However, the size of our sample does not allow confirming or confirming with

certainty the presence or absence of this association.

Key words: arrested pregnancy, spontaneous miscarriage, age, ACE, gestational age, D / 1

polymorphism, PCR.
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La complication la plus courante de la grossesse est la perte de grossesse récurrente idiopathique. En
Algérie, la grossesse arrétée représente un réel probléme dans le service de gynécologie obstétrique. Certains
facteurs favorisent la survenue d’un fausse couche spontanée tels que : 1’age maternel >a 36 ans et les
maladies chroniques. Plusieurs facteurs de risque génétiques peuvent étre a 1’origine de la survenue d’une
GA. L'ECA est une enzyme clé dans le systéme rénine angiotensine. Compte tenu de 1'important role de
I’ECA, il semble étre une cause de fibrinolyse qui pourrait favoriser le développement d’une GA.
L’objectif de notre étude était de préciser les caractéristiques phénotypiques, cliniques et obstétriques et
d’examiner d’éventuelle association entre le polymorphisme D/I du geéne de ’ECA et le risque de la GA
dans un échantillon de femmes algériennes.

Patientes et méthodes : 1’¢tude statistique a concerné 89 femmes qui ont été hospitalisées au niveau du
service de gynécologie du CHUC de constantine. L’étude moléculaire a ét¢ menée sur 14 femmes enceintes,
ayant une grossesse arrétée, recrutées au niveau du méme service, et colligées sur une période de deux mois.
L’identification de 1’association entre le polymorphisme D/I du géne ECA et la survenue de la grossesse
arrétée a ¢été réalisée par la technique de PCR. La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques
entre les deux groupes a été établie par le calcul de 1’odds et de la p-value.

Résultats : L’age moyen global de nos patientes est de 32 ans avec un pic de fréquence entre 30 a 40 ans et
des extrémes allant de 22 ans a 42 ans. La majorité des femmes était des nullipares et paucipares. Nous
avons observé que 1’age gestationnel était entre 10SA -20SA avec une fréquence de 57%. Dans notre étude,
15% des patientes avaient des antécédents médicaux personnels. L’HTA est considéré comme le premier et
le plus fréquent. Ce dernier augmente avec 1’dge maternel, mais les autres facteurs (le systtme ABO, les
antécédents familiaux) n’ont aucune association significative. De méme, aucune association positive n’a été
observée entre le polymorphisme de I’ECA et la GA dans notre échantillon d’étude.

Conclusion : selon I’analyse statistique des résultats préliminaires du génotypage moléculaire, le
polymorphisme D/I de I’ECA ne peut étre considéré comme un facteur de risque pour la grossesse arrétée.
Cependant la taille de notre échantillon ne permet pas d’infirmer ou de confirmer avec une certitude la
présence ou 1’absence de cette association.

Mots clés : grossesse arrétée, fausse couche spontanée, age, ECA, age gestationnel, polymorphisme D/I,
PCR.
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