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ABREVIATIONS

Apo : Apoprotéine

Arg : Arginine

ARNmM : ARN messager

CETP : Protéine de transfert des esters de cholestérol
Chol: Cholesterol

CKMB: Créatine Kinase Myocardial Band
Cys: Cysteine

Da: Dalton

DMSO: Dimethyl sulfoxide

DO : Densité optique

EC : Esters de cholestérol

EDTA: Ethylene diamine tetra-acetic acid
FDR: Facteur de risque

Glu: Glutamate

Gp: Glycérol phosphate

HAS: Haute autorité de santé.

HDL: High density lipoprotein

HDL-C: Cholestérol véhiculé par les HDL
IC: insuffisance cardiaque

IDL: Intermediate density lipoprotein

IDM : Infarctus du myocarde

i.e. : C'est-a-dire (id est, locution latine)
IFNy : Interféron vy

IL-1: Interleukine 1

IMC : Indice de masse corporelle

LCAT: Lecithine: cholestérol acyltransferase
LDL: Low density lipoprotein

Lp (a): Lipoprotéine (a)

LRP: LDL receptor-related protein
MCP-1: Monocyte chemotactic Protein-1
MCYV: Maladies cardiovasculaires

NCEP: National Cholesterol Education Program



NO: Nitric oxide

OMS: Organisation Mondiale de Santé
OR: Odds ratio (rapport de cote)

Pb : Paire de base

PGI2: Prostaglandine 12

RC: Rapport de cote (odds ratio)

R-LDL : Récepteur des LDL

SDS: Sodium dodecyl sulfate

SFBC: Société francaise de biologie clinique.
SOX9: SRY-box containing gene 9
TBE: Tris borate EDTA

TE: TrisEDTA

TGFp: Transforming growth factor
TNF: Tumor Necrosing Factor
VLDL: Very low density lipoprotein



L iste des fiqures :

Figure 1: Complications majeures de I'athérosclérose des artéres coronaires (IDM).

Figure 2: Structure des vaisseaux, Structure des arteres et des veines de capillaire.

Figure 3: Représentation de la paroi vasculaire saine et de la «strie lipidique».

Figure 4: Représentation de plaque d'athérome mature. Représentée par une chape fibreuse
composee principalement de CML et un centre lipidique contenant des cellules spumeuses,
des lipides et des macrophages.

Figure 5: Genése de la plaque d’athérome et ses complications majeures.

Figure 6: Geneése de la plaque athérosclérose, séquence proposée par H.C. Stary.

Figure 7: Structure générale d'une lipoprotéine.

Figure8: Trois Grandes VVoies de Régulation.

Figure 9: Localisation cytogénétique du gene de I’ Apo E sur le chromosome 19.

Figure 10: Positions exons —introns dans le gene d’Apo E.

Figurell: Structure des différents domaines de 1’ ApoE.

Figurel?2 : Répartition de la population d’étude.

Figure 13: Répartition des sujets témoins selon I'age et le sexe.

Figure 14: Répartition des sujets présentant un IDM selon 1’age et le sexe.

Figure 15: Répartition et évolution des IDM selon I'age et le sexe.

Figure 16: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 1.5% des fragments amplifiés (292pb)
par PCR du gene Apo E.

Figure 17: Site de restriction par I'enzyme Hhal.

Figure 18: Profil d’¢électrophorése sur gel d’acrylamide des fragments issus par clivage de
Hhal présentant différents génotypes d’Apo E.

Figure 19: Comparaison des Moyennes du cholestérol dans I'IDM et chez les témoins selon
le sexe.

Figure 20: Comparaison des Moyennes des TG dans I'IlDM et chez les témoins selon le
sexe.

Figure 21: Comparaison des Moyennes des C-HDL dans I'IDM et chez les témoins selon le
sexe.

Figure 22: Comparaison des Moyennes des C-LDL dans I''lDM et chez les témoins selon le
sexe.

Figure 23: Prévalence des facteurs de risque dans la population témoin.

Figure 24 : Prévalence des facteurs de risque dans les IDM.



Figure 25: Comparaison de la fréquence de I’HTA entre les témoins et maladies
cardiovasculaires.

Figure 26: Comparaison de la fréquence de diabéte entre les témoins et maladies
cardiovasculaires.

Figure 27: Comparaison de la fréquence du tabagisme chez les hommes entre les témoins et
maladies cardiovasculaires.

Figure 28: Comparaison de la fréquence de 1’obésité entre les témoins et maladies
cardiovasculaires.

Figure 29: Fréquences génotypiques de I'apoE dans la population générale.

Figure 30: Fréquence de I’all¢le 4 dans différentes populations.

Figure 31: Répartition des fréquences génotypiques dans la population de Constantine et dans
les IDM.

Figure 32: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans les
IDM.

Figure 33: Impact du génotype de 1I’Apo E sur le cholestérol et C_LDL chez Les porteurs de :
e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

Figure 34: Impact du génotype de I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de : e2/e3,
e3/ed et e3/e3.

Figure 35: Impact du génotype de 1I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de : e2/e3,
e3/ed et e3/e3.



Liste des tableaux :

Tableau 1: Concentration et répartition relative des marqueurs cardiaques.

Tableau 2: Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines.
Tableau 3: Classification selon le contenu en apolipoprotéines.

Tableau 4: Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des principales
apolipoprotéines.

Tableau 5: Les principaux récepteurs de 1’apoE dans les différents tissus.

Tableau 6: Associations des différents génotypes aux MCV.

Tableau 7 : Répartition de la population d'étude.

Tableau 8: Répartition des sujets témoins selon I'age et le sexe.

Tableau 9: Répartition des sujets présentant un IDM selon I'age et le sexe.

Tableau 10: Tailles des fragments de restriction en paire de base (Pb) correspondants aux
six génotypes possibles (3 homozygotes et 3 hétérozygotes).

Tableau 11: Comparaison des Moyennes du cholestérol, des triglycérides, du C-HDL et du
C-LDL dans I'IDM et chez les témoins selon le sexe.

Tableau 12 : Prévalence des facteurs de risque dans la population témoin.

Tableau 13: Prévalence des facteurs de risque dans les IDM.

Tableau 14: Fréquences génotypiques de I'Apo E dans la population générale.

Tableau 15: Fréguence génotypique de la population Constantinoise comparée a d’autres
groupes ethnique.

Tableau 16: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine.

Tableau 17: Fréquences alléliques de I'Apo E dans différentes populations.

Tableau 18: Fréquences génotypiques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans
les IDM.

Tableau 19: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans les
IDM.

Tableau 20: Impact du génotype de 1’Apo E sur les parameétres lipidiques chez Les porteurs
d’e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

Tableau 21: Calcul des odds ratio des sujets malades (IDM) ayant un alléle €4 par rapport
aux témoins ayant un génotype e3/e3.



o

" Introduction




Introduction

Introduction:

> Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont, avec le cancer, les maladies qui touchent
le plus les populations des pays industrialisés. Elles sont la cause principale des déces et de
morbiditeé.
L’ athérosclérose restant sans traitement étiologique spécifique, la correction de ses
facteurs de risque est actuellement le meilleur moyen de lutter contre cette maladie (1).
Dans le sang, Les lipides (cholestérol et triglycérides...) circulent grice a des
transporteurs appelés lipoprotéines.
Les études épidémiologiques ont permis d’identifier certains facteurs de risques de MCV qui
sont les plus importants comme :
e ’hypercholestérolémie
« |e tabac
e ’hypertension
e I’obésité
« le diabéte
o I’hérédité
Les concentrations des lipoprotéines plasmatiques sont en relation étroite avec le risque
cardiovasculaire. Elles sont contr6lées par des mécanismes homéostatiques impliquant la

régulation du métabolisme des lipoprotéines (2).

> Les apolipoprotéines E (Apo E ou arginine-rich proteins) sont des apolipoprotéines
structurales mineures qui participent a la régulation du catabolisme et de la captation des
lipoprotéines riches en triglycerides ou en cholestérol. Leur synthése a lieu au niveau de trés
nombreux organes : foie, cerveau, rein, mais pas au niveau intestinal (contrairement a d’autres

apolipoprotéines). Principalement localisées au niveau des VLDL.

> Parmi les facteurs génétiques, les génes codant pour les apoprotéines sont responsables
d’une part de cet effet génétique. Il existe differentes apoprotéines dont les mieux connues
sont les Apo A, B, C et essentiellement I’Apo E.

Il a été constaté pour la premiére fois une variation phénotypique au niveau de L’Apo
E & travers les études d'Utermann et al en 1977 démontrant ainsi que le phénotype E2/E2 était

toujours associé a la dysbétalipoprotéinemie de type 111 (2).
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L'expression phénotypique de I'Apo E est le résultat d’un polymorphisme génétique
sous le controle de trois alleles principaux 2, 3 et 4 situés a un locus sur le bras long du
chromosome 19. Ce polymorphisme est di a des mutations ponctuelles en deux sites précis du
gene .1l en résulte trois isoformes principales (E2, E3 et E4).L'Apo E3 comporte une cystéine
au résidu 112 et une arginine au résidu 158; la cystéine est présente a ces deux résidus pour
Iisoforme E2, et I'arginine a ces deux mémes positions pour I'Apo E4 (3). Les différentes
combinaisons génotypiques donnent six phénotypes: trois homozygotes (E2/E2 ; E3/E3 ;
E4/E4) et trois hétérozygotes (E2/E3 ; E3/E4 ; E2/E4).

La détermination du polymorphisme de I’Apo E a été menée par plusieurs études qui
ont révélé la relation existant entre ce polymorphisme et le risque de maladies

cardiovasculaires. Et que I’allele €4 est probablement lié a I’hypercholestérolémie (4).

Au niveau du pourtour méditerranéen, les etudes ont intéressé le Sud de I’Europe
(Italie, Grece, Espagne). Les résultats montrent une sous expression de I’allele Apo E4 et une
mortalité par maladie cardiovasculaire nettement plus basse que le reste du monde. Ce résultat
serait-il d0 seulement a une différence ethnique ou a des facteurs environnementaux qui
moduleraient le géne de I’Apo E.

La connaissance de ce polymorphisme devient un élément a prendre en considération
pour le suivi de patients dyslipidémiques, d’une meilleure adaptation thérapeutique et
diététique, ainsi que pour la connaissance des variations interindividuelles dans I’initiation et

la progression d’athérosclérose.

Notre étude a pour objectifs :

o La détermination de ce polymorphisme dans la population Algérienne en prenant
comme cible les habitants de Constantine.

o De comparer les fréquences des différents alleles dans la population d’étude (les sujets
atteints par infarctus du myocarde) et dans la population témoin (habitants de
Constantine).

o De voir s’il existe une relation entre ce polymorphisme et les taux des fractions
lipidiques (cholestérol, triglycérides, HDL et LDL).

o Et enfin d’entrevoir la liaison entre les différents génotypes et le risque de maladies

cardio-vasculaires.
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Les maladies cardiovasculaires Etude Bibliographique
1.1 Définition :

Les maladies cardio-vasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le coeur

et les vaisseaux sanguins. Elles comprennent (5) :

e Les cardiopathies coronariennes (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent le
muscle cardiaque).

e Les maladies cérébro-vasculaires (touchant les vaisseaux sanguins alimentent le
cerveau).

e Les artériopathies périphériques (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent les bras
et les jambes).

e Les cardiopathies rhumatismales, affectant le muscle et les valves cardiaques et
résultantes d’un rhumatisme articulaire aigu, causé par une bactérie, le streptocoque.

e Les malformations cardiaques congénitales (malformations de la structure du cceur déja
présentes a la naissance).

e Les thromboses veineuses profondes et les embolies pulmonaires (obstruction des veines
des jambes par un caillot sanguin, susceptible de se libérer et de migrer vers le cceur ou
les poumons).

Les infarctus et les accidents vasculaires cérébraux sont généralement des
évenements aigus et sont principalement dus au blocage d’une artére empéchant le sang
de parvenir au coeur ou au cerveau. Leur cause la plus courante est la constitution d’un
dép6t gras sur les parois internes des vaisseaux sanguins alimentant ces organes. Les
accidents vasculaires cérébraux peuvent aussi résulter du saignement d’un vaisseau

sanguin cérébral ou de caillots.
1.2 Epidémiologies :

On estime a 17,1 millions le nombre de décés imputables aux maladies
cardiovasculaires, soit 29% de la mortalité mondiale totale. Parmi ces déces, on estime que
7,2 millions sont dus a une cardiopathie coronarienne et 5,7 millions a un accident vasculaire

cérébral (derniéres statistiques 2004).

Plus de 82% des deceés interviennent dans des pays a revenu moyen ou faible et touchent

presque également hommes et femmes.
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D’ici 2030, pres de 23,6 millions de personnes mourront d’une maladie
cardiovasculaire (Cardiopathie ou accident vasculaire cérébral principalement). D’apres les
projections, ces maladies devraient rester les premiéeres causes de déces, le taux de

progression le plus important devrait toucher la région de la méditerranée orientale.

L'Asie du Sud-est devrait compter le plus grand nombre de déces. Les maladies
cardiovasculaires sont la premiere cause de mortalité en Algérie, avec de 20 000 a 25 000

déces chaque année. En 2002, 26,1% des déces ont été causés par ces maladies.

En 2010 plus de 1 million de personnes présentent des affections cardiovasculaires

dans notre pays (6).
1.3 Définition de ’infarctus du myocarde :

La définition des dommages myocardiques a évolué au cours du temps notamment

depuis I’apparition des marqueurs biologiques cardiospécifiques tels que les troponines.

En 2007, un groupe de travail international, regroupant 1I’European Society of
Cardiology (ESC), I'American College of Cardiology (ACC), I'American Heart Association
(AHA) et la World Heart Federation (WHF), a standardisé une définition de l'infarctus du

myocarde.

L’infarctus aigu est alors défini par une augmentation ou une baisse de biomarqueurs
cardiaques, de préférence la troponine, avec au moins une valeur supérieure au 99éme
percentile, associée a des signes d’ischémie myocardique, avec au moins un des éléments
suivants : une symptomatologie d’ischémie, une modification ¢lectrique significative
indiquant une nouvelle ischémie, une onde Q nouvellement apparue ou une preuve par
imagerie, preuve d’une nouvelle perte de myocarde viable ou d’une anomalie de la

contractilité régionale de la paroi myocardique vue a I’examen d’imagerie. (Figurel)

Ce rapport propose une classification clinique des différents types d’infarctus du myocarde,
reconnaissant 5 catégories distinctes de dommage myocardique sur la base de la

physiopathologie :

*Type | : spontanément lié a une ischémie par événement coronarien due a une érosion

et/ou & une rupture, une fissuration ou une dissection de plaque.
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* Type II : secondaire a une ischémie liée soit a une augmentation de la demande en

oxygene, soit & une diminution de I’apport en oxygene.
*Type I : mort subite.

* Type IV : (a) sur angioplastie, (b) sur thrombose de stent.

* Type V : aprés pontage coronarien chirurgical.

Infarctus du
_~ Myocarde

Plaque
d’athérome

Artéres

Coronaires
Cailiot

Sanguin

Figure 1: complications majeures de I'athérosclérose des artéres coronaires (IDM). (7)

1.4 Diagnostic :

Le diagnostic des syndromes coronaires aigus, parmi eux IDM repose sur les
critéres cliniques et électriques (électrocardiogramme) et biologiques. Le tableau 1 résume les

principaux marqueurs de nécrose cardiaque.

Tableau 1 : Concentration et répartition relative des marqueurs cardiaques. (8)

Cytoplasme Appareil contractile Concentration
intracardiaque
Troponine Ic 3-4% 96-97% 5mg/g
Troponine Tc | 6-8% 92-94% 11mg/g
CKMB 100% 0% 1mg/g
Myoglobine 100% 0% 24mglg
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I.5 Facteurs de risque de I’'IDM :

Les maladies cardiovasculaires ne préviennent pas toujours, mais elles ne frappent pas
non plus au hasard. Le risque de développer un IDM étant plus rapide lorsqu’il y a plus de

facteurs aggravants associés.

Certains facteurs de risques sont aujourd’hui bien connus et peuvent étre classés en
facteurs modifiables et facteurs non modifiables, en plus d’autres facteurs qui sont en cours de

validation :
1.5.1 Facteurs non modifiables :

1.5.1.1 Age :

Le risque cardiovasculaire augmente avec 1’dge, méme si des cas d’athérosclérose sont
observés chez des sujets jeunes, la prévalence de cette pathologie reste fortement corrélée a
I’age (9,10). L’impact de tous les facteurs de risque est substantiellement plus grand chez les

personnes d’age moyen ou agées que chez les jeunes adultes (11,9).
1.5.1.2 Sexe :

Le risque de développer un IDM est en effet plus élevé dans le sexe masculin (9). La
maladie coronarienne est rare chez la femme en pré-ménopause, en I’absence de diabéte ou
d’hyperlipidémie génétique sévere telle que I’hypercholestérolémie familiale. Apres la
ménopause, le niveau de risque chez cette derniere rejoint trés progressivement celui de
I’homme (12,13). Cette différence de sexe peut étre expliquée par I’effet protecteur des

hormones chez la femme en période d’activité génitale (9).
1.5.1.3 Antécédents familiaux et hérédité :

Des antécédents familiaux de maladie coronarienne sont hautement instructifs en ce
qui concerne le degre du risque. Seuls les accidents cardiovasculaires précoces sont a prendre
en compte, c’est a dire avant 55 ans chez un homme et avant 65 ans chez une femme ; et ne
seront considérés comme significatifs que les accidents survenus chez le pére, la mére ou un
parent du premier degré En fait, la génétique ne serait responsable que du tiers du risque, le

reste dépend du mode de vie du sujet (9,10).
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1.5.2 Facteurs modifiables :

1.5.2.1 Hypertension artérielle (HTA) :

L’hypertension artérielle (HTA) est un FDR cardiovasculaire indiscutable. Le lien
entre niveau tensionnel et risque d’IDM est continu, ce qui signifie qu’il n’y a pas de seuil

individualisé en dessous duquel le risque peut étre considéré comme nul (9,14).
1.5.2.2 Diabete :

Le diabete majore fortement le risque de maladie coronarienne. Ce risque est
globalement multipli¢ par un facteur 3 chez la femme et 2 chez I’homme (15). Les diabetes de

type I et II sont associés a une augmentation du risque d’IDM.
1.5.2.3 Dyslipidémies :

La relation entre les dyslipidémies et la cardiopathie ischémique est connue depuis
Longtemps (16,9).

La morbidité-mortalité coronarienne est associée a :

e une augmentation du LDL cholestérol
e une diminution du HDL cholestérol
e une augmentation des triglycérides (TG)

e une augmentation de la Lp (a)
1.5.2.4 Obésité :

L’obésité est évaluée par I'indice de masse corporelle (IMC) (poids/taille?). Il y a
surpoids lorsque I'IMC est supéricur a 25 et obésité au-dela de 30 (9). Au-dela de la
corpulence totale, la répartition de I’adiposit¢ a un impact important sur le risque
cardiovasculaire. En effet 1’obésité abdominale (répartition de type centrale) majore le risque

de fagon plus significative (16,10).

L’obésité serait un FDR indirect des maladies cardiovasculaires passant par le
développement d’une insulino-resistance et d’une HTA. Ces trois FDR s’additionnent et

expliquent la forte augmentation du risque de syndrome métabolique. (17).
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1.5.2.5 Sédentarité:

Un manque d’exercice augmente le risque de maladie coronarienne, indépendamment
des autres facteurs de risque (9,10). Une méta-analyse a montre, a partir de plusieurs études
de cohorte, que la sédentarité multipliait par 1.9 le risque de décés d’origine coronarienne, par
rapport a une population active (18). Alors que l'activité physique réguliére permet de réduire
le poids, de réguler les taux de cholestérol et de lipides sanguins, la tension artérielle et le
diabete, et d'atténuer ainsi le risque cardiovasculaire global (19). Il a été démontré qu’a la
suite d’un infarctus du myocarde ; I’absence d’activité physique chez ces patients est associée
a une plus forte mortalité, par rapport a ceux qui bénéficient d’une réadaptation

cardiovasculaire (19).
1.5.2.6 Tabac :

Il s’agit d’un facteur de risque majeur quel que soit le type de tabagisme, actif ou

passif (9,10).

Le tabac peut méme étre un facteur de risque plus important dans les régions avec une
incidence de maladie cardiovasculaire en augmentation telles que 1’Asie et I’Europe de 1’Est

et Centrale, par rapport a I’Europe de I’Ouest et a I’Amérique du Nord (20).

In vitro L’oxydation des LDL, premicre condition de 1’athérosclérose, peut étre
provoquée chimiquement par incubation de LDL natives en présence d’extraits de fumée de
cigarette (21).

En résumé, les FDR peuvent étre associés, les risques sont alors multipliés et non additionnés.
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1.1 Découverte et historique :

L’athérosclérose n’est pas une pathologie des temps modernes, en effet les
plaques d’athérome authentiques sur le plan histologique ont été identifiées au sein des corps
momifiés égyptiens par Sir Marc Armand RUFFER qui publia ses observations en 1911 (22).
En 1740, le médecin allemand Krell décrit pour la premiére fois des concrétions calciques au
niveau de la paroi artérielle, qu'il appelle plaques osseuses. C'est prés de deux cent ans plus
tard, en 1933, qu'apparaitra le terme d'athérosclérose, nom donné a ce durcissement de la
paroi artérielle par un médecin strasbourgeois Lobstein (23).

11.2 Définition:

L’athérosclérose est définie selon 1’Organisation Mondiale de la Santé comme «
une association variable de remaniements de I'intima des artéres de gros et moyen calibre,
consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissu fibreux et de dép6t calcaires; le tout s'accompagnant de

modifications de la media ».

En fait, I’athérosclérose aboutit & la formation de plaques au niveau de la paroi
des artéres. Ces plaques sont composées de dépots lipidiques riches en cholestérol (athérome)

enveloppés dans une gangue fibreuse (sclérose) (24).

e Artériosclérose : Terme générique désignant 1’épaississement de 1’intima artérielle avec
amincissement fibreux de la media (25). Alors que I’athérosclérose ne touche que la
media. De plus, I’artériosclérose touche aussi les artéres de petit calibre et les artérioles
(26).

e Athérome : Portion lipidique des plaques athéroscléroses (25).
11.3 Physiologie de la paroi vasculaire saine :

Seules les artéres de moyen et gros calibre (0.5 a 3cm de diametre externe) sont
sensibles au développement des Iésions athéroscléroses. Cependant il existe parmi ces arteres
de la variation de structure, de propriété mécanique et de susceptibilité a développer de

I’athérome. Elles répondent a un modele commun d’organisation, composé de trois tuniques
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superposées dénommées de la lumiére vers la périphérie de 1’artére : 1’intima, la média et

I’adventice. (Figure 2)

TUNIQUE INTEBNE

Endothelium
Membrane basale
Limitante slastique interne

TUNIQUE MOYENNE

Muscle lisse

Limitante slastique
externe

TUNIQUE EXTERNE

Lumisre
b) Veine

Lumiéere
a) Artere

Lumiere

Endotheéelium Membrane basale

Figure 2 : Structure des vaisseaux (27). Structure des arteres et des veines de capillaire.

Tunique interne = intima ; tuniqgue moyenne = média ; tunique externe = adventice

11.3.1 L’intima :

Elle constitue la premiére couche et le lieu de formation de la plaque d’athérome. Elle
est constituée d’une couche unique et continue de cellules endothéliales directement en

contact avec le sang circulant.

La sous endothéliale ou membrane basale sur la quelle reposent les cellules
endotheliales , d’épaisseur variable et de nature conjonctive, est composée de fibre de
collagene, de quelques fibres élastiques et des fibroblastes qui produisent des protéoglycanes,
de glycogéne et de élastine. Elle est caractérisée par une importante activité enzymatique et
par la présence d’abondantes cellules immunitaires. Enfin I’imitant élastique interne permet

de séparer I’intima de la media.
11.3.2 La Media:

Elle est composée principalement de cellules musculaires lisses (CML) entourées de
fibres élastiques et de fibres de collageéne, qu’elles synthétisent. La média est séparée de

I’adventice par la limitante élastique externe.

10
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11.3.3 L’adventice :

Cette tunique ancre le vaisseau dans les tissus voisins. C’est un tissus lache, composé
de fibres de collagene, de fibres élastiques, de CML et de fibroblastes, dans lequel vont
cheminer les vasa vasorum irrigant la partie externe de la média (présents uniquement sur les

grosses arteres).elle est parfois parcourue par des fibres musculaires longitudinales.
Il .4 Les cellules impliquées dans la formation de la plaque d’athérome :

Les acteurs qui jouent un réle prépondérants dans la genése de la plaque
d’athérosclérose sont Les lipoprotéines essentiellement les LDL modifiés et 4 types

cellulaires :

les cellules endothéliales.

les cellules musculaires lisses, et les lymphocytes.

Les monocytes et macrophages.

Les plaquettes.
I1.5 Evolution de la plaque d’athérome :

I1 .5.1 La dysfonction endothéliale : déclencheur de I’athérosclérose :

L'étape initiale se caractérise par un dysfonctionnement (ou activation) endothélial dont les
causes sont partiellement comprises. Les bifurcations et les courbes des troncs artériels sont
des régions prédisposées a développer des plaques d'athérome. Ce sont des régions ou les flux
sanguins sont perturbés et ou I'endothélium est soumis d'une part a des fluctuations spatiales
et d'autre part a des contraintes de cisaillements (« shear stress ») d'amplitudes variables. En
effet la perte du flux laminaire, responsable d'une diminution locale des forces de
cisaillement va entrainer I'induction de I'expression d'un certain nombre de genes tels que les
molécules d'adhésion, les cytokines ou l'inhibition de l'expression de 1’élément protecteur
comme le NO et PGI2. Ces modifications transcriptionnelles vont alors permettre la formation

d'un état inflammatoire initiant I'athérosclérose.

Il existe plusieurs récepteurs tels que les récepteurs de la famille des LDLr, les récepteurs
«éboueurs» des macrophages qui permettent aux particules lipidiques oxydées de pénétrer a

I'intérieur des cellules et de formes des cellules spumeuses. (28)

11



Athérosclérose Etude Bibliographique

Ces processus concourent d'une part au recrutement et a I'adhérence de monocytes et de
lymphocytes au niveau de I'endothélium et d'autre part & leur multiplication. Les monocytes
ayant pénétré dans la couche intimale vont se transformer en macrophages qui vont se gorger
de LDL oxydées présentes dans l'espace sous-endothélial et devenir des cellules spumeuses.
On est a présent au stade précoce de la pathologie avec la formation de «stries lipidiques»
(Figure 3). (29)

1-Adventics
2-Timitante exXterne
3-Lumiéere de l'artere
4-T imitante intfeme
S-DNiedia

UhwnNa

—
e

Paroi arterielle saine.

Athérogenése

¥ Sl :
:m’.‘--,,.__‘_h-_

n e, (D W 30

Limitante interne

b A B AP AN RS R D AP

Lipides

Lgan\,
&9 macrophage

N

cellule spumeuse

Strie lipidique : dépdt de lipides. Adheésion de monocytes et

plannOC_V[CS. @ plasmocyte ﬁ plaquettes

Figure 3 : Représentation de la paroi vasculaire saine et de la «strie lipidique» (30).

Il .5.2 Formation de la plaque d'athérome mature : un centre athéromateux et une

chape fibreuse :

Le phénomene va s'amplifier car les macrophages et les lymphocytes vont entretenir le
phénomene inflammatoire en secrétant des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IFN-g, TNF-
a) ou en stimulant la production de cytokines ou de MCP-1 par les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses (CML) de la media.

Les CML vont progressivement subir un phénomene de dédifférenciation afin de
migrer vers I'endothélium et construire une «chape fibreuse» entourant les cellules spumeuses.
Le tissu fibreux est constitué de collagene, d'élastine, de fibrine, de protéoglycanes et de CML
et permet de stabiliser la plaque d'athérome. Ces CML vont continuer a proliférer sous
I'influence des facteurs de croissance produits au sein de la plaque et a produire

12
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des métallo protéinases qui ont pour role de dégrader la matrice extracellulaire et de fragiliser

la plague.

Cette chape fibreuse entoure le centre lipidique qui est formé essentielles de lipides libérés

apres dégenerescence des cellules spumeuses (Figure 4) (31).

La formation de cette plaque d'athérome entraine d'autres modifications de la paroi
artérielle notamment par la formation de nouveaux vaisseaux provenant de ramification des

vasa vasorum de l'adventice irrigant ainsi la paroi vasculaire.

Plaque d'athérome : migration et proliffération de cellules
musculaires lisses.

Figure 4: Représentation de plaque d'athérome mature. (30).
11 5.3. Plaque d'athérome compliquée:

L'évolution de la plaque se déroule de fagon lente, sur plusieurs années en général.
Progressivement, la plaque d'athérome se développe et la lumiere artérielle se reduit,
entrainant une sténose artérielle. Au début de la maladie, l'artere est capable de réagir et
compenser cette sténose en se dilatant (remodelage vasculaire). Petit a petit, les efforts de
compensation sont trop importants a mettre en place et la sténose artérielle se développe et
peut obstruer la majeure partie de la lumiére artérielle. Plusieurs complications peuvent

survenir (Figure 5).

- La rupture de la chape fibreuse encore appelée ulcération ou fissure met en contact le
contenu de la plaque et le sang circulant entrainant deux complications. D'une part le sang
sous forte pression peut s'engouffrer dans la breche pour former un hématome, parfois
volumineux, a l'intérieur de la plague. D'autre part le contenu de la plaque est exposé a la
circulation sanguine, les processus de coagulation s'installent, les plaquettes adhérent et les

risques de thromboses sont élevés (32).

13
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Ceci pouvant entrainer dans le pire des cas une occlusion de la lumiére artérielle et un
syndrome coronarien aigu de type angor ou infarctus du myocarde. Dans d'autres cas le

thrombus et I'nématome se stabilisent sans provoquer d'occlusion.

Cependant, certaines plaques dites stables, trés fibreuses dures, n'entrainent pas de
complications majeures. Les facteurs de rupture de la plague sont généralement liés a leur
composition en lipides et en tissus fibreux, un centre lipidique important et une chape fibreuse
tres fine (33), ainsi qu'a leur contenu en métallo protéinases. De plus, cette chape fibreuse fine
doit étre relativement peu solide, ce qui implique qu'elle contienne peu d'élastine et de
collagéne. D'autres facteurs sont également impliqués dans l'instabilité de la plaque
I'apoptose des cellules de la plaque, les CML, les macrophages (34) et la rupture de néo-

vaisseaux intra-plaque.

- L'Anévrisme est une conséquence de l'athérosclérose et se traduit par un amincissent
accentué de la paroi artérielle d0 a une exageération du processus de remodelage artériel

utilisé pour compenser I'athérome.

- La calcification est un processus tardif dans la progression de I'athérosclérose et est mal
connue. 1l s'agit d'un mécanisme contrdlé qui nécessite la présence de protéines impliquées

dans les régulations osseuses telles que le TGFB, l'ostéocalcine et le collagene.

Elle se caractérise par une accumulation dans la paroi vasculaire de cellules
semblables aux cellules du cartilage (les chondrocytes) et de I'os (35). En effet dans ce
processus les cellules vasculaires perdent leurs caractéristiques de cellules musculaires lisses
pour se différencier en chondrocytes et exprimer des marqueurs de la différenciation

chondrocytaire comme les génes Sox9 et Cartl, principaux regulateurs de la chondrogenése.

Fibrous ca —

Figure5: Genésé (ie_fa plaque d’athérome et ses complications majeures. k36)
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Il .6 Classification :

L’évolution de la plaque d’athérome peut étre scindée en différents stades. Une

classification évolutive des Iésions d’athérosclérose a partir de 1’étude histologique d’artéres

coronaires humaines a été proposée par Stary et al. (37).

Stade 1 : il se traduit par la présence dans I’intima de cellules spumeuses isolées, ¢’est-a
dire « gorgées » de lipides. La présence de ces cellules provient d’un déséquilibre entre les
entrées et les sorties des lipoprotéines.
Stade 2 : il y a présence de stries lipidiques constituées d’un plus grand nombre de
cellules spumeuses, mais présence également de cellules musculaires lisses, contenant des
lipides en quantité abondante. Il n’y a pour I’instant pas de lipides extra cellulaires. Ces
deux premiers stades peuvent apparaitre avant 1’age de 10 ans et sont asymptomatiques.
Les stries lipidiques peuvent régresser ou évoluer vers les stades suivant.
Stade 3 : il est autrement appelé « pré-athérome ». Il correspond a la présence de lipides
extracellulaires en faible quantité due a la mort de cellules spumeuses.
Stade 4 : Il consiste en le regroupement des lipides extra et intra cellulaires en amas
lipidiques constituants 1’athérome simple.
Stade 5 : L’athérome est pris dans une trame fibreuse qui I’isole de la lumiére artérielle.
Les fibres sont produites par les cellules musculaires lisses et contiennent du collagene, de
la fibrine, de I’¢élastine et des mucopolysaccharides.

C’est a cet ensemble que correspond la définition de ’OMS (organisation mondiale de
la santé) (38). L’évolution vers le stade 6 survient aprés 40 ans et reste longtemps
asymptomatique.

Stade 6 : Il existe 3 types de stade 6 :

-6a : rupture de la chape fibreuse
-6b : hémorragie intra-plaque

-6¢ : thrombose

L’avancée vers ces stades contribue a 1’évolution de la plaque par 1’incorporation de matériel

hématique.

Stade 7 : les plaques sont tres calcifiées, survenant a un &ge plus avancé.

Stade 8 : les plaques sont quasi exclusivement sclérosées.
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Les différents mécanismes impliqués dans 1’athérogenése sont en lien avec les facteurs de
risques identifiés par la HAS (dyslipidémie, I’HTA, le diabéte) ou des facteurs de risques

émergents (comme 1’oxydation lipidique ou I’inflammation).

Les différents acteurs de ce processus qui s’échelonnent sur toute une vie sont décrits ci-apres.

(24) (Figure 6)

20 ans

auuLes rRé- = FBRO- PLAQUE
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I SANS SYMPTOMES AVEC OU SANS SYMPTOMES

Figure 6 : Genese de la plaque athérosclérose, séquence proposée par H.C. Stary (39)
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I11.1 Structure génerale des lipoprotéines :

Les lipoprotéines circulantes sont des microémulsions, elles ont une structure généralement
identique composée d’une enveloppe sphérique de molécules hydrophiles (cholestérol libre,
phospholipides et apolipoprotéines) et d’un noyau central constitué de molécules strictement

insolubles dans I’eau ou hydrophobes (cholestérol estérifi¢ et triglycérides) (Figure 7).

Parmi les propriétés des lipoprotéines qui méritent d’étre soulignés car elles ont des
implications physiologiques importantes il y a : Les apolipopprotéines peuvent étre séparées en
deux catégories, les apolipopprotéines structurales intégrées dans la couche périphérique et ne
pouvant la quitter, et les apolipopprotéines libres faiblement liées qui font I’objet d’échanges entre
lipoprotéines, le type d’apolipoprotéines, la quantité de cholestérol estérifi¢ et de triglycérides
varient d’une lipoprotéine a I’autre. On en distingue ainsi différentes classes selon leur densité, leur

taille et leur composition chimique et propriétés physiques.

Ceceur lipidique

Esters de cholestérol

Cholesterol libre enveloppe

Figure 7 : Structure générale d'une lipoprotéine. (40).

111 .2 Classification des lipoprotéines :
Leur classement repose sur :

- Leur mobilité éléctrophorétique: par analogie aux globulines o et 3, deux principales classes
sont distinguées ,lipoprotéines a et lipoprotéines B respectivement (41) dont la migration des quatre
fractions met les a lipoprotéines au niveaux des o 1-globulines , les pré P -lipoprotéines au niveau
des a 2-globulines et les B-lipoprotéines au niveau des B-globulines et les chylomicrons ne migrent
pas (42).
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- Leur fraction protéique : dont le classement dépend de la nature de 1’apolipoprotéine présente

dans leur structure lipoprotéique : Lp A (Al et All), Lp B (B48, B100), Lp C (CI, CII, CIll), LpD et

LpE (42). (Tableau 2)

- Leur comportement moléculaire a [l'ultracentrifugation de flottation permettant une

classification plus fine des lipoprotéines dont six populations plasmatiques sont distinctes par leur

densité, taille et composition lipidique. Cette subdivision a pris toute son importance dés lors que

les études cliniques ont démontré la corrélation étroite entre lincidence des maladies

cardiovasculaires et le taux du cholestérol des lipoprotéines. (HDL et LDL) (41).

Tableau 2: Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines (43).

Lipoprotéine | Mobilité
éléctrophorétique

chylomicrons | Pas de migration
VLDL pré-p

IDL pré-f lent

LDL B

HDL2 a

HDL3 o}

pré-gpHDL pre-f

Lp (a)

Densité | Taille

0.93

0.93-
1.008

1.008-
1.019

1.019-
1.063

1.063-
1.125

1.125-
1.210

1.210-
1.250

1.040-
1.115

111 .3 Métabolisme des lipoproteines :

(nm)

75-1200
30-80

27- 35

18- 27

9- 12

7-9

<
7(disque)

25

Proportion | Principale

EC/TG

1/19
1/3.3

1/35

1/0.23

1/0.22

1/0.19

nd

apolipoprotéines

B48, E, C
B100, E, C
B100, E
B100

Al All, C
Al All, C
Al

B100- (a)

Les lipoprotéines constituent un moyen de transport et de distribution des lipides au sein de

I'organisme. En effet le cholestérol est essentiel a la formation des membranes cellulaires et a la

synthese de certaines hormones et des sels biliaires. Les triglycérides quant a eux sont une source
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d'acide gras libre. lls constituent ainsi une réserve d'énergie au niveau du tissu adipeux et peuvent

étre utilises directement par les muscles comme source d'énergie (44)

Au niveau de chaque organe irrigue les lipoprotéines subissent des modifications qui
affectent leur composition, leur structure et leur fonction. Trois types de tissus sont impliques dans
le métabolisme lipidique: I'intestin, le foie et les tissus périphériques.

L'intestin permet l'absorption des lipides alimentaires et leur intégration dans des
lipoprotéines de grande taille riches en triglycérides : les chylomicrons. Ces chylomicrons vont
contribuer au transport entéro-hépatique des lipides, voie métabolique au cours de laquelle leurs
triglycérides seront hydrolyses par la LPL (lipoprotéines lipase) et les acides gras libéres, captes par
les tissus périphériques pour y étre stockes (tissu adipeux), ou dégrades a des fins énergétiques
(muscle strie). Finalement, les particules résiduelles non captées, ayant perdu une large part de leurs
triglycérides et de leurs apoprotéines, sont catabolisées dans les hépatocytes par l'intermédiaire

d'une endocytose récepteur dépendante (LDLr, LRP1, les récepteurs de I'apoE) (44).

Le foie constitue lI'organe central de gestion du métabolisme et du transport des lipides dans
I'organisme. 1l prend en charge les lipides résiduels d'origine intestinale et les intégre dans de
nouvelles lipoprotéines (VLDL) afin de les redistribuer aux tissus périphériques, c'est la voie
endogene d'apport. De plus, le foie possede la capacité de dégrader les lipoprotéines grace a la
lipase hépatique (HL) et aide par la LPL de générer des particules plus petites et plus denses, les
IDL et des LDL (44).

Enfin, les tissus périphériques captent des lipides (principalement cholestérol et acides gras
libres non estérifies) par le biais de I'endocytose et de I'hydrolyse des lipoprotéines d'origine
hépatique ou intestinale. Ces lipides sont alors utilises par la cellule pour produire de I'énergie, pour
le stockage de composes énergétiques, pour la production et le maintien de la membrane cellulaire
et la synthése de différentes substances endogénes telles que les hormones stéroidiennes et les
acides biliaires. Le cholestérol a recours, via les HDL, a une voie de transport centripéte vers le

foie, seul organe capable de I'éliminer par voie biliaire (44). (Figure 8)
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Intestin ' Pre FHDL aHDL

Voie1

Elkmination
Bilisire |

Figure 8: Trois Grandes Voies de Régulation (45).
Voie 1 : Voie entéro-hépatique.

Voie 2 : Voie endogene d’apport aux tissus périphériques.

Voie 3 : Voie de retour (reverse transport).
I11.4 Les apolipoprotéines :

111.4.1 Définition :

L’apolipoprotéine représente la partie intelligente de la lipoprotéine. Elle est déenommée par une

lettre de 1’alphabet (A, B, C, D, E, etc..) selon la nomenclature d’Alaupovic (46).

Les apolipoprotéines sont composeées de 4 principales classes : les apoA, les apoB, les apoC,
et les apoE. Ces apolipoprotéines ont des fonctions de structure, de liaison, de cofacteur et
d’activation. Plus d’une dizaine d’apolipoprotéines ont été identifiées Elles possédent généralement
une structure commune une hélice alpha—amphipathique cette hélice a des faces polaires et non
polaires qui interagissent avec les solvants et le milieu hydrophobe a la surface de la lipoprotéine
(47).
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111 .4.2 Réles des apolipoprotéines :

Les lipoprotéines sont caractérisées par la présence de protéines specifiques de poids
moléculaire variable a leur surface appelées les apolipopprotéines .Elles ont une double fonction de
structure et de régulation métabolique : elles assurent la cohésion du complexe lipidique et sa
solubilisation ; elles agissent comme cofacteur et / ou activateur de nombreuses enzymes
plasmatiques et elles servent de ligands pour les interactions avec les protéoglycanes endothéliaux

et des récepteurs cellulaires des lipoprotéines.

Tableau 3 : Classification selon le contenu en apolipoprotéines.

Lipoprotéines simples Lipoprotéines complexes

Lp-Al Lp-Al : All

Lp-All Lp-Al : E

Lp-B Lp-Al : ClIl : CIl : CI

Lp-ClII Lp-B:E

Lp-E Lp-B: CIlI : Cll : CI
Lp-B: Clll : E:CllI: CI
Lp-B: (a)

111 .4.3 Structure et propriétés des apolipoprotéines :

Tableau 4: Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des principales

apolipoprotéines. (48)

Nom Poids Tissu Distribution Fonction
moléculaire
ApoAl 28000 Foie, intestin Chylo, HDL Structurelle : activateur

physiologique de la LCAT,
efflux de cholestérol

ApoAll Foie, (intestin) | HDL Structurelle : activateur
17000 inhibiteur de la HL ; efflux
de cholestérol
ApoAlV 46000 Foie, intestin Chylo. HDL Transport reverse du

cholestérol : activateur de la
LCAT : métabolisme des
lipoprotéines riche en TG

ApoAV foie métabolisme des
lipoprotéines riche en TG
ApoB100 | 55000 foie VLDL, IDL, Structurelle:  synthese et
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LDL

sécrétion des VLDL ; ligand
du récepteur LDLR

ApoB48 275000 intestin chylomicrons Structurelle: synthése et
sécrétion des chylomicrons;
ligand du récepteur B48R

apoCl 63000 foie Chylomicrons, Inhibiteur de la CETP

VLDL, HDL activateur de la LCAT,
inhibiteur de la liaison aux
LDLR, LRP, et VLDLR
apoClI 88000 Foie(intestin) | Chylomicrons, | Activateur de la LPL
VLDL, HDL
apoClll 88000 Foie (intestin) | Chylomicrons, Inhibiteur de la LPL inhibiteur
VLDL, HDL de la captation hépatique
des lipoprotéines riches en TG
apoD 33000 Foie, intestin, | HDL, LDL, Transport reverse du
rate, VLDL cholestérol
pancréas,
cerveau,
surrénale, rein
ApoE 38000 Foie, Chylo, VLDL, Ligand des récepteurs
macrophage, IDL, HDL LDLR et LRP
cerveau
Apo( a) 300000 a Foie Lp (a)
800000
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V.1 Caractéristiques:

L'apolipoprotéine E, ou Apo E est une lipoprotéine, i.e. une protéine possédant une
surface hydrophile lui permettant de circuler dans le sang et un cceur hydrophobe afin de
pouvoir jouer son role dans le transport des lipides et autres molécules hydrophobes, tels que
les chylomicrons, triglycérides, ou le cholestérol dans et en dehors des cellules (3). Il existe
ainsi chez I'homme diverses formes d'apolipoprotéines (A, B, C, D et J) et trois isoformes
d'apoE, dont les alléles, notés €, sont codés sur le chromosome 19. L'ApoE est une protéine
composée de 299 acides aminés, dont la différence entre ses trois isoformes se situe en
positions 112 et 158. L’ApoE2 retrouvée chez environ 5-10% de la population (Cys en
positions 112 et 158), I'ApoE3 la plus fréquente retrouvée chez environ 75-80% de la
population (Cys en position 112 et Arg en position 158), et enfin I'ApoE4 retrouvée chez
environ 15-20% de la population (Arg en position 112 et 158) (49).

IV.2 Génétique de I’apoE :

IV.2.1 Gene de I’apoE :

Le géne (Apo E) humain est un membre de la famille multi génique codant les
apoprotéines. Il est situé sur le bras long du chromosome 19 en (19913.2) étroitement lié au
complexe génique Apo C I/C-11 (50) (Figure 9), et comprend quatre exons seéparés par trois
introns .1l s’étend sur 3597 nucléotides et code pour un ARNm de1163 nucléotides. Les tailles
des quatre exons de I’extrémité 5’vers I’extrémité 3'sont respectivement 44, 66, 193, et 860
nucléotides, celles des introns est de 760, 1092 et 582 nucléotides. (Figurel10) (50)

Le premier exon est non codant, le deuxiéme exon code pour un peptide signal (18
acides aminés), le troisieme exon pour les 61 premiers acides aminés et le quatrieme pour
I'essentiel de la protéine mature. Les séquences similaires d’exons et d’introns entre les
différents génes des apoprotéines ainsi que les éléments répétitifs de séquences similaires

suggérent une origine commune des diverses apoprotéines. (51)
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Figure 9 : Localisation cytogénétique du géne de I’apo E sur le chromosome 19. (52)
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Figure 10 : Positions exons —introns dans le gene d’Apo E. (50)

L Exons — Introns
1VV.2.2 Modifications post-traductionnelles de I’Apo E :

La protéine Apo E précurseur synthétisée a partir de la traduction d’ARNm qui
I’encode, subit des modifications post-traductionnelles: Les 18 acides aminés composant le
peptide signal de I'Apo E sont clivés par une peptidase pendant sa translocation a travers la
membrane du réticulum endoplasmique (53); ensuite le reste de la protéine intracellulaire
subit des O-glycosilations accompagnée de sialylation ayant lieu a un seul site correspondant
a la Thr en position 194 de la chaine protéique (54). La protéine plasmatique mature (299
acides aminés, PM : 34200Da) est secrétée au milieu extracellulaire ou 90% de la protéine est
désialylé. (55)

V.3 Protéine Apo E :

IVV.3.1 Structure de I'ApoE:

Les études structure-fonction de I’ApoE ont montré qu’elle comporte deux domaines
structuraux correspondant a deux domaines fonctionnels indépendants, qui peuvent étre

individualisés par clivage a la thrombine (figurell):

La partie N-terminale: "receptor binding domain” (1-191) (22kDa), (56) déterminée par
Wilson et al en 1991(57). Elle comporte quatre hélices a-amphiphiles de 22 acides aminés
(caractéristiques d’apolipoprotéines) arrangées de facon antiparallele et un domaine riche
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en acides aminés basiques (lysine et arginine) qui représente un site de fixation a I'héparine
(142-147) et de liaison avec le récepteur LDL (141-155). Les résidus basiques forment un
domaine de charges positives qui va interagir avec les charges négatives des récepteurs LDL.

La partie C-terminale : (216-299) (10kDa) "lipid binding domain", comporte trois hélices,
joue un rdle majeur dans le transport des lipides, grace a un site de liaison aux lipides (244-
272). Bien que les deux domaines (N-terminal et C-terminal) soient indépendants, ils peuvent

avoir une influence sur les propriétés de 1’'une et 1'autre.

La partie située entre ces deux domaines fonctionnels: Linker est une région de structure
non ordonnée, sensible au clivage protéasique, et contenant un site potentiel d'attache

glycannique. (47)

“Hinge Region™

Major

Fie_ce;?tor— - 4 Lipid-binding
binding 3 — Region
Region 4

Figurell: Structure des différents domaines de 1’ ApoE. (58)
I1VV.3.2 Isoformes de I’Apo E :

De part leur composition en acides aminés, les isoformes de I’Apo E présentent des
substitutions aux positions 112 et 158 qui induisent des changements de point isoélectrique
(Apo E2 pl=5,5; Apo E3 pl=5,4; Apo E4 pl=5,3) (59) ; ce qui rend possible leur détection par

électrophorese.

I existe dans 1’isoforme E4, une liaison Arg 112- Glu 109 qui induit une structure
favorisant également la liaison de I'Arg 61 du domaine N-terminal en tant que charge
positive interagissant avec le Glu 255 de charge négative du segment C-terminal. Cette
liaison a un réle primordial dans la formation d’une hélice de structure tridimensionnelle de
I’Apo E4. Cette propriété particuliére lui confere la préférence pour former des complexes

VLDL (60).
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Le changement de 1I’Arg 112 dans I'Apo E4, pour une Cys dans I'Apo E3 entraine une
variation de la liaison intramoléculaire avec 1’acide aminé Glu situé¢ en position 109 ; la
liaison 112-109 Glu ne s’effectuera pas, par conséquent I'Arg 61 sera positionné différemment
sans interagir avec le résidu Glu 255. Ce mécanisme semble unique a I'homme (59) car toutes
les autres especes excepte le lapin et le beeuf (Cys112) ont une Arg en position 112 et 158 de
I'Apo E, comparable a I'Apo E4 humaine, mais n'ont pas d'Arg en position 61 (60). Ces
exceptions structurales dans les isoformes humaines leurs conferent des propriétés

particuliéres.

La présence des cystéines en position 112 et 158 dans I'Apo E2 permet la formation de
diméres et de multimétres. La seule cystéine 112 de I'Apo E3 autorise la formation de
dimeéres. L’absence de cystéine aux positions, 112 et 158 remplacees par des arginines dans
I'Apo E4 impose la présence de cette isoforme sous forme monomérique (59).Ces
modifications fines intramoléculaires faisant différer les trois isoformes d’Apo E pourraient

étre a I’origine d’interactions spécifiques au sein des lipoprotéines (61).

En effet, il a été montré par ultracentrifugation que L'Apo E3 a une préférence pour former
des complexes de type HDL, de méme que I'Apo E2; tandis que I'Apo E4 forme plutdt des

VLDL (61) et elle est principalement retrouvée au niveau des lipoprotéines riches en Apo B.

Il a été egalement prouvé que la modification de I'acide aminé en 112, qui est extérieur
a la zone de liaison aux récepteurs, doit influencer la conformation de cette région de fagcon a
entrainer des changements de charges intervenant effectivement dans I'interaction avec les
récepteurs LDL ; en effet les VLDL porteuses d’Apo E4 ont une affinité accrue pour les
récepteurs-LDL sur les cellules hépatiques (62), cependant, I'Apo E2 est moins affine pour ce
récepteur que E3 ou E4 ce qui influence leur métabolisme faisant que les VLDL et les
remnants porteurs d’Apo E4 sont métabolisés chez I’humain plus rapidement que les porteurs

d’Apo E2, par rapport aux lipoprotéines associées a I’Apo E3 . (63)

IV.3.3 Role de ’Apo E :

Le r6le principal de I'apoE est le transport du cholestérol. Elle intervient activement
dans le phénoméne de transport inverse du cholestérol, en plus de jouer un rdle non
négligeable en ce qui a trait au catabolisme des triglycérides (64). L'apoE prend donc part au

processus général d'homéostasie du cholestérol puisqu'elle est un ligand pour tous
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les récepteurs de la famille des récepteurs LDL. Elle serait aussi un ligand pour les récepteurs

des résidus de chylomicrons et le LDL receptor-related protein (LRP).
1V.3.4 Biosynthése et distribution tissulaire de I’Apo E :

L'apoE est majoritairement synthétisée au niveau du foie (60-80% de la production
totale) (65). Le second site de sa synthese est le cerveau (environ 1/3 de I'Apo E du foie) (66).
Sa synthése a été démontrée dans les astrocytes (67), et peut étre effectuée dans les
oligodendrocytes, la microglie, elle est aussi présente dans le liquide céphalorachidien (59).
Elle est produite par les surrénales, le rein, et les cellules du systéme réticuloendothélial (68).
L'apoE est un constituant des chylomicrons, des VLDL, des IDL et des HDL.

IVV.3.5 Récepteurs de ’Apo E :

Gréace aux différents récepteurs, les complexes Apo E / lipides sont internalisés par les
cellules. L’Apo E est un ligand pour tous les récepteurs de la famille du récepteur LDL,
possédant tous une homologie structurale. L’Apo E possede 25 fois plus d’affinité pour le
récepteur LDL que I’ Apo B (la principale apolipoprotéine des LDL), d’ou le nom de récepteur
Apo BJ/E. (tableau 5)

L isoforme E2 serait moins affine que les isoformes E3 et E4 pour ces récepteurs,
I"isoforme E4 étant elle plus affine qu’E3 (69).

Tableau 5 : les principaux récepteurs de 1’apoE dans les différents tissus. (41)

Nom Famille Principaux Tissu
(Localisation)

LDLR Récepteurs des LDL foie, muscle, cerveau, cellules
endothéliales.

LRP Récepteurs des LDL foie, cerveau et poumon.

VLDLR Récepteurs des LDL muscle, cceur, tissu adipeux
Neurones et microglie.

ER-2 Récepteurs des LDL cerveau, placenta.

apoE receptor maintenant
renommé LRPS8

Isoformes d’ER-2 Récepteurs des LDL Plaquettes et endothélium.
LRP8
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Le récepteur Rein et neurones
gp330/Mégaline

récepteur scavenger Récepteurs Scavenger Cellules microgliales
Mégaline Reécepteurs des LDL Rein, intestin et placenta
LRP9 Récepteurs des LDL Foie, rein et poumon

V.4 Polymorphisme de ’Apo E et athérosclérose:

Le géne Apo ¢ est polymorphique possédant des alléles qui existent sous 3 formes :
les alléles epsilon2 (e2), e3 et e4 fabriquant respectivement 3 formes différentes d'apoE :
apoE2, apoE3 (la forme la plus courante présente chez les trois quarts de la population) et
apoE4. Cette derniére est la forme déficiente de I'apoE, présente chez 10 a 20% de la
population. (70) Puisqu'un gene a deux alléles, le polymorphisme de I'apoE a 6 combinaisons
possibles de génotypes : homozygotes: e2/e2, e3/e3, ed/ed. Hétérozygotes: e2/e3, e2/e4,
e3/e4.

Le séquencage direct de I’Apo E par Rall et al en 1982 a permis de découvrir les
différences existant entre les isoformes. (71). Les trois alléles résultent d'une transition d’une
cytosine (C) en une thymine (T) aux positions correspondantes aux acides aminés 112 et 158

de la protéine, modifiant ainsi les sites de restriction par I’enzyme Hhal (72).

L’alléle €4 codant E4 (Argl12-Argl58) est considéré comme 1’allele ancestral, 1’alléle
€3 codant E3 (Cys112 -Argl58), le plus fréquent, et 1’allele €2 codant E2 (Cys112- Cys158),

habituellement le plus rare, en sont dérivés au cours de I’évolution (73).

Le polymorphisme génétique de I'apoE déterminerait 10% de la variance des taux de
cholestérol dans les populations. Ce polymorphisme intervient ainsi dans la variation de la
prévalence des maladies cardiovasculaires (69), en participant a la clairance du cholestérol
médiée par des récepteurs (74) et en influencant la clairance des lipoprotéines riches en
triglycérides (75). Chez les sujets porteurs de I"alléle epsilon 4, le risque de maladies
cardiovasculaires est plus éleve (76). Par ailleurs, l"allele epsilon4 est associé a la forme

précoce de la maladie d”Alzheimer (77).

En plus des trois isoformes d'apo E, divers variants génétiques ont été mis a jour avec
ou sans modification de la charge électrique comme I’Apo E5 ayant subit 1’insertion de 24
pb resultant de la duplication en tandem de résidus 135-142 (78), I’Apo El1 et E7 (79)
présentant les mutations qui se situent fréquemment dans la région des sites 140 a 160
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de la molécule, ou encore 1’Apo E3 Leiden, le plus souvent s’associant a des troubles

lipidiques et 1’Apo E3 Montréal, une nouvelle variante associée a ’hyperlipidémie (80).

IV.4.1 Impact du polymorphisme de ’Apo E sur le métabolisme lipidique :

En tant que lipoprotéine, 1’apoE a été d’abord massivement étudiée pour son role dans
le métabolisme et le transport lipidique (notamment du cholestérol), et son impact dans les
maladies cardiovasculaires telles que 1’hypercholestérolémie ou 1’athérosclérose (81). En
effet, la différence de configuration entrainée par ces changements sur seulement deux acides
aminés entraine des modifications d’affinité¢ avec leur substrat (ApoE3 et ApoE2 ayant une
meilleure affinité pour les HDL High Density lipoprotein alors que I’ApoE4 en posseéde une
meilleure pour les LDL_Low Dnsity Lipoprotein) et peut ainsi favoriser des dépo6ts lipidiques

artériels pathologiques chez les porteurs de I’ ApoE4.

La conversion des résidus de VLDL en LDL est réduite chez les individus porteurs de
I’allele €2. Les déficiences se traduisent par une augmentation des chylomicrons et des résidus
de VLDL dans le plasma, ce qui a pour effet d’induire une augmentation du nombre de
récepteurs, d’ou un taux plus bas de cholestérol et de LDL-C plasmatiques, et un taux plus
élevé des TG que chez les individus (E3/E3) (82). Si les individus sont porteurs de ’allele €4
(E4/EA4, E4/E3), les caractéristiques sont alors a I’inverse des individus porteurs de 1’alléle €2
Le nombre de récepteurs B/E se trouve ainsi diminué, d’ou des niveaux plus élevés de

cholestérol et LDL par rapport a ceux portant ’alléle €3 (E3/E3). (83).

IVV.4.2 Relation polymorphisme de I’Apo E et facteurs de risques:

Plusieurs études ont démontré 1’effet du polymorphisme de 1’Apo E sur ’interaction
entre les différents facteurs de risque ainsi que sur I’interaction existant entre les facteurs

génétiques et environnementaux (84).

L'isoforme e4 de I'apoE est un marqueur de risque de maladies cardiovasculaires. Des
études récentes ont montré que les porteurs de l'allele e2 ont moins de cholestérol sanguin
mais une hyper TG, alors que ceux qui ont l'allele e4 présentent une hypercholestérolémie
(85). Dans l'étude MRFIT, l'association entre linsulinémie a jeun et la mortalité
cardiovasculaire a été démontrée pour les patients présentant le phénotype de I'apo e3/e2 (86).
En 1996, une méta-analyse comptant 14 études rapportait que les porteurs de l'alléle e4
comparativement au génotype e3/e3 avaient un risque 26% plus élevé de maladie cardiaque
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(RC, 1,26 [IC, 1,13-1,41]) alors que les porteurs de l'allele e2 n'étaient pas associés a un
risque accru de maladie cardiaque (OR, 0,98 FIC, 0,85-1,14]) (87).

La méta-analyse de Song en 2004 a confirmé les résultats de la premiére méta-analyse.
Elle estimait que les porteurs de l'allele e4 comparativement aux non-porteurs avaient 42%
plus de risque de maladie cardiaque, soit un rapport de cote de 1,42 (95% IC, 1,26-1,61) et
que les porteurs de l'allele e2 n'avaient pas d'association significative avec le risque de
maladie cardiaque (RC, 0,98 [IC, 0,66-1,46]) (88).

Tableau 6: Associations des différents génotypes aux MCV (89).

Génotype Caractéristiques

Apo e2/e2 Homozygote: grande association a

I’hyperlipoproteinemies de Type Il1I.

Apo e3/e3 Homozygote: le génotype le plus commun
(normal).
Apo ed/e4 homozygote: associé a une élévation du

taux de cholestérol plasmatique.

Apo e2/e3 Hétérozygote, quelques associations —aux
hyperlipoproteinemies de type IlI.

Apo e2/ed Hétérozygote, quelques associations aux
hyperlipoproteinemies de type IlI.

Apo e3/e4 Hétérozygote, quelques associations a une

élévation du taux de cholestérol plasmatique.
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I.1 Recrutement des individus:

Notre étude est rétrospective, les échantillons que nous avons utilisés appartiennent a
la banque d’ADN de monsieur khoja DJ. Le recrutement a concerné 167 individus répartis
en deux groupes, une population de malade présentant un IDM (n=48) et une

population de référence (témoins, n=119).

Tableau 7 : Répartition de la population d'étude :

Femmes Hommes Total

n % n % N %
Témoins 48 59.7 71 40.3 119 71.3
IDM 11 22.9 37 77.1 48 28.7
Total 82 / 85 / 167 100

Figurel2 : Répartition de la population d’étude.
1.1.1 Population malade :

L’¢tude que nous avons entreprise regroupe 48 sujets ayant une cardiopathie
ischémique a type d'angine de poitrine ou d'infarctus du myocarde (IDM) sélectionnés parmi
les patients admis au sein du service de cardiologie et de la réanimation médicale au niveau

du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC).

v’ Critére d’inclusion :

e 48 malades ayant un infarctus du myocarde diagnostiqué par des medecins
cardiologues.

e Sujets ages de 20 a plus de 60 ans.

e Visant les deux sexes.

31




Moyens et méthodes Partie pratique

1.1.2 Population témoin :
Les sujets témoins sont en nombre de 119(48 de sexe féminin et 71 de sexe masculin).

v’ Critére d’inclusion:
o 119 sujets sains des deux sexes.
o Sujets ageés de 20 a plus de 60 ans, résidants dans la wilaya de Constantine.

v" Critére d’exclusion :
Les sujets qui sont excluent de 1’étude sont :

e Sujets présentant des antécédents personnels ou familiaux de maladies
cardiovasculaires (IDM angine de poitrine).

e Sujets présentant des pathologies entrainant une augmentation des taux des parameétres
lipidique (Diabéte, HTA, maladies inflammatoire, dyslipidémies, Obésité ...).

e Sujets sous traitement médical.

e Femmes enceintes.

e Sujets prenant des oestoprogestatifs au moment de lI'enquéte.

1.2 Fréquence de la population témoin et malades :

1.2.1 Les sujets témoins :
Les sujets témoins sont au nombre de 119 répartis entre:

e 71 du sexe masculin soit 59.7%.

e 48 du sexe féminin soit 40.3%.

IIs sont classés en tranches d'age de 10 ans sauf pour les plus de 60 ans qui sont classés en une

seule tranche. (Tableau 8, Figurel3).
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Tableau 8: Répartition des sujets témoins selon I'age et le sexe.

Hommes Femmes Total
n % n % n %
20-29 19 26.8 5 104 24 20.2
30-39 15 21.1 17 35.4 32 26.9
40-49 15 21.1 8 16.7 23 19.3
50-59 7 9.9 14 29.2 21 17.6
>60 15 21.1 6 8.3 19 16
Total 71 100 48 100 119 100
40
35
30
25
x 20
15
10
(5) 1.
20-29 30-39 40-49 50-59 > 60
B Homme| 26,8 21,1 21,1 9,9 21,1
B Femme 10,4 35,4 16,7 29,2 8,3
Total 20,2 26,9 19,3 17,6 16

Figure 13: Répartition des sujets témoins selon I'age et le sexe.
1.2.2 Maladies ischémiques cardiaques :

1.2.2.1 Diagnostic :

Le diagnostic des maladies ischémiques repose sur les criteres cliniques et électriques
(électrocardiogramme) qui ont été confirmés par des spécialistes de cardiologie, les critéres
biologiques (Créatine phosphokinase et myoglobine dans quelque cas) ont été confirmé par le

laboratoire de biochimie.
[.2.2.2 Répartition des IDM selon le sexe et I’age :
Les sujets présentant un IDM sont au nombre de 48 répartis entre :

e 38 de sexe masculin soit 79.16%.

e 10 de sexe féminin soit 20.83%.
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La répartition des malades présentant un IDM est représentée sur le tableau 9 et figures 14 et

15.
Tableau 9: Répartition des sujets présentant un IDM selon I'age et le sexe.
Hommes Femmes Total
n % n % N %
20-29 / / / / / /
30-39 1 2.6 1 10 2 4.2
40-49 7 18.4 2 20 9 18.8
50-59 10 26.3 1 10 11 22.9
>60 20 52.6 6 60 26 54.2
Total 38 100 10 100 48 100
60
50
40
® 30
20
10
0 A S
20-29 30-39 40-49 50-59 > 60
® Homme 2,6 18,4 26,3 52,6
B Femme 10 20 10 60
m Total 4,2 18,8 22,9 54,2

Figure 14: Répartition des sujets présentant un IDM selon 1’age et le sexe.
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Figure 15: Répartition et évolution des IDM selon I'age et le sexe.
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1.1 Questionnaire :

Un questionnaire clinique comprenant toutes les données nécessaires est établi
pour la population d’étude. Tous les renseignements nécessaires sont enregistrés dans ce
questionnaire aprés une consultation du dossier médicale du malade et un interrogatoire du

cas témoins (Annexe). Ce questionnaire comporte :
I1.1.1 L’enregistrement :

Un numéro d’enregistrement est donné a chaque sujet : des chiffres commencgant a
partir du numéro 1 pour la population témoin précédé par une lettre N. Pour les maladies
ischémiques cardiaques sont indiqués par un chiffre et le nom de la pathologie (Ex : IDM1,

IDM2, IDM3....).

11.1.2. Données de I’état civil :

Comportant le nom, le prénom, 1’age, le sexe, la situation familiale etc....

11.1.3 Données biocliniques :

Des données biocliniques concernant les sujets témoins et malades ont été recueillies:

e Le Poids a été mesuré chez les sujets sans chaussures grace a une balance portable.

e Lataille a été prise sans chaussures, pour les malades chez lesquels il a été impossible
de prendre ces mesures nous avons utilisé la carte d’identité nationale pour la taille ou
a défaut posé des questions aux proche et fait des approximations pour le poids. Le
poids et la taille sont exprimés selon I’'IMC (kg/m?).

e La pression artérielle est mesurée chez les sujets assis depuis au moins 5 minutes
grace a un appareil ordinaire. La présence d’une HTA est retenue chez tous les sujets
déja connus et traités ainsi que chez les sujets ayant une diastolique égale ou supérieur
a 95 mm Hg et ou une systolique supérieure ou égale a 16 mm Hg.

e Laconsommation du tabac par jour.

e [’existence d’antécédents personnels et familiaux de coronaropathies.

e Un bilan biologique complémentaire incluant une glycémie, TG, Chol, HDL...
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1.2 Prélevement sanguin :

Le prélévement sanguin s’effectue selon certains criteres :

e Leprélévement se fait systématiquement a chaque hospitalisation d’un patient IDM.

e Les sujets doivent étre a jeun (jeun de 12 heures).

e Tous les prélevements s’effectuent avec pose de garrot.

e Les prélevements sont réalisés dans un tube stérile contenant un anticoagulant :
EDTA en quantité de 5a 10 ml.

e Le tube EDTA est conservé dans le congélateur pour 1’extraction de L’ADN pour

I’étude moléculaire.
11.3 Méthodes de dosage des parameétres lipidiques :
Le dosage des différents parameétres lipidiques a été réalisé de la maniére suivante:
11.3.1 Séparation du serum :

Les prélevements sanguins sont centrifugés pendant 15 min a 4000 rpm afin d’obtenir du
sérum utilisé par la suite dans le dosage de cholestérol total, triglycéride et le cholestérol des
HDL.

11.3.2 Manipulation sur le sérum :

11.3.2.1 Dosage du cholestérol total :

Le cholestérol peut étre dosé par de trés nombreuses méthodes, dont les plus anciennes

sont colorimétrique alors que celles pratiquées actuellement sont enzymatiques (90).

Parmi lesquelles la réaction utilisant une estérase et une oxydase est la plus employée
Elles utilisent des enzymes assurant I’hydrolyse des esters de cholestérol par le cholestérol
estérase, puis 1’oxydation du cholestérol non estérifi¢ par le cholestérol oxydase pour aboutir
a la formation de peroxyde d’hydrogéne. La quantification du peroxyde d‘hydrogeéne est le
plus souvent effectuée en présence de la peroxydase et d’un chromogéne phénolique

(méthode sélectionnée par la SFBC).
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Dans notre étude, le cholestérol a été déterminé suivant une méthode enzymatique

(réaction de Trinder) par une auto analyseur de type (ADVIA) en utilisant des coffrets Bayé.

Réaction :

Ester de cholestérol + H> O Cholestérol estérase Cholestérol + RCOOH

Cholestérol + O Cholesterol oxyvdase A4- Cholesténone + H, O>

2H>O» + amino-4-phenazone + phénol Peroxvdase 4 H>, O+
—

(Mono-amino-p- benzoquinone) - 4phénazone

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement

proportionnelle a la quantité de cholestérol présente dans I’échantillon du sérum.
11.3.2.2 Dosage des triglycérides :

Le dosage des triglycérides a été effectué par la méme auto analyseur (ADVIA)

suivant une méthode enzymatique (91) en utilisant des coffrets Bayé.

Principe :

Repose sur le dosage en colorimétrie du glycérol libéré (a 500 nm) par hydrolyse

enzymatique des Triglycérides selon les réactions suivantes :

Triglycérides +3 ILO  £P95¢  Glycérol + 3RCOOH

Glycérol + ATP Clpscnuialing °>  Glycérol-3-phosphate +ADP
GP. Oxvdase
—_—

Glycérol-3-phosphate + O, Dihydroxvyacétone-phosphate + Hy O»
H,O, +amino-4-phénazone +Chloro-4- Phénol  £¢7 'o_\'_vdas.e 2 H> O + HCL+

(Mono-imino-p-benzoquinone)-4-phénazone

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré¢ a 500 nm est directement

proportionnelle a la quantité de triglycérides contenue dans 1’échantillon du sérum.
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11.3.2.3 Dosage du cholestérol HDL :

Le dosage du HDL cholestérol s’est effectué¢ grace au réactif phosphotungstate associé

au chlorure de magnésium.

Principe :

Les chylomicrons, les VLDL et les LDL sont précipités par addition d’acide
phosphotungstique et d’ions Mg++ a 1’échantillon. On détermine par voie enzymatique la
concentration en cholestérol des HDL qui restent dans le surnageant aprés centrifugation. Le
dosage du C-HDL s’est effectué selon les recommandations de la société francaise de biologie
clinique (SFBC) (92)

Technique :

Pour précipiter les lipoprotéines de haute densité, on a utilisé la micro méthode avec
200ul de sérum et 500ul de réactif précipitant dilu¢ (4 volumes de réactif +1 volume d’eau

distillé). Agitation 30s au vortex puis centrifugation pendant 10mn a 5000g minimum (93).

La déecantation est faite dans les 15 mn qui suivent en évitant la remise en suspension.
(Le surnageant doit avoir une D.O < 03 a 600nm). Pour le surnageant troubles ou bien
lorsque le taux de triglycérides est augmenté ou lorsque la D.O du surnageant est > 03,

I’échantillon est dilué avec une solution physiologique de Na C1 dans le rapport (1:1).
11.3.2.4 Cholestérol LDL :
v' Méthode par calcul :

1. Le cholestérol LDL est calculé grace a la formule de Friedewald (94,95).

[ Cholesterol LDL = Cholesterol total — Cholesterol HDL — Cholesterol ]

2. Le cholestérol VLDL est estimé a partir des triglycérides plasmatiques totaux :

TG/5 si les résultats sont exprimés en g/l.

TG/ 2,2 si les résultats sont exprimés en mmol /1.
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Cette formule n’est valable que si la détermination des HDL-chol est correcte

(Absence du chylomicrons et les TG < a 4mmol/L (3.5g/1).

I1.4 Manipulation sur le sang total :

11.4.1 Extraction de ’ADN :

Toutes les études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acide
nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. Dans la grande
majorité des cas la technique d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a
I’échantillon, a la nature du génome, au nombre de copies et de méthode de biologie

moléculaire utilisée ultérieurement (PCR).

Les méthodes d’extraction des acides nucléiques sont diverses(96). Celle employée

dans notre étude est une méthode utilisant un solvant inorganique, Na CI.

La technique d’extraction d’ADN par le Na CI (97) a été choisie en raison de sa
rapidité, sa facilité ainsi que I’absence du risque d’intoxication par des produits dangereux tels

que le phénol. Cette technique comporte les étapes suivantes :
11.4.1.1 Préparation des leucocytes:

1. Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 25 ml avec du TE 20 :5,
Laisser 10 min dans la glace (pour faire éclater les globules rouges).

2. Centrifuger 10 min a 3900 g (3800 rpm).

3. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

4. Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le remettre en suspension avec une
passette stérile.

5. Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 min dans la glace.

6. Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois.

7. aspirer le surnageant avec la trompe a vide : Obtention d'un culot des leucocytes (si on
veut s'arréter a ce niveau les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du TE 20 : 1 et

les conserver a -20° dans le frigo).
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11.4.1.2 Extraction de I'ADN :

1. Transverse le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml.

no

Ajouter 3ml de tampon de lyse (Na Cl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8.2) en

dilacérant le culot avec une passette stérile.

Ajouter 200 ul de SDS a 10 %.

Ajouter 100 ul de protéinase K a 10mg/ml.

Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain refroidir dans la glace.

Ajouter 1ml de Na CL 4M et agiter vigoureusement a la main.

Remettre 5 min dans la glace pour précipitation des protéines.

© o N o g b~ W

Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

10.Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml, ajouter 2 foie son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi et agiter en retournant le tube plusieurs fois :

la pelote d’ADN se forme.
11.Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la pelote ne se forme pas.

12 .Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a

70%.

13.Mettre la pelote dans un tube nunc.
11.4.1.3 Solubilisation :

e Ajouter entre 300 et 1000ul de TE 10 :1 selon la grosseur de la pelote et la

concentration souhaitée.
e Laisser une nuit sur agitateur rotatif a 37°C, puis a tempeérature ambiante jusqu'a

dissolution compléte (1 a 2 jours).
11.4.1.4 Dosage des acides nucléiques :
Le dosage de ’ADN est effectué par la mesure de la densité optique par spectrophotométrie.

e Une premicre lecture a une longueur d’onde de 260nm nous permet d’estimer la

densité optique des acides nucléiques.
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e Une seconde lecture est effectuée a une longueur d’onde de 280nm afin de déterminer

une éventuelle contamination par les protéines.

Pour avoir un critére de pureté indicatif, le rapport de DO 260nm/280nm est établi. Il doit étre

compris entre 1.7 et 2.

e Une valeur inférieure a 1.7 témoigne d’une contamination par les protéines, d'ou la
nécessité d'une deuxiéme extraction.

e et une valeur supérieure a 2 ttmoigne d’une contamination par les ARN.

Une unité de DO a 260 nm correspond a une concentration d’ADN double brin a 50pg/ml
d’ADN.

On mesure donc a 260 nm et 280 nm la DO d’une dilution au 1/50iéme ou au 1 /100iéme de

la solution a doser. On déduit la concentration de I’ADN grace au calcul suivant :
[C] (ug / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50ug / ml
Facteur de dilution = vol total / vol d’ADN

[Cl(ug/pul)= DO . Vol. total

>L  vol. D’ADN
v" Exemple de calcul de la concentration
Dilution d’ADN 1/100 (10 pl d’ADN + 990 pl H20)
>L=20
DO260 = 0.09
DO280 = 0.053

[C] (ug / ml) =0.09 x 100 x 50ug / ml = 450ug / ml

0.09 1000

[C] (ug/ml) =—=X—==1045nug/ul = 450 ng/ ul
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I1.5 Amplification d’ADN par réaction de polymérisation (PCR):

11.5.1 Génotypage de I'Apo E :

Trois étapes successives sont effectuées pour la détermination du génotype de I'Apo E :

e Amplification par PCR (Polymérase Chaine Réaction).
® Digestion du produit de « PCR » par I’enzyme de restriction Hhal.

e Une migration ¢léctrophorétique sur gel d’acrylamide pour la séparation des produits

de digestion.
11.5.1.1 Amplification par PCR (Polymérase Chaine Réaction) :

La PCR est une méthode de biologie moléculaire mise au point en 1985 par K.Mullis
de I’équipe Erlich. Permettant d’amplifier in vitro des séquences d’ADN cibles et définies
(I’Amplicon) en plusieurs millions d’exemplaires. La PCR est une réaction en chaine qui
consiste a effectuer n cycles successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces

dirigent I’amplification du fragment d’ADN double brin qu’elles encadrent.

Une réaction de PCR correspond a une succession d’une trentaine de cycle comportant

chacun trois étapes: dénaturation, hybridation et élongation.

Avant de procéder a notre PCR, nous avons préparés un mix de PCR (ou milieu

réactionnel) comprenant:
Pour un volume total de 75 ul :

e DNA 2uL/a250ng/ pL.
e REACTIF COMMUN (Mix) :

1. Tampon de Tag 10X 7 ul.

2. DMSO 7 ul.

3. Mix d NTP 25mM (au 1/10) 6 ul (200uM).
4. Taqg polymérase 2,5 u 0,5 ul.
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5. Mg CL2 50mM 3 ul

6. OG sol. Mére 0,93mM 1,2 ul (0,6uM).
7. OD sol .mére 1,11mM 1 ul (0,6 uM).
8. H20q.s.p 75 ul 47,3 ul.

Pour le tube témoin on met uniquement le mix sans ADN.

La quantité des différents réactifs du milieu réactionnel est multipliée par le nombre de
tubes voulutun, ¢’est le tube témoin négatif dans le quel on met uniquement le mélange sans
ADN.

v" Les amorces utilisées sont:
e OD5-ATG GCG CTG AGG CCG CGC TC-3> (20pb)
e OG5-AAC AACTGACCCCGGTGG CG-3" (20pb)

Ces amorces encadrant la région avec les deux codons polymorphes des acides aminés 112 et
158 (98).

Apres avoir préparé le mix de la PCR, nous avons pris (49ul) de ce mélange avec (2 pl)
d’ADN pour chaque tube. Ensuite le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par le

thermocycleur.

e 5°294°C
e 37a65°C

«—
e 50sa72°C
e 50sa94°C 30-35 cycles

e 50sa65°C
—

e 5 a72°C
e 107210°C
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11.5.1.1.1 Le controle dela PCR :

S’effectue par une électrophorése sur un gel d'agarose 1.5 % (1.5g d’agarose et 100 ml
du TBE 1X) additionné de (10 pl) du BET (Bromure d’éthidium). Le gel est déposé sur une
plaque d’une cuve horizontale. Dans chaque puit du gel, nous déposons 10 a 15 pl
d’amplificat en présence de 3ul du colorant Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre
le front de migration. Parallelement un échantillon sans ADN (blanc), est inclus dans la série a
amplifier et sert de control négatif. Le dép6t se fait du coté cathode et le systeme est soumis a

une migration sous un courant de 90 volts pendant 1 h.

Aprés la migration, le gel est soumit au rayon UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumicre visible et photographiable et permettent de
visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents de méme taille (figure :
16). Ce control permet aussi de verifier si une éventuelle contamination de I'ADN est

survenue au cours de la PCR grace au puit contenant le blanc.

Figure 16: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 1.5% des fragments amplifiés (292pb)
par PCR du gene Apo E.

11.5.1.2 Digestion des produits de PCR :

Les manipulations se font sur la glace :

o Pour un volume final de 25 ul on prépare le mixte pour (n+1) tubes :

e  Tampon 2.5 ul
e Hha I (10 unités) 1 ul X (n+1)
e H20 gspl0ul 6.5 ul
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o Répartition de 10 ul de mixte dans chaque tube.
o Ajouter 15 ul de chaque produit de PCR.
o Homogénéiser le contenu des tubes dans la centrifugeuse de paillasse.

o Placer les tubes au bain marie a 37°C pendant une nuit.

o Apres Incubation a 37°C pendant une nuit le produit de digestion est concentré au

speed-vac pendant 15 a 20 min.

L’Hha I est une enzyme de restriction produite par Heamophilus heamolyticus. Elle

reconnait et clive la séquence GCG C codant pour les arginines en position 112 et 158

(isoformes E3et E4) alors que les séquences GTGC codant pour les cystéines en position 112

(isoformes E3et E2) ne sont pas reconnues par I’enzyme ni coupées a ce niveau (figurel7).

Hha I
(en=yvine de restrictiorn)
Mgt
Mathy lation (=
2 HO
NNNNGE GERINNN NNNGCG CMNMNMNMN
MNMNMMNCSCENMNMN MMM C GCESNMMRN
ADMN & 2 brins ADMN "digsere”

Figure 17 : site de restriction par I'enzyme Hhal.

11.5.1.3 La visualisation des produits de la digestion :

La visualisation des produits de la digestion se fait par migration éléctrophorétique sur

gel d’acrylamide 10%. Elle comprend les étapes suivantes :
Préparation d’un gel d’acrylamide 10% :

Pour un gel de 70 ml

e Acryl 30% 23.8 ml
« TBE 10X 7 ml
« H20 38.5 ml

Pendant que les réactifs se remettent a température ambiante :

e Préparer le persulfate d’ammonium a 10% (0.01g dans 100 ul H20).
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e Monter le support de gel.

e Addition de persulfate d’ammonium et de temed juste avant de couler le gel.
50 ul de persulfate/10ml (350 ul).
10 ul de temed /10ml (70 ul).

o Homogénéiser, couler immédiatement en versant le contenu de bécher entre
les plaques de verre en ayant soin de ne pas faire de bulle et placer le peigne
afin de former les puits, laisser polymériser a température ambiante 1h. a 1h
30min.

v’ Dépdts des échantillons :

Quand le gel est polymérise, plonger le systeme (gel + électrodes) dans la cuve verticale
contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X) Oter le peigne et
déposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon ou marqueur.

v" Migration :

Mettre sous tension le générateur a un voltage élevé soit 250 volts durant 1h 30 mina 2 h. La

migration est terminée, quand le bleu atteint le bas du gel.
v" Coloration :
Apres préparation du colorant avec 100 ml de TBE 1X et 10 ul de BET dans un bac.

e Glisser délicatement le gel de facon horizontale dans le bac pendant 10 a 15 min.
e Décolorer le gel, en 'immergeant dans un bac contenant du TBE 1X de 10 a15 min.

e Visualiser le gel aux UV et prendre une photo.
11.5.2 Révélation du profil éléctrophorétique :

Le BET fluorescent aux UV s’est fix¢ sur ’ADN (cette molécule s’intercale entre les
bases de la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction dans le
gel placé sur la table a UV. Les petits fragments de 35 Pb sont trés difficiles a visualiser sur le
gel sous UV. Quant a ceux de 19,18, 16, 11,7 et 4 Pb, ils sont élués dans le tampon lors de la

migration éléctrophorétique.
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Chaque fragment d’ADN est visible sous forme d’une bande dont la position sur le gel

d’acrylamide dépend de sa taille, une combinaison de bandes étant caractéristique de chaque
génotype. (Tab 10 et fig. 18)

Tableau 10 : Tailles des fragments de restriction en paire de base (Pb) correspondants aux

six génotypes possibles (3 homozygotes et 3 hétérozygotes).

E3/E3 E3/E2 E4/E3 E2/E2 E3/E4 E4/E4
o1 o1 o1 o1 91 -

- 83 83 83 - -

- - 72 - 72 72

62 62 62 62 62 62

48 48 48 - 48 48

35 35 35 - 35 35

Figure 18: Profil d’électrophorése sur gel d’acrylamide des fragments issus par clivage de

Hhal présentant différents génotypes d’Apo E.

11.6 Calcul de I’odds ratio :

Pour calculer I’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : Il est présenté

sous forme de tableau crois¢ 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est

présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.
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Malades | Témoins
Exposée (E+) a b a+b
Non exposés (E-) | ¢ d c+d
a+c b+d Total

v" Mesure de la cote :

La mesure de la cote d’un événement est un concept différent du taux ou de survenue de cet
événement. La cote est le rapport entre la probabilité de survenue d’un événement et celle de

la survenue d’un autre événement en général opposé au premier. (99).

Dans notre enquéte on ne peut pas calculer directement le taux de maladie, pas plus
que la cote correspondante, puisque les nombres de la maladie sont fixés arbitrairement.

Cependant on peut calculer :

e La cote d’étre exposé (Exposure Odds ; EO) pour les cas :
EO malades =a/c
Pour les témoins EO témoins=b/d

e Le rapport des cotes d’exposition qui est 1’Odds ratio (Exposure Odds ratio)

OR=a*d/b*c

L'Odds ratio représente une mesure d'association epidémiologique entre un facteur et
une maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (prévalence <5%).
Dans ce cas I'Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait

une enquéte de cohorte pour la population.

1.7 Les intervalles de confiance:

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche
estimative de I'analyse statistique vise a quantifier I'effet étudié et le degré de certitude de
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cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une fourchette
de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a 95% de trouver la

valeur réelle.

La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante: Si la méme étude
était réalisés sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas identiques,
mais seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu. L’intervalle de confiance estime
cette variation due a I'échantillon (100). L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a éeté

calculé a partir de I'approximation de Fleiss.

v" Choix de la "'p value " :

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque a) .Si la valeur de p calculée a posteriori
est inférieure a ce seuil, la différence entre les parameétres est déclarée statistiguement
significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité de la présentation
des résultats. L'usage a retenu de maniere consensuelle I'ensemble des seuils (0.05, 0.01,

0.001) qui représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.

Le seuil 0.01 doit d'étre choisi lorsqu'en complément d'une étude épidémiologique
descriptive; on teste le lien entre deux variables sans que I'on puisse a priori argumenter

quand il existe une relation logique entre ces variables.
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I11.1 Etude des Variations lipidiques dans L'IDM :

Partie pratique

Tableau 11: Comparaison des Moyennes du cholestérol, des triglycérides, du C-HDL et du

C-LDL dans I'DM et chez les témoins selon le sexe.

IDM
Hommes Femmes
IDM Témoins P IDM Témoins P
Cholestérol 1.76x0.47 | 1.67+0.38 | ns 1.94+0.58 | 1.83+0.42 | ns
Triglycérides | 1.62+0.79 | 1.08+0.46 | 0.01 1.98+0.79 | 1.06+0.56 | <0.001
HDL 0.37+0.22 | 0.40+0.10 |0.01 0.31+0.08 | 0.46+0.10 | <0.001
LDL 1.09+0.38 | 1.06+0.32 | ns 1.23+0.38 | 1.13+0.31 | ns
111.1.1 Comparaison des Moyennes du cholestérol :
2
1,9
1,8
®
1,7
1,6
1,5
Homme Femme
W Témoins 1,67 1,83
= IDM 1,76 1,94

Figure 19: Comparaison des Moyennes du cholestérol dans I'DM et chez les témoins selon

le sexe.

On remarque, qu’il n’existe pas de différence significative (NS) des moyennes de la

cholestérolémie dans les deux populations malades et témoins, chez les deux sexes.

Ceci ne concorde pas avec les études épidémiologiques effectuées, cela revient au

nombre de nos échantillons qui est insuffisant.

Une relation positive et continue entre cholestérolémie totale et mortalité par maladie
coronaire est bien établie dans de nombreuses études (101). Ainsi pour des valeurs de
cholestérol de 2.10 g/I, le risque de mortalité coronarienne est de 4 a 5% au japon et au sud de

I’Europe et est a 15% au nord de I’Europe (102).
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Une étude menée en Algérie a démontré que des concentrations élevées du cholestérol
sont associées a un risque élevé d’IDM. Cette méme étude a trouvé que les valeurs des lipides
en Algeérie sont plus basses que celles trouvées dans deux autres études similaires, L’une

mené en France et I’autre en Irlande. (103).

Encore, depuis la parution de I’essai LRC-CPPT (Lipid research clinics-coronary
primary prévention trial) il est démontré que la diminution de 1% de la cholestérolémie totale

réduit 2 a 3% I’incidence des événements coronaires (104,105).

111.1.2 Comparaison des Moyennes des triglycérides :

2
1,5
X 1
0,5
0
Homme Femme
H Témoins 1,08 1,06
H IDM 1,62 1,98

Figure 20: Comparaison des Moyennes des TG dans I'DM et chez les témoins selon le

Sexe.

La moyenne de la TG chez les hommes présentant un IDM était de 1.62 + 0.79
supérieure a celle des témoins avec une moyenne de 1.08 + 0.46 on note une différence
significative (p<0.01). Et pour les femmes la moyenne de TG dans le cas de I’IDM était de
1.98+ 0.79 supérieure a celle des témoins d’une moyenne de 1.06 + 0.56 cette différence

est plus significative (p<0.001).

Aberg et coll. (106) retrouvent une association des triglycérides avec 1’infarctus du
myocarde. La plupart des études retrouvent une augmentation significative des taux de TG
chez les coronariens méme si on ne retrouve pas des triglycérides dans la plaque

d’athérosclérose, I’augmentation des triglycérides peut jouer un rdle indirect dans sa
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constitution. Des preuves d’une relation indépendante entre triglycérides et maladie

coronariennes sont apparues dans de récentes études épidémiologiques (107).

La relation entre TG et risque coronarien est largement dépendante de I’effet d’autres
FDR qui s’accompagne souvent d’une élévation de la triglycéridémie tel que I’obésité, le
diabéte, I’hypercholestérolémie, la baisse du HDL et I’lHTA (108).

111.1.3 Comparaison des Moyennes du C-HDL :

0,5

0,4
03
N
0,2
0,1

0

Homme Femme
W Témoins 0,4 0,46

m DM 0,37 0,31

Figure 21: Comparaison des Moyennes des C-HDL dans I'IDM et chez les témoins selon le

SEXe.

Le tableau (11) montre des différences significatives (p<0.01) dans les moyennes
totales chez les hommes et plus significative chez les femmes (p<0.001) entre les malades et

les témoins.

La moyenne totale du chol-HDL pour la population malade est plus basse que celle de
la population témoin. Différentes études confirment qu’une telle diminution des valeurs du
chol-HDL est un facteur de risque indépendant des maladies coronariennes pour les sujets
d’age moyen et cela pour les deux sexes (109), alors que L’association inverse des taux de
HDL et le risque des maladies coronariennes chez les sujets agées n’est pas retrouvee dans

certaines études (110).

Encore les résultats de la Honolulu Heart program indiquent que le HDL est un

important facteur de risque des maladies coronariennes chez les sujets agés (> 70ans), et que
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le risque relatif de maladies coronariennes pour les sujets avec des valeurs de HDL supérieure

a 0.60g/l comparé aux sujets avec des valeurs inférieure a 0.40 g/l est de 0.6 (111).

Les resultats de 4 grandes études d’observation indiquent qu’une augmentation de
0.01g/l de HDL s’accompagne d’une diminution du risque coronarien de 2% chez I’hnomme et
de 3% chez la femme (112).

111.1.4 Comparaison des Moyennes du cholestérol-LDL :

1,25
1,2

1,15

X 11
1,05

1

0,95
Homme Femme

B Témoins 1,06 1,13
HIDM 1,09 1,23

Figure 22: Comparaison des Moyennes des C-LDL dans I'IDM et chez les témoins selon le

Sexe.

On remarque, qu’il n’existe pas de différence significative (NS) des moyennes de la

C-LDL dans les deux populations malades et témoins, chez les deux sexes.

Ceci ne concorde pas avec les études épidémiologiques effectuées, cela revient au

nombre de nos échantillons qui est insuffisant.

Il existe deux types de particules LDL, celle ayant une petite taille et celle ayant une
grande taille. La fréquence d’une forte proportion de LDL de petite taille, riches en protéines

est nettement augmentée chez les malades coronariens et chez les survivants d’IDM (113).

Des études cliniques ont montré que les individus présentant un taux élevé de LDL
petites et denses ont une prévalence accrue de maladies cardiovasculaires, augmente 3 fois le

risque d’IDM (114). La présence des LDL petites et denses est corrélée a des valeurs élevees
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de TG, de chol-T et d’Apo B, alors que leur présence est liée a une diminution des valeurs du
HDL (115).

La NCEP a désigné les LDL comme étant la lipoprotéine majeure responsable du

risque et la premiére qui doit étre diminuée lors d’un traitement (116).

111.2 LES FACTEURES DE RISQUES :

111.2.1 Etudes des facteurs de risque dans la population générale :

Parmi les facteurs de risque, nous avons pris en considération les plus connus et les

plus quantifiables a savoir ’HTA, le tabagisme, le diabéte et I’obésité
111.2.1.1 Prévalence des différents facteurs de risque dans la population générale :

Le tableau 12 représente la prévalence des différents facteurs de risque dans la population

témoins et dans les deux sexes séparément.

Tableau 12: Prévalence des facteurs de risque dans la population témoin.

Témoins
Hommes Femmes Total
HTA 14/9 / 6.3% 2.5
DNID >1.26 / / /
Tabac >1 40.8 / 24.4
IMC >29 / 15 0.8
60
40
®
20
0 —._" A —— -
HTA DNID Tabac IMC
® Homme 0 0 40,8 0
B Femme 6,3 0 0 1,5
Total 2,5 0 24,4 0,8

Figure 23: Prévalence des facteurs de risque dans la population témoin.
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» L’hypertension artérielle :

La prévalence de I’hypertension artérielle (>14/9) est de ’ordre de 2.5% dans la
population témoin repartis en 6.3% dans le sexe féminin, et dans le sexe masculin le nombre

est insignifiant.
» Lediabéte:

La prévalence du diabéte (DNID) est n’existe pas chez les deux populations de

témoin.
» Le tabagisme :

La prévalence de fumeurs est de 24.4 % dans la population témoin. Le nombre des
femmes qui fument est insignifiant par contre la proportion des fumeurs de plus de 1
cigarette/jour parmi les hommes est de 40.8% de I’ensemble du sexe masculin. Le
pourcentage des fumeurs dans notre étude est plus élevé que ce de Constantine (117)

concernant le tabagisme chez les hommes.
» L’obésité :

La prévalence de 1’obésité (>29) est de 0.8 % dans la population témoin. Le nombre
des hommes ayant une obésité est insignifiant par contre la proportion est de 1.5% de

I’ensemble du sexe féminin.

On remarque que la prévalence de I'obésité est augmentée 2.6% durant 10 ans au sein
de la population constantinoise (7.55 %) (117). Elle est inférieure a celle d’autres pays, elle
varie de 18% a 32.7% entre deux régions de France (118), de méme que chez les européens de
25.7 2 26.3 % (119), elle atteint les 33 % au USA (120).

111.2.2 Les facteurs de risque dans les cardiopathies ischémiques :

Parmi tous les facteurs de risque nous avons tenu compte des facteurs les plus
communs et les plus quantifiables tel que: ’HTA, la prise de cigarettes, le diabéte, 1’obésité.
(Tableau: 13)
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Tableau (13) : Prévalence des facteurs de risque dans les IDM.

IDM
Hommes Femmes Total
HTA 14/9 354 4 19.7
DNID >1.26 34.2 5 19.6
Tabac >1 84.2 / 421
IMC >29 2.6 10 6.3
90
80
70
60
o 50
x 40
30 |
20 |
10 | R
0
HTA DNID Tabac IMC
B Hommes 35,4 34,2 84,2 2,6
MW Femmes 4 5 0 10
Total 19,7 19,6 42,1 6,3

Figure 24: Prévalence des facteurs de risque dans les IDM.

Parmi les 48 malades, nous avons rencontré Tableau 13, figure 24 :

soit 19.7% de I’ensemble des malades qui ont une hypertension artérielle (14/9). En
comparant Les malades par sexes on constate que les femmes présentent un
pourcentage (4%) plus inferieur que les hommes (35.4%).

Soit 19.6% ont un diabete (DNID). Le pourcentage de diabete chez les hommes est
Iégerement éleveé (34.2%) que chez les femmes (5%).

Soit 42.1% les malades fumant plus d’une cigarette étant surtout des hommes. Si nous
tenons compte uniqguement du sexe masculin, nous trouvons un pourcentage de 84.2%
de fumeurs parmi les hommes.

soit 6.3% des malades sont obéses avec un IMC >29 et que 1’obésité est plus élevé

dans le sexe féminin 10% contre 2.6% dans le sexe masculin.
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111.2.3 Comparaison des facteurs de risque entre population témoins et

malades:

Dans cette étude montre donc quatre facteurs de risque important qui sont : le diabéte
la cigarette et I’hypertension artériclle et I'obésité. Plusieurs études présentent des résultats
contradictoires lorsqu’il s’agit de la signification statistique de I’un ou de 1’autre des facteurs
de risque. En étudiant les facteurs de risque trouvés dans la population témoin que nous
comparons avec le niveau des facteurs dans les maladies cardiovasculaires et avec les études

internationales on déduit que :

» L’hypertension artérielle :

HTA

20

15

%

10

Témoins IDM
W HTA 2,5 19,7

Figure 25: Comparaison de la fréquence de I’HTA entre les témoins et les IDM.

La fréquence de I’hypertension est de 2.5% dans la population témoin, et dans les

maladies coronariennes est de 19.7% plus élevée que le témoin. (Figure 25)

L’hypertension artérielle occupe le deuxieme rang (19.7%) est elle augmente de fagon
significative que les risques de la maladie, elle a montré un impact trés significatif sur le

risque de la maladie coronarienne.

On note que I’HTA est un facteur de risque indépendant de la maladie coronarienne

qui peut doubler ou tripler le risque.

Toutes les études d’estimation du risque cardiovasculaire montrent 1’importance de

cette derniére. L’HTA prend le premier rang des facteurs de risque dans plusieurs pays
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comme le Japon, la Chine, I’Europe, au Canada et aux Etats unis d’Amérique. (121). Notre
résultat concorde avec celui de Charleroi concernant la dominance de I’ HTA chez les

hommes par rapport aux femmes (18).

> Le diabéte:
DNID
20
15
¥ 10
5
>
0
Témoins IDM
|- DNID 0 19,6

Figure 26: Comparaison de la fréquence de diabéte entre les témoins et les IDM.

La prévalence du diabéte dans notre population générale n’existe pas, et dans La

population malade représente19.6% des malades coronariens. (Figure 26)

La plupart des études trouvent une liaison entre cardiopathies ischémiques et diabete
ou le diabéte est un facteur de risque dans tous les pays européens et d’Amérique du nord
(122,123).

Le diabete est associé au risque de IDM cela peut s’expliquer par ’effectif des
personnes diabétiques ou il occupe le troisieme rang 19.6 %. Le risque d’IDM est nettement
augmenté chez les diabétiques par rapport aux non diabétiques et explique environ 30 % de
déceés dans une population. (124). Nos résultats concordent avec les travaux de 1’étude Prime

(125) et de I’¢étude InterHeart (126).
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» Le tabagisme :

100

80

60

%

40

20

0
Témoins IDM

| B Tabac 40,8 84,2

Figure 27: Comparaison de la fréquence du tabagisme chez les hommes entre les témoins et
les IDM.

Le tabac est un facteur de risque dans notre population, sa prévalence chez les
hommes dans la population générale est de 40.8% inférieur a La fréquence des hommes

fumeurs chez les malades qui est trés importante avec un pourcentage de 84.2%.

Il est retrouvé comme facteur de risque dans la plupart des études (127) avec une
augmentation de mortalité coronarienne chez les fumeurs des deux sexes (128), Les composés
du tabac impliqués dans les effets cardiovasculaires sont la nicotine et le monoxyde de
carbone, selon 1’hypothése d’Arstup, le monoxyde de carbone augmente la perméabilité
endothéliale, ce qui entraine un cedéme de la paroi et un passage accru des macromolécules

avec depot des particules lipidiques (129).

Au-dela de 10 cigarettes/jour, l'intoxication tabagique multiplie par 3 le risque
d'infarctus du myocarde. A partir de 20 cigarettes/jour, le risque d'infarctus du myocarde est
multiplié par 5 chez les grands fumeurs inhalant la fumée et celui de mort subite est multiplié
par 6 (130). Les effets délétéres du tabac sont liés a la quantité quotidienne de tabac

consommeée a 1’age du début de consommation et a la durée de 1’exposition.

Il a eté démontre que la suppression du tabac permet de diminuer de 50 % la mortalité
d'origine vasculaire; alors que la poursuite du tabagisme apres ’apparition de la maladie

aggrave fortement le pronostic.
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> L’obésité :

IMC

7

6

5

4
®

3

2

NS

0

Témoins IDM

|- IMC 0,8 6,3

Figure 28: Comparaison de la fréquence de 1’obésité entre les témoins et les IDM.

Dans la population témoin la prévalence de I'IMC est de 0.8% et dans les maladies

coronariennes la prévalence est de 6.3% plus élevé que les témoins.

L’obésité apparait dans notre étude comme un facteur de risque dans 1'IDM et cela
pour les deux sexes. Taylor et coll. (131) ont observé une association entre IMC et une
augmentation de plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire (HTA, diabete,

hypertriglycéridémie etc.) sans donner d’explication a cette association.
111.3 Fréquences génotypiques et alléliques de I'Apo E:

L’étude génétique du polymorphisme de I’Apo E a concerné 119 témoins, et 48 malades
d’IDM.

111.3.1 Fréquences génotypiques de I’Apo E dans la population générale de

Constantine :

Le tableau 14 et fig.29 montrent Les fréquences génotypiques dans la population de
Constantine ; le génotype (€3 / €3) est le plus fréquent il représente (91) 76.4% suivie par (&3
/ €4) et moins fréquent pour les génotypes (€2 / €4), (e4 / €4) et (€2 / €2).
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Tableau 14 : fréquences génotypiques de I'Apo E dans la population générale.

Population générale

n %
e3/¢e3 91 76.4
€3 /€4 17 13.9
g2 /€3 9 8.3
g2 /4 / /
ed /g4 / /
g2/¢2 2 1.4
Total 119 100
100 %
80
60
40
20
0 . - - == -
e3/e3 e3/ed e2/e3 e2/el ed/ed e2/e2 Total
| % 76,4 13,9 8,3 0 0 1,4 100

Figure 29: Fréquences génotypiques de I'apoE dans la population générale.

La prédominance du génotype €3/e3 retrouvée dans notre population, est trés

compatible avec toutes les études effectuées a travers le monde: exemple: Finlande 58.7%,
Framingham (USA) 66.7%, Allemagne 62.2%, Japon 71.9% France 64.3%, Mexique 73.8 %,
Chine 70.9% (Tableau 15).

Tableau 15: Fréquence génotypique de la population Constantinoise comparée a d’autres

groupes ethnique.

N E3/E3 |E3/E4 | E2/E3 | E2/E4 | E4/E4 | E2/E2 | Référence
Finlande 1577 58.7 30.6 54 1.8 3.2 0.3 445
Copenhague | 5112 55.8 25.4 12.8 02.5 02.9 00.5 437
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Framingham | 2258 66.7 18.8 13.1 1.7 3 0.6 442
Allemagne | 1557 62.2 19.9 11.7 2.9 2.2 0.9 439
Japon 576 71.9 19.3 6.1 0.7 1.7 0.3 444
France 504 64.3 18.7 13.9 1.6 1.6 0.8 440
Italie 260 68.4 166.5 12 15 1.2 0.4 441
Mexique 964 73.8 17.32 6.8 0.73 1.1 0.21 448
Che 119 76.4 13.9 8.3 0 0 1.4 Cette série
Chine 141 70.9 14.9 12.1 0 0.7 4.7 443

111.3.2 Fréquences alléliques de 1’apoE dans la population générale de

Constantine :

L’étude de la distribution des fréquences alléliques de I'apoE  dans la population
Constantinoise est 5.5% pour l'allele €2, 87.4% pour l'allele €3 et 7.1% pour l'allele €4

tableau 16.

Tableau 16: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine.

g2 e3 g4
N % N % N %
Témoins 13 55 208 87.4 17 7.1

La comparaison avec ceux d’autres populations dans le monde montrent que dans
toutes les populations étudiées D’alléle €3 est le plus fréquent (62.6% - 87.5%) suivie par
I’alléle €4 (4% - 29.7%) et I’all¢le €2 le moins fréquent (0% -14%) tableau 17 et fig.33.

Nos résultats montrent que la fréquence des alle¢les de I’apoE est similaire a ce qui est
rapporté pour les populations d’Europe du sud : Italie, Espagne, la France, et aussi a celle des

populations asiatiques.

Tableau 17: Fréquences alléliques de I'Apo E dans différentes populations.

Populations Fréquences Alleliques
Références
e2 e3 e4
Finlande 0.041 0.733 0.227 293
Germany 0.077 0.773 0.15 293
Turkey 0.083 0.833 0.084 451
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Geneve 0.070 0.820 0.110 470
France 0.061 0.827 0.117 441
Italie 0.073 0.827 0.100 441
Maroc 0.050 0.840 0.110 393
Espagne 0.057 0.811 0.071 435
Cne 0.055 0.874 0.071 Cette série
Malaysia 0.058 0.829 0.114 448

La Finlande a une fréquence relativement faible de 1’alléle €2 (4.1%) comparativement

aux autres populations (Tableau 17)

025 , 0,227

0,2

0,15

0,15 o11 017 . 011 0,114
0,1 0.084 0,071 0,071
0,05

0
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Figure 30: Fréquence de I’allele 4 dans différentes populations.

Dans les populations d’Europe La fréquence de ’alléle €4 est dans 1’ordre décroissant
du nord vers le sud ou la Finlande a la plus haute fréquence (22.7%) que celle des

populations du nord comme la France 11.7%, I’Italie 10%, 1’Espagne 7.1%.

111.3.3 Fréquences génotypiques de I'Apo E dans la population de
Constantine et IDM :

La distribution des génotypes du polymorphisme Apo € varie entre les témoins et les
IDM, qui présente un ordre décroissant en fréquences correspondant aux génotypes €3/e3,

€3/ed, €2/€3, €2/e4, e4/e4 et €2/e2 respectivement chez les cas témoins, et dans I’IDM le plus

63




Résultats et discussion Partie pratique

fréquent est €3/e4 suivi par , €3/e3 , €2/e3(et €2/e4, e4/ed et €2/e2 n’existe pas dans notre

résultats ca revient au nombre des échantillons qui est insuffisant). (Tableau 18, figure 31)

Dans les deux groupes étudiés les porteurs du génotype €2/€2 sont rares; cependant
les porteurs du génotype €2/e3 sont plus nombreux dans le groupe des témoins comparés au

groupe IDM.

Tableau 18: frequences génotypiques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans

les IDM.
Témoins IDM
n % n %
€3/¢€3 91 76.4 30 43.8
€3/ €4 17 13.9 17 47.9
€2 /€3 9 8.3 2 8.3
€2 /el / / / /
ed /el / / / /
€2/¢2 2 1.4 / /
Total 119 100 48 100
100
80
60
x
40
20
0 o = L™ g
e3/e3 | e3/ed | e2/e3 | e2/ed | ed/ed | e2/e2 Total
ETémoins| 76,4 13,9 8,3 0 0 1,4 100
H IDM 43,8 47,9 8,3 0 0 0 100

Figure 31: Répartition des fréquences génotypiques dans la population de Constantine et dans
les IDM.

Selon les résultats obtenus, on peut observer que le génotype €3/e4 est plus fréquent
chez les malades atteints d’IDM, son pourcentage est augmenté de 47.9 % par rapport aux
témoins. Ceci indique une association entre la présence de I’alléle &4 et la maladie

cardiovasculaire.
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Par contre on ne trouve pas la fréquence de phénotype €2/¢2 ¢a revient au nombre de

nos échantillons qui est insuffisant.

Lenzen et coll. ont reporte que 60 % des patients porteurs de phénotypes E3/E4
souffrent d'un IDM avant I'dage de 60ans cependant ceci est inversé chez les sujets ayant le
phénotype E2/E3 (132).

L'étude de Kumar a démontré une contribution importante du polymorphisme de
I'Apo E dans l'accélération des maladies cardiovasculaires dans la population indienne
asiatique (133). Cette association a été également prouvée dans de nombreux groupes
ethniques y compris les caucasiens américains (USA), australiens et les italiens et les turcs
(134) En se basant sur cette forte association Apo E4 et IDM prématuré laisse considérer que

l'allele €4 est un facteur de risque indépendant en inde asiatique (133).
111.3.4 Fréquences alléliques de I'Apo E dans les IDM :

Le tableau 19, et le figure 32 montrent que la fréquence de [D’alléle €2 chez les
témoins (5.5%) est proche de celle des IDM (4.2%), La fréquence de I’allele €3 est
relativement faible chez les IDM (71.9%vs 87.4 %), et significativement élevé pour 1’alléle
g4 chez les IDM (24% vs 7.1%) p< 1% comparativement aux témoins suggérant ainsi sa

relation avec la maladie.

Tableau 19: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans les

IDM.
g2 e3 g4
N % N % N %
Témoins 13 55 208 87.4 17 7.1
IDM 4 4.2 69 71.9 23 24
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Figure 32: Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population de Constantine et dans les

La fréquence des alléles de I’Apo E varie dans les différentes populations (Tableau

17). Plusieurs études ont établi le lien entre ’all¢le €4 et 1’¢lévation du risque des maladies

cardiovasculaires (135) En Europe, Gerdes et coll. (136) ont comparé 45 pays a la Norvege et

ont constaté un gradient décroissant allant du nord, ou la prévalence de maladie coronarienne

est grande, au sud ou elle est basse (137).

Le taux de mortalité par coronaropathie est de 24,5/100 000 pour une augmentation de

0,01 de la fréquence relative de 1’allele € 4 (80) il est proportionnelle a la fréquence de 1’allele

€ 4 et differe d’un pays a ’autre (132).

D'autres études révelent que la fréquence de 1’alléle € 2 croit avec la diminution de la

mortalité coronarienne, toutefois la ou I’environnement est favorable, comme au Japon, les

alleles € 2 et € 4 s’accompagnent d’un risque accru (138).

111.4 Influence du polymorphisme sur les parametres lipidiques :

111.4.1 Génotype et parametres lipidiques :

Le tableau (20) montre I'influence du génotype de I’Apo E sur les paramétres lipidiques chez

les sujets porteurs de €2/e3, €3/e4 et €3/€3.
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Tableau 20: impact du génotype de 1I’Apo E sur les paramétres lipidiques chez Les porteurs
d’e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

€2 /€3 €3/¢€3 €3/ €4 £2/e3 VS | €3 /€4 vseld/
e3/e3 €3
Cholestérol 1.60+ 0.3 1.80+0.4 1.85+0.41 <1% <1%
TG 1.14+ 0.45 1.10+ 0.38 1.18 £0.35 ns ns
HDL 0.46%£ 0.1 0.42+0.1 0.39+0.1 ns ns
LDL 0.90£ 0.5 1.12+0.32 1.22 +0.35 <1% <1%
» Le cholestérol et C-LDL :
2
1,5
1
0,5
0
e2/e3 e3/e3 e3/e4
B Cholestérol 1,6 1,8 1,85
mC_LDL 0,9 1,12 1,22

Figure 33: impact du génotype de 1’Apo E sur le cholestérol et C_LDL chez Les porteurs de :
e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

Notre étude montre que les taux de cholestérol et de cholestérol —LDL chez les sujets

€3/e4 sont augmentés significativement alors que les taux de C-HDL ne sont pas

significativement différents (Tableau 20).

Plusieurs études confirment la liaison polymorphisme-Lipides. L’all¢le €4 est associé a

une augmentation du cholestérol, LDL-C et Apo B.

Dans I’étude ECTOR, I’alléle €2 est associé a des valeurs inféricures de total

cholestérol, et de LDL-cholestérol, ceci est en accord avec plusieurs études qui ont rapporté
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I’association de 1’alléle €2 avec des concentrations de total et/ou de LDL-cholestérol plus
basses comparées avec les homozygotes €3€3. L’alléle €2 exerce ainsi un effet protecteur sur

les concentrations des lipides plasmatiques (139).

Selon notre étude; ’effet de diminution de 1’alléle €2 est trois fois plus grand que
’effet d’¢lévation de 1’alléle €4 sur le LDL-C. Ceci concorde avec les travaux de Utermann et
coll. (140) qui avaient été les premiers a rapporter que les porteurs de L’all¢le €2 avait des
taux plus bas de cholestérol et de LDL-C plasmatiques que les porteurs de I’allele €3
(phénotype E3/ E3).

> Les triglycérides :

1,2
1,15
1,1
1,05
e2/e3 e3/e3 e3/ed
| BTG 1,14 1,1 1,18

Figure 34: impact du génotype de I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de : e2/e3,
e3/e4 et e3/e3.

Les études sont contradictoires quand aux triglycérides. Une méta-analyse de 45
¢tudes menées dans 17 pays par Jean Dallongeville (141) a confirmé que le phénotype d’Apo
E influencait aussi les TG de facon significative, 1’allele €4 autant que 1’allele €2 pouvant

augmenter les taux de TG plasmatiques chez les sujets hyperlipidémiques.

Notre étude montre une influence uniquement de 1’allele €4 sur les triglycérides. Les
triglycérides sont augmentés significativement chez les sujets €3/e4 alors que chez les sujets

€2/€3 restent au méme niveau que les triglycérides des sujets €3/e3 (Tableau 20).

L’allele €4 est associ¢ a des concentrations plus élevées de triglycérides, ceci est

observé par Kofler et al dans une étude realisée au Royaume-Uni (142).

68



Résultats et discussion Partie pratique

Tolosa et al (143) qu'aprés I'age de ménopause, ont trouvé chez les femmes ayant le
phénotype E2/E3 ont un taux élevé de TG tandis que celles ayant le phénotype E3/E4
présentent une élévation du cholestérol (135).L’effet de € 2 est trés sensible a I’environnement

particuliérement en ce qui a trait a I’effet sur les TG (80).

» Le Cholestérol HDL :

0,5
0,45
0,4
0,35
e2/e3 e3/e3 e3/ed
| m C-HDL 0,46 0,42 0,39

Figure 35 : impact du génotype de 1I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de : €2/e3,
e3/e4 et e3/e3.

Notre étude ne retrouve pas de différence significative du C-HDL entre les différents
génotypes. Le C-HDL des sujets E3/E4 est diminué par rapport aux sujets E3/E3 Par contre

est élevee chez les sujet E2/E3 mais non significative (Tableau 20).

D’autres études trouvent que les femmes porteuses E2/E3 ont une concentration élevee
des HDL comparées a celles qui portent le génotype E3/E3, les données de I'étude de
GAMBOAR et coll. (144) suggérent que la variation du locus Apo E dans la population
mexicaine est un facteur génétique qui influence sur le taux de lipides plasmatiques cependant

son effet est seulement observé chez la population féminine.
111.5 Polymorphisme et risque cardio-vasculaire :

II1.5.1 Prévalence de L’odds ratio dans ’IDM :

Le calcul de l'odds ratio montre que les porteurs de l'alléle €4 présentent une

association significative (p<0.01) vis-a-vis de la survenue de I'IDM, suggérant que les sujets
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ayant un alléle €4 sont plus prédisposés a développer une maladie coronaires par rapport aux

porteurs de €3/e3 (Tableau 21).

Ceci est confirmé par de nombreuses études qui démontrent I'implication de l'all¢le €4

dans les maladies cardiovasculaires.

Tableau 21: Calcul des odds ratio des sujets malades (IDM) ayant un alléle €4 par rapport

aux témoins ayant un génotype e3/e3.

Odds ratio P

edvse3le3 5.86 P<1%o
2.19<OR<13.9

Les individus ayant l'allele €4 ont 46 fois plus de risque de développer un IDM
prématuré selon Kummar (133). Il a été établi le risque relatif en fonction du phénotype
d’Apo E; par rapport au phénotype E3/E3; il est de 0,23, 0,61, 0,78, 1,16 et 1,33
respectivement pour les phénotypes E2/2, E3/2, E4/2, E4/3, et E4/4 (80).

Notre étude montre une relation étroite de I'Apo E4 avec une concentration élevée du
cholestérol et du C-LDL qui peut directement influencer la pathogenese des MCV. Ceci a été
expliqué par l'influence de polymorphisme de I'Apo E sur I'absorption et le métabolisme des

lipides alimentaires.

Dans son étude, Davignon suggére que le polymorphisme de I'Apo E accordé aux
variations des niveaux de cholestérol plasmatique explique seulement 2.8% du risque des
MCV (74). Gerdes et coll. (136) ont observé que dans 1’étude 4S (Scandinavian Simvastatin
Survival Study), les sujets ayant subi un infarctus du myocarde et porteurs de I’alléle €4 et qui
ont éteé suivis durant cing ans, avaient un risque de mortalité presque deux fois plus grand que

les non porteurs.
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Conclusion:

L’¢étude que nous avons entreprise est une €tude transversale de type cas témoin
concernant 167 individus répartis en deux groupes, Cependant les moyennes des lipides dans
notre population sont plus basses que celles trouvees dans les pays industrialisés. Une
population de malade présentant un infarctus du myocarde (n=48) et une population de cas
témoin (n=119).

Les lipides constituent un facteur de risque majeur des maladies coronariennes, notre
étude présente un profil lipidique montrant une augmentation du cholestérol total, une
augmentation des triglycérides, une diminution du HDL, et une élévation des LDL, chez les

sujets présentant un IDM par rapport aux témoins.

Parmi les 48 malades présentant un IDM, la prévalence des sujets hypertendus est de
19.7%, soit 19.6% sont des diabétiques, soit 42.1% des hommes sont fumeurs, soit une
prévalence de 6.3% des personnes obeses.

Cependant, ces facteurs de risque ne peuvent en aucun cas étre assimilés directement
a des causes de la maladie. Une relation de cause a effet ne peut pas étre déduite seulement de
cette association épidémiologique vu que certains patients ayant la maladie ne présentent
aucun de ces facteurs de risque. Mais cette association établit quand méme un certain lien de
causalité. Ainsi il est établi qu’en termes de probabilité la survenue d’un IDM, est fortement

influencée par la présence de ces facteurs de risque.

D’autre part, dans le présent travail, nous nous sommes proposés de déterminer le
polymorphisme de I’apoE chez les sujets atteints d’IDM et de comparer les fréquences

alléliques et génotypiques dans la population d’étude a une population témoin.

Nos résultats ont montré la prédominance de 1’allele €3 dans la population
constantinoise avec une fréquence de 87.4%, suivi de loin par €4 (7.1%) et €2 (5.5%). cette

tendance s’accorde avec toutes les études effectuées a travers le monde.

L'allele €4 est corrélé aux maladies cardiovasculaires. Dans notre étude, la fréquence
est 24% chez les IDM alors qu'elle est de 7.1 % chez les témoins. En Europe, la fréquence
de cet allele augmente du sud vers le nord et suit le gradient de fréquence des maladies

cardiovasculaires.
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Des études ont montré egalement que le risque moyen de développer une MCV est
1.43 fois supérieur chez les individus porteurs de l'alléle €4 par rapport a ceux portants 1'all¢le
€2, nous retrouvons cette tendance dans notre étude avec un odds ratio de 5.86. En revanche
I’association entre 1’alléle €2 et ces maladies reste a démontrer et le role protecteur de cet

alléle est moins établi.

Ce travail révele que le polymorphisme du géne de I’Apo E avait un impact sur la
variation du cholestérol, les triglycérides et le cholestérol-LDL plasmatiques dans la
population malade. L'allele €4 est associé avec des concentrations plasmatiques en lipides

¢levées de 1 a5 %, tandis que l'alléle €2 est associé a des concentrations plutot basses.
La découverte d’un all¢le € 4 ajoute a la stireté du diagnostic :

- le suivi des patients dyslipidémiques.

- Pour une meilleure adaptation thérapeutique et diététique.

- Pour la connaissance des variations inter individuelles dans 1’initiation et la progression
P | d t t dividuelles d. I’initiat t 1

d’athérosclérose.

Le développement des techniques de biologie moléculaire est donc a poursuivre pour
proposer de nouvelles approches médicamenteuses contre I’athérosclérose. Les travaux qui en
découlent devraient contribuer a diminuer I’impact négatif des maladies cardiovasculaires sur
la longévité, non seulement dans les pays industrialisés, mais également dans le reste du

monde, car ces maladies n’ont pas de limites socio-économiques ou géographiques.
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Annexe : Le questionnaire:

Polymorphisme de I’Apo E :

Age : Poids : Taille : Tour de taille :

Situation familiale Marié (e) : Célibataire : Autre :

Niveau d’étude : Primaire : Secondaire : universitaire : Autre ...,

FONCHION & o

Origine ethnique : | A C K M

Fumeur :| oui Non Nbre/J : Café : Nbre/J :

Chique: Alcool :

Tension artérielle | oui Non Systolique : Diastolique :

Contraceptifs : | oui Non Types de contraceptifS :...........ccooeiiiiiiiiiinn...

Antécédents Personnels Antécédents Familiaux

Cardiopathies ischémiques

AVC

Artériopathies membres inf.

HTA

Diabete

Autres
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Résume :

Plusieurs facteurs de risque biologiques et génétiques sont associés a I’infarctus du
myocarde. Parmi les facteurs de risque primaires, les dyslipidémies constituent un facteur de risque

majeur.

L'objectif de cette étude est de déterminer le polymorphisme de I'Apo E dans la population
génerale de Constantine et dans I'IDM ainsi que son impact sur les concentrations des lipides

sanguins et les facteurs de risque de la maladie cardiovasculaire.

Les fréquences alléliques de 1’apoE dans notre population sont €3 (87.4%), €4 (7.1%) et €2
(5.5%). Le génotype de référence €3/€3 est le plus fréquent (76.4%) suivi de loin par €3/e4 (13.9%),
€2/€3 (8.3%), €2/€2 (1.4%) respectivement.

Notre résultats mettent en évidence une influence des génotypes de l'apo E sur les
concentrations des lipides plasmatique, indiquant I'effet protecteur de I'all¢le €2, et I'effet délétere de

l'all¢le €4 et sa contribution comme facteur de risque dans les maladies cardiovasculaires.

Mots clés: Apo E, Athérosclérose, IDM, polymorphisme.



Abstract:

Many biological and genetic risk factors are associated with the myocardial infraction (Ml),

among which the dyslipidemia constitutes a major risk.

The objective of this study is to determine the Apo E polymorphism repartition in
Constantine population and in myocardial infarction (MI) patients and their impact on lipid

parameters with the other risk factors of cardiovascular disease.

The apoE allele frequencies in our population were €3 (87.4%), €4 (7.1%) and €2
(5.5%).The genotype £3/e3 is the most frequent (76.4%) followed by £3/e4 (13.9%), €2/ £3 (8.3%),
e2/€2 (1.4%) respectively.

Our results demonstrate an influence of apo E alleles on serum lipids concentrations and

indicate a deleterious effect of €4 allele and a protector effect of €2 allele in cardiovascular disease.

Key words: Apo E, Atherosclerosis, MI, polymorphism.



1padla

Glaulll Jiad Jalsall 038 G e 5 &S0 5 daa sl sl Jalsall (e paell dliass QA clitial) (i e ying
ol 138 Egaad culid Tl (0 saall)

O o R 8 andll sl il sl e Al A8, Loyl aai s Al 038 (e Cingl
ua“).aiyb;\dh.aydu‘)a.d\&\jﬂ‘}%w\ﬁﬂ‘ﬁs‘ﬁ‘;cbﬂiuﬁaz}um‘ ;uﬁ;‘&a‘)aw:\:\ﬁ‘sﬂjm
Al e )

£2 5 (1.1 %) &4 ,(87.4%) & 3 1 JUIS an JSull dipe (o ) sl i 555 Of Al ) @l Canaca

@l ) il | pall A3 5 S Ao G sl L Sl Al 8 o) g AV 53 DA JSE a5 (5.5 %)

Sle(1.4%) €2/e2 (8.3 %)e2/e3,(13.9%) £3/e4 < Lo 5ia(76.4 %) sl il 8 2a) 55 Y 58 £3/83
(s

el sl IS8 Al dgle ) ol eVl Aladl A jall (5 AY) Jal sl ) ALYl 4 L) jo cuala
O b Ul Lladl La jee Sl g4 JaV) JSy dun dpliadll dpaadl) call Cadia) e 1 aaill (il
Lot Luala Slale g2 JSdy

AP0 E ¢l 8l il (ldll pliial ¢ ol yudll 3 Al cilalsl)



Nom et Prénom : Date de soutenance :
KEDDACHE RAHIMA LADJEL AMINA 30/06/2015

TITRE : Etude de linfluence du polymorphisme de I'apoprotéine E sur les paramétres
lipidiques dans les infarctus du myocarde.

NATURE DU DIPLOME : Master en Analyse Protéomique et Santé

RESUME :

Plusieurs facteurs de risque biologiques et génétiques sont associés a l’infarctus du
myocarde. Parmi les facteurs de risque primaires, les dyslipidémies constituent un facteur de risque

majeur.

L'objectif de cette étude est de déterminer le polymorphisme de I'Apo E dans la population
générale de Constantine et dans I''DM ainsi que son impact sur les concentrations des lipides

sanguins et les facteurs de risque de la maladie cardiovasculaire.

Les fréquences alléliques de 1’apoE dans notre population sont €3 (87.4%), €4 (7.1%) et €2
(5.5%). Le génotype de référence €3/e3 est le plus fréquent (76.4%) suivi de loin par €3/e4
(13.9%), €2/€3 (8.3%), €2/€2 (1.4%) respectivement.

Notre résultats mettent en évidence une influence des génotypes de l'apo E sur les
concentrations des lipides plasmatique, indiquant I'effet protecteur de 1'allele €2, et I'effet délétere

de l'all¢le &4 et sa contribution comme facteur de risque dans les maladies cardiovasculaires.

Mots clés : Apo E, Athérosclérose, IDM, polymorphisme.
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