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Introduction

INTRODUCTION

Apolipoprotéine E est une glycoprotéine, ayant un poids moléculaire de 34 k Da situé
sur le chromosome 19, elle est présente dans toutes les lipoprotéines. Elle est synthétisée
majoritairement au niveau du foie, elle est multifonctionnelle jouant notamment un role clé

dans le métabolisme des lipoprotéines. (1)

Les causes génétiques sont diverses et au sein d’une population coexistent a la fois des
mutations dites causales, Le géne de I’apo E est polymorphique, I’expression phénotypique de
ce polymorphisme est associée a des variations des concentrations lipidiques et une
diminution de son pouvoir anti-atherogéene qui est indépendant de son effet sur les lipides

sanguins. (2)

Les complications de 1’athérosclérose représentent une cause majeure de mortalité et de
morbidité dans le monde .L’athérosclérose restant sans traitement étiologique spécifique, la
correction de ses facteurs de risque est actuellement le meilleur moyen de lutter contre cette
maladie. (3)

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont, les maladies qui touchent de plus les
populations des pays développés. Elles sont la cause principale des décés. (2) Et parmi les
MCYV les plus fréquents en constatent I’artériopathie oblitérant des membres inférieurs
(AOMI) qui définit par une. Manifestation locale d’une maladie générale qu’est

I’athérosclérose.

Les concentrations des lipoprotéines plasmatiques sont en relation étroite avec le risque
cardiovasculaire. Elles sont contrdlées par des mécanismes homéostatiques impliquant la

régulation du métabolisme des lipoprotéines. (4)

Notre étude a pour objectifs :

= La détermination de ce polymorphisme dans la population Algérienne en
prenant comme cible les habitants de Constantine.
= De comparer les fréquences des différents alleles dans la population d’étude (les

sujets atteints par I’artériopathie oblitérant des membres inférieurs).
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= De voir s’il existe une relation entre ce polymorphisme et les taux des fractions
lipidiques (cholestérol, triglycérides, HDL et LDL).
» Etenfin d’entrevoir la liaison entre les différents génotypes et le risque de

maladies cardio-vasculaires.
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1. Tartériopathie oblitérant des membres inférieurs AOMI

1.1 Définition des maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires regroupent une catégorie d’accidents variés(5), ce sont
des pathologies affectant le cceur, et les vaisseaux (artéres et veines) de 1’organisme. Elles
sont classées aux premieres places des causes de déces dans le monde et en particulier dans

les pays industrialisés (6, 7, 8 ,9)

Il existe quatre types des maladies cardiovasculaires, infarctus de myocarde IDM,
accident vasculaire cérébrale AVC, angine de poitrine et ’artériopathie oblitérant des

membres inférieurs AOMI.
1.2 Historique de ’AOMI

La claudication intermittente, conséquence de I’artériopathie a été reconnue pour la
premiére fois chez le cheval en 1831 (10) et chez I’homme en 1846 (11) la maladie a été

décrite par Jean-Martin Charcot dans une publication datée le 1858 (12).
1.3 Définition de I’artériopathie oblitérant des membres inférieurs AOM

L'artérite (artériopathie) des membres inférieurs est une des expressions de
I’athérosclérose lorsqu'elle touche les arteres destinées a la vascularisation des membres
inférieurs (aorte terminale, iliaques, fémorales, poplitées, arteres jambieres) , et elle a été
définie par la HAS en 2006 comme un « Rétrécissement du calibre des arteres a destination
des membres inférieurs qui entraine une perte de charge hémodynamique, avec ou sans
traduction clinique »(13) I’AOMI est 1’'une des maladies cardiovasculaires plus fréquente

surtout chez les hommes qui dépassent 65ans, et est classée parmi les pathologies mortelles .
1.4 Epidémiologie de ’AOMI

En Algérie la prévalence de [Iartérite oblitérant des membres inférieurs
asymptomatiques n’a pas eu d’études consacrées a la Population générale, sauf se qui ont été
faite par Zekri, Belhadj et Khellaf. La prévalence de I’AOMI a I’aide de I’IPS a été estimée a

17.5% dans un groupe de700 patients agés de 50 ans et plus et habitants la commune de Sidi
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Bel abes d’apres Belhadj (14).Dans un autre travail réalisé sur 500 sujets diabétiques suivis
en consultation de diabétologie et de meédecine interne dans deux structures hospitaliéres
algéroises, Zekri a retrouvé une prévalence del4.2% en utilisant 1’IPS et une prévalence de
24%en combinant les données de I'IPS a celles de I’écho doppler artériel des membres
inférieurs (15).toujours a Alger, et chez 300 coronariens hospitalisés dans trois unités de soins
cardiologiques, Khellaf, en n’utilisant que I’IPS, a retrouvé une prévalence de ’AOMI de
29.8% (16).

1.5 Développement de ’AOM

Lorsque l'athérosclérose touche les arteres de la jambe (figure 1), on parle d'artérite des
membres inférieurs (AMI) ou encore d'artériopathie oblitérant des membres inférieurs
(AOMI).

Les membres inférieurs regoivent le sang du cceur par I'intermédiaire des artéres :
I’aorte, les artéres iliaques, fémorales, tibiales et pédieuses. Quand ces artéres se rétrécissent
(on parle de sténose) ou se bouchent (on parle d’occlusion) a cause de la formation de plaques
d’athérome (dépot de cholestérol), on parle d’artérite. L’AOMI est favorisée par 1’ensemble
des facteurs de risque de 1’athérome dont le tabac, le diabéte, I’excés de cholestérol,
I’hypertension artérielle, la sédentarité, 1’obésité abdominale, une alimentation déséquilibrée

et des troubles psycho-sociaux(17).

Pontage

|
Plaque-f_.
§

Artéere fémorale
superficelle

Artéere
poplitée

Artére tibiale
antérieure
Arters
peéroniere
Artére tibiale
postérieure

Figure 1 : les arteres responsable de la vascularisation des membres inferieurs (18).
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1.6 Classification de PAOMI

Il existe trois classifications 1'une selon Leriche et Fontaine qui est basée sur
I’apparition des symptomes lors du développement de la maladie(19,20) ; I’autre selon

Rutherford établie en1997 reprend ces criteres cliniques en y ajoutant un critére objectif : la

pression de cheville de repos (21) ; la derniére classification est la combinaison entre les deux

classifications précédentes :

Tableau 1 : la nouvelle classification de ’AOMI (22, 23, 24 ; 25).

Les formes Les classes Manifestations
asymptomatique Ce sont des patients asymptomatiques avec un
IPS inférieur a 0.90. Les lésions occlusives sont peu
importantes ou trés bien supplées
Forme
chronique [ jschémie Elles représentent le tiers des AOMI et peuvent
permanente (stades | se manifester par des douleurs musculaires d’effort
11 et IV de Leriche | typique (crampe, étau) en aval de D’atteinte artérielle
et Fontaine) LIPS est abaissé et le test de marche sur tapis est
anormal.
Ischémie non elles peuvent se manifester par des douleurs de
permanente décubitus soulagées évoluant depuis plus de deux
semaines ; avec une pression systolique artérielle a la
cheville inférieure ou égale a 50 mm Hg, ou une
pression artérielle au gros orteil inférieure ou égale a
30mmHg.
Formes non Le membre est viable, il n’y a pas de troubles
immédiatement sensitivomoteurs
menacgantes
Forme Formes menacantes Il n’y a pas de faiblesse musculaire (ischemie
aigue récupérables. modérément menacgante)
Les troubles sensitivomoteurs disparaissent rapidement
(ischémie immédiatement menacante)
Formes menacgantes | Les troubles sensitivomoteurs sont irréversibles sous
avec séquelles | forme soit d’anesthésie profonde du membre soit de
inévitables paralysie.
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1.7 Facteurs de risque de PAOMI

e Sexe

La prévalence de ’AOMI est plus importante chez ’homme que chez la femme. Les

différences entre les sexes diminuent avec 1’age (22).
e Age

L’incidence et la prévalence de I’artérite des membres inférieurs augmentent avec 1’age

(22).
e Tabac

Le tabac est I’un des facteurs de risque majeur de développer une artérite des membres
inférieurs. Le tabac aurait 2 a 3 fois plus de risque de causer une AOMI qu’une maladie
coronarienne. (26) Le risque d’artérite des membres inféricurs augmente de fagon dose-
dépendante avec le nombre de cigarettes fumées chaque jour et avec la durée du

tabagisme(27).
e Diabete

Le diabete augmente le risque d’AOMI de 2 a 4 fois selon 1’étude de Hoorn. (28) De
plus, chez les patients diabétiques, ’artérite est généralement plus agressive. Le risque
d’amputation majeure est multiplié par 5 a 10 chez les patients diabétiques par rapport aux

non-diabétiques (22).
e Dyslipidémie

Selon I’étude de Framingham, un taux de cholestérol total supérieur a 2,7 g/L multiplie
par 2 le risque d’AOMI. Le risque d’artérite des membres inférieurs augmente avec le taux de

cholestérol.
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e Hypertension artérielle

L’HTA multiplie le risque de claudication de 2,5 chez I’homme et de 3,5 chez la femme
selon I’étude de Framingham. (22) Cependant, la corrélation entre 'HTA et ’AOMI est

moins importante que pour les pathologies coronariennes ou les AVC.

e Hérédité familiale

L’hérédité familiale joue surtout un role dans la genése des autres facteurs de risque,
comme [’hypertension artérielle, le diabete, les dyslipidémies. Il convient de prendre en
compte les événements survenus avant 55 ans chez un homme et avant 65 ans chez une

femme, chez les parents du premier degré (29).
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CHAPITRE 2 :L’athérosclérose

2.1. Historique

L’anatomiste JF Crell 1746 a isolé des éléments calcaires dans I’aorte, différentes des
éléments osseux, en 1843 Vogela isolé des éléments de cholestérol dans ces lésions
artérielles ; puis le biologiste Marchand(1904) décrivent une matiere «jaunatre » entre la

tunique interne et moyenne (30).
2.2. Définition

L’athérosclérose selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ OMS (1957) est 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 dépot calcaires ; le tout s’accompagnant de

modifications de la media(31).

Les études expérimentales les plus récentes, associées aux observations
anatomopathologiques permettent d’optimiser la définition principe ; I’athérosclérose est
considérée comme une inflammation chronique de 1’intima des artéres de gros et de moyen
calibre, dont 1’origine repose sur une interaction complexe entre des composants plasmatiques
athérogénes (certaines lipoprotéines circulantes par exemple) et les cellules de la paroi artériel
[cellules endothéliales, cellules musculaires lisses (CML), monocytes, macrophages,
lymphocytes T] (32).

2.3. Epidémiologie

L’athérosclérose est la premiére cause de mortalité et morbidité dans les pays
industrialisés, I’augmentation de la prévalence de la maladie est du au vieillissement de la
population et aux changements dans les facteurs de risque (33) ;en plus de ces conséquences,
ces accidents - lorsqu'ils ne sont pas fatals, sont aussi a l'origine de paralysie, troubles
sensitifs, troubles du langage dans le cas des AVC ; apparition d'une insuffisance cardiaque,

de troubles du rythme dans le cas d'un infarctus du myocarde (IDM)(32) ;elle est aussi une
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cause majeure de mortalité du fait du caractere délétere des complications ischémiques qu’elle

entraine et qui touche le myocarde, le cerveau et les membres inférieurs (33).
2.4.  Structure de la paroi vasculaire

La paroi d’une artére est composée de trois parties principales nommées de I’intérieur

vers I’extérieur, intima, média et adventice (figure 2).

Tissu conjonctif ] .
et fibres musculaires Adventice

Limitante élastique
externe Media

Cellules musculaires

Uimitante élastique
interne

Intima Tissu conjonctif

Endotélium :

unique couche

de celiules dans

1a lumiére de 'artére

Artére de moyen calibre et ses trois tunigues : intima, média, adventice
Copyright © sanofi-aventis france

Figure 2 : structure de la paroi artérielle (34).
X8 L’intima

C’est la partie interne, plus fine. C’est a ce niveau que se développe 1’athérosclérose
Elle est constituée d’une seule couche de cellules endothéliales ; d’une couche de tissu
conjonctif fibro-élastique et d’une lame de fibre élastique constitué¢e d’élastine, la limitante

élastique interne (absente dans de nombreux vaisseaux(34).
X Le media

C’est la partiec moyenne, séparée de I’intima par la limitante €lastique interne et de
I’adventice par la limitante élastique externe; elle est la plus épaisse ; elle est aussi la

constituant principal de I’artére(34).
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<> L’adventice
L’adventice c’est la partie externe. Elle est constituée d’un tissu conjonctif peu
organisé ; d’une enveloppe qui assure 1’ancrage des artéres aux structures avoisinantes.et un

réseau de nerfs vasomoteurs non myélinisés (34).
2.5. Formation de la plaque d’athérome

Les lipoprotéines essentiellement les LDL modifiés ; les cellules endothéliales ; les
cellules musculaires lisses ; les lymphocytes; les monocytes; les macrophages et les
plaquettes jouent un rdle essentielle dans la formation de la plaque d’athérome cette dernier

est formée par 1’association de plusieurs mécanismes (figure 3).

—a
> @A

4o -

o

50

Cellules

spumeuses
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A

.\la({gp‘hjagy\/\f‘

Figure 3 : Formation de la plaque d’athérome(35).
= Pénétration et oxydation des LDL dans I’intima artérielle

La toute premiére étape de D’athérosclérose est 1’accumulation des lipoprotéines
athérogénes Low Density Lipoprotein (LDL) dans I’intima (35,36), il s’agit d’un phénoméne

passif qui est secondaire a un déséquilibre entre les entrées et les sorties.

Les flux d’entrée sont augmentés par 1’élévation des concentrations plasmatiques de ces

lipoprotéines, ainsi que par celle de la perméabilité endothéliale (lésions et dysfonction
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endothéliales) ; les flux de sortie peuvent étre diminués du fait de la présence de
protéoglycanes et de collagéne qui fixent les LDL dans le sous endothélium (38) ; cette
activation endothéliale aura pour conséquence d’induire un stress oxydant, par une
augmentation de la NADH/NADPH oxydase endothéliale qui produit 1’anion super oxyde
(02-) (39).

L’oxydation des LDL débute par la peroxydation de leurs acides gras polyinsaturés et se
propage grace a une enzyme la PAF-AH (Platelet Activating Factor Acetyl hydrolase) qui
posséde une activité phospholipase A2. Il en résulte la fragmentation des acides gras
polyinsaturés et la formation d’aldéhydes et de cétones, Les aldéhydes se fixent sur les résidus
lysine de I’Apo B100 des LDL, qui dés lors ne reconnaissent plus le LDL-récepteur mais les

différents récepteurs scavenger exprimés a la surface des macrophages et des CML (40,41).

= Recrutement des monocytes et leurs transformations en macrophages puis en
cellules spumeuses

Suite a une perte de I’intégrité et/ou de I’activation des cellules endothéliales, due a la
cytotoxicité des LDL-oxydées, les cellules endothéliales secrétent des molécules d’adhésion
(VCAM-1. ICAM-1). Ces derniéres ont la capacité de se lier a des ligands de la famille des
intégrines présents sur la membrane des leucocytes; ce qui implique 1’adhésion des monocytes

circulants a la surface de 1’endothélium(42).

Apres adhésion, le monocyte pénétre dans 1I’espace sous-endothélial ou il se transforme
en macrophage puis en cellule spumeuse. Ces étapes sont sous I’influence de divers facteurs :
le MCP-1(monocyte chemotactic protein-1); le M-CSF (monocyte-colony stimulating factor)
(42).

La formation de cellules spumeuses est liée a I’augmentation de la captation des LDL
oxydés par les macrophages résidents (43) qui expriment le récepteur scavenger B/E, qui a
I’inverse de récepteurs classiques de LDL normales (récepteurs de Brown-Goldstein), ne sont
pas régulés négativement par le contenu intracellulaire en cholestérol (44) ; par ailleurs
I’internalisation des LDL oxydées se continue jusqu’a engorgement des cellules par les esters
de cholestérol (45)ce qui est a I’origine des stries lipidiques constituant les lésions précoces de
la plaque d’athérome. (43),
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= Réaction inflammatoire

De¢s Dlinfiltration de la paroi artérielle par les macrophages, une réaction inflammatoire
chronique se produit et serait a I’origine d’un véritable phénoméne d’auto amplification et de
croissance de la plaque (43). Les macrophages produisent de nombreuses cytokines pro
inflammatoires (TNF-a TNFp, IL-1) qui augmentent I’activation endothéliale, et favorisent
I’afflux de nouveaux monocytes, ils peuvent aussi induire 1’expression par les cellules de la
plaque, de MMP (matrix metallo protéinases), des collagénases, élastases et gélatinases qui

possédent toutes une activité de dégradation des protéines de la matrice extracellulaire (46)
= Migration des cellules musculaires lisses

Les CML provenant du média migrent a travers la limitante élastique interne vers
I’intima ou elles proliferent. Les cellules inflammatoires (les macrophages, les
polynucléaires ; les neutrophiles et les lymphocytes), aussi les CML activees sécretent des
MMP (matrix métalloprotéases) qui dégradent les composants de la matrice extracellulaire et
facilitent la migration des CML vers I’intima, les cellules endothéliales et les macrophages
sécretent le PDGF et provoquent la prolifération des CML, méme les CML sécretent ce

facteur qui provoque leur prolifération par une action autocrine. (47).

= Formation du centre athéromateux et de la chape fibreuse

A ce stade, les LDL oxydées accumulées au sein des cellules résidant dans le sous
endothélium sont cytotoxiques ; elles aboutissent a la mort des cellules spumeuses et se

regroupent pour former un amas acellulaire appelé : centre athéromateux.

Le centre lipidique constitué de lipides libérés apres dégénérescence des cellules
spumeuses est entouré par la chape fibro musculaire (CML, protéines Conjonctives qui sont la

collagéne, I’¢lastine et les protéoglycanes)) c’est : la plaque athérosclérose adulte (48).
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Chapitre 3 : les lipoprotéines et les apolipoprotéines

3.1. Les lipoproteines

3.1.1. Généralités des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des macromolécules hydrosolubles qui assurent le
transport des lipides dans le compartiment plasmatique, elles sont des particules complexes
constituées de lipides et d’une partie protéique spécifique appelée apoprotéines, ces particules
lipoprotéiques sont dans un état dynamique permanent (synthese, distribution et dégradation)
(49).

Ces macromolécules transporter Les lipides exogenes apportés par 1’alimentation
et les lipides endogénes synthétisés par le foie (50), les lipoprotéines sont des particules
micellaires & noyau hydrophobe, contenant des triglycérides et des esters de cholestérol, dont
la surface est composée de phospholipides, de cholestérol non esteérifié et de protéines(figure
4) (51).

\\{ /. Phospholipides Triglycérides
> ‘. 2

- e -

Coeur lipidique

Apolipoprotéine

Esters de Cholestérol

Cholestérol Libre & ——Enveloppe

Figure4 : Structure générale d’une lipoprotéine(52).
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Les lipoprotéines

Choiestérol non estérifié

Cholestérol estérifié
Triglycérides

= Chylomicron

Figure 5 : les différentes classes des lipoprotéines (53).
3.1.2. classification et nomenclature des lipoprotéines

Tableau 2 : Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines Plasmatiques
humaines(54).

Type de | Mobilité Densité Taille (nm) Proportion Principales
lipoprotéine  Electro- (g/ml) EC/ITG Apolipo-
phorétique protéines
Chylomicrons | pas de migration | 0.93 75-1200 1/19 B48,E, C
VLDL |Prép 0.93- 30-80 1/3.3 B100,E, C
1.006
IDL Pré B lent 1.006- 27-35 1/3.5 B100, E
1.019
LDL B 1.019- 18-27 1/0.23 B100
1.063
HDL2 a 1.063- 9-12 1/0.22 | AlLAll,C
1.125
HDL3 o 1.125- 7-9 1/0.19 | AlLAll, C
1.210
L Pa / 1.040- / 25 B 100, (a)
1.115
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3.1.3. Réle physiopathologique des lipoprotéines
Les différentes especes de lipoprotéines ne jouent pas le méme réle dans la
circulation sanguine.

®» Les LDL sont considérés a juste titre comme responsables des dépéts artériels
générateurs d’athérome et d’athérosclérose.

®» Les VLDL moins directement impliquées dans les dépots artériels sont néanmoins
considérées comme nocives lorsqu’elles sont trop abondantes.

®» Les CM, ne sont pas athérogénes, leur accumulation donne lieu par ailleurs a des
troubles pancréatiques.

®» Les HDL, jouent au contraire un réle antiathérogéne, peut-étre faudrait-il limiter ce

role a certaines HDL a Apo-I sans Apo-11(55).

3.1.4. Métabolisme des lipoprotéines

Le meétabolisme de particules de Lipoprotéine peut se produire par l'intermédiaire de la

voie exogene ou endogene :

» Principaux acteurs de leur métabolisme

+ Les Apo lipoprotéines.

+ Les enzymes : trois enzymes jouent un réle central ; la lipoprotéine lipase (LPL), la
lipase hépatique (HL) et la Iécithine cholestérol acyle transférase (LCAT).

+ Protéines de transfert : essentiellement la CETP (cholesterol ester transfer protein)
mais également la PLTP (phospholipid transfer protein).

+ Récepteurs : le LDL-récepteur, récepteur LRP (LDL-receptor related protein),

récepteur ABC-1(ATP binding cassette transporter), récepteur scavenger (56).

= La voie exogene

Les lipides alimentaires, riches en TG, sont absorbés au niveau des entérocytes au sein
desquels ils s’associent a des apolipoprotéines pour constituer les CM natifs qui passent dans

la lymphe puis dans le sang.

Dans la circulation, les CM sont catabolisés en quelques minutes par la lipoprotéine

lipase (LPL), les particules résiduelles, appelées CM remnants seront captés par le foie via les
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LDLR et les protéines liées aux récepteurs LDL (LRP), puis leur catabolisme se poursuit sous
I’action de la LH. En dehors des périodes digestives, les VLDL d'origine hépatique
remplacent les CM comme principal transporteur de TG et c'est alors le foie qui domine le
métabolisme des Lp (57) (58).

= Lavoie endogene

« Métabolisme des VLDL

Les VLDL sont sécrétées par les hépatocytes dans le plasma sanguin, elles subissent
¢galement 1’action de la lipoprotéine lipase LPL et libérent des acides gras qui pénetrent dans
les cellules musculaires et adipeuses. Elles deviennent alors des lipoprotéines riches en esters
de cholestérol, les IDL. Une grande partie des IDL retourne au foie ou elle sera dégradée. Le
retour au foie est assuré par leur liaison aux récepteurs apo B100/E hépatiques (Apo B100/E-
R). Le reste des IDL subit ’activit¢ LPL hépatique, s’enrichit en cholestérol estérifi¢ CE et

perd I’Apo E, ce qui conduit a leur conversion en LDL.
% Meétabolisme des LDL

Les LDL prennent naissance dans les vaisseaux sanguins a partir des VLDL via les IDL,
elles constituent les transporteurs majeurs du cholestérol vers les tissus ou il est intégré aux

membranes, transformé en hormones stéroides.

Les LDL délivrent le cholestérol aux cellules aprés avoir été endocytées sous forme de
complexe (Apo B100 et récepteur) suite a la reconnaissance de 1’Apo B100 par le récepteur

spécifique (59).
= Lavoie inverse

Les HDL Principalement formées dans le foie, ils captent le cholestérol a partir des
macrophages, via les protéines transporteurs spécifiques ABCAL et SR-B1, et a partir des

membranes des tissus périphériques via le transporteur ABCGL.

Les HDL libérées par le foie sont tres pauvres en cholestérol ; elles sont nommeées «

Lipid-poor apo Ax.
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Dans le sang, la LCAT (lécithine cholestérol acyl transférase) estérifie le cholestérol
libre CL en cholestérol estérifié CE qui devient totalement hydrophobe et pénetre au centre du

HDL laissant ainsi de la place en périphérie pour capter du CL

Les HDL deviennent des HDL3,ils peuvent alors capter le cholestérol en excés au
niveau des tissus périphérique (ils deviennent des HDL 2) et le ramener au foie en se fixant
sur les récepteurs de 1’apo Al : SR-B1.

La captation du cholestérol membranaire par les HDL réalise ce que 1’on appelle le

transport revers du cholestérol(60).

;jﬁl: urrénales
asticules

Groupe des HD@' :,J \

Endethélium

Aueres tissus (rhceptenrs au LDL)

Voie exogéne Voie de retour du cha.‘esfdrinl Voie endogéne

Figure 6 : Vue d’ensemble du métabolisme des lipoprotéines(60).
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3.2. Les Apo lipoprotéines

3.2.1. Géneralités

Les apolipoprotéines (apo) sont les constituants protéiques des lipoprotéines. Ces
protéines permettent la formation et la stabilisation des particules lipoprotéinéique. Les

apolipoprotéines jouent donc un réle fondamental dans le transport sanguin des lipides (61).

Il existe 4familles d’apolipoprotéines (nomenclature A, B, C et E), Leur élément
moléculaire commun est un motif de 11 acides aminés formant une hélice de 3,6 acides
aminés par tour Les acides aminés polaires sur une face et les acides aminés apolaires sur

I’autre face lui conférent des caractéristiques d’hélice o amphiphile (62).
3.2.2. Roles des apolipoprotéines

Les exercent trois roles fondamentaux. Tout d’abord, grace a leur structure en o Hélice
amphipathique, elles assurent la cohésion structurale des lipoprotéines telles que les ApoB48
(chylomicrons et VLDL).

De plus, elles peuvent avoir un réle d’effecteur enzymatique, aussi elle peut étre un
bon marqueur pour suivre les lipoprotéines riches en TG, et finalement les apolipoprotéines
permettent la reconnaissance de récepteurs membranaires spécifiques, principalement les
ApoB et les ApoE (62).

3.2.3. Classification des apolipoprotéines

Les apolipoprotéines sont classés selon leur contenue en lipoprotéin
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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 : ClII : CII : CI

Lp-CllI Lp-B:E

Lp-E Lp-B : Clll : Cll : CI

Lp-B:Clll :E:Cll: ClI

Lp-B: (a)

3.2.4. distribution tissulaire des apolipoprotéines

Tableau 4 : Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonctions des

principales apolipoprotéines humaines d'aprés Toussaint et al. 2004(52).

tissus distribution fonction

Apo Al | Foie, intestin CM, HDL Structurelle ; activateur physiologique
de la LCAT ; efflux de cholesteérol

Apo Foie (intestin) | HDL Structurelle ; activateur/inhibiteur de

All la HL ; efflux de cholestérol

Apo foie VLDL, IDL, LDL Structurelle ; syntheése et sécrétion des

B100 VLDL ; ligand du récepteur LDLR

Apo intestin CM Structurelle ; synthése et sécrétion ;

B48 des CM ligand du recepteurB48R

Apo CI | Foie (intestin) | CM, VLDL, HDL Inhibiteur physiologique de la CETP ;

activateur de la LCAT ; inhibiteur de la
liaison aux LDLR, LRP et VLDL

Apo Foie (intestin) | CM, VLDL, HDL Activateur physiologique de la LPL
Ccl
Apo E | Foie, cerveau, |CM, VLDL, HDL, Ligand des récepteurs LDLR et LRP

macrophage, IDL
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CHAPITRE 4 : polymorphisme de I’Apo lipoprotéine E

4.1. Définition du polymorphisme

Le concept de polymorphisme génétique (du grec «poly» plusieurs et «<morphe» forme)
désigne la coexistence de plusieurs alléles pour un géne ou locus donnés, dans une population

animale, végétale, fongique, bactérienne (64).

Il explique qu’une espéce présente des individus aux caractéres phénotypiques

différentes (appelés morphotypes) au sein d’une méme population (65).
4.2. Définition de I’apolipoprotéines E

L’Apo E est une glycoproteine de 299 acides aminés riche en arginine et de poids
moléculaire 34200 daltons(66,67). Elle est mentionnée dans la littérature d’abord sous le nom
de peptide riche en arginine, identifiée pour la premiere fois en 1973 par Chore et al comme
constituant des VLDL (68) .Elle est retrouvée sur la plupart des lipoprotéines qui transportent
le CH et les TG dans le sang, mais tout particulierement sur les VLDL, les IDL et les HDL.
Une des caractéristiques majeures de cette apolipoprotéine est son polymorphisme, Uterman
et ses collégues étaient les premiers a le démontrer. Elle existe sous trois formes majeures

dont un ou deux coexistent dans la circulation.

Ces trois formes différent les unes des autres par la substitution des acides aminés en
position 112 et 158 qui résultent des mutations survenant sur le géne unique qui les encode.
Cette variation génétique produit dans les populations un polymorphisme de fréquences

alléliques variées(66,67).
43. Genedel’Apo E

Le geéne de l’apolipoprotéine E est unique et situé a l'extrémité centromérique de
I'ensemble d'une famille de genes codant pour le groupe apolipoprotéine E, C-I, et C-Il, sur le

chromosome 19, dans la région q13.2 (figure 7) (69).

Ce géne de 3.7 kilo base, comporte quatre exons et trois introns (66,70). Il s’étend sur

3597 nucléotides et code pour un ARN m de 1163 nucléotides. Les tailles des quatre exons de
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I’extrémité 5’vers ’extrémité 3’sont respectivement 44, 66,193 et 860 nucléotides (figure 8).
Le premier exon est non codant, le deuxieme exon code pour un peptide signal, le troisieme
exon pour les 61 premiers acides aminés et le quatrieme pour I'essentiel de la protéine mature,
en outre le géne comprend 4 séquences ALU (69). Les séquences similaires d’exons et
d’introns entre les différents geénes d’apolipoprotéine ainsi que les éléments répétitifs de

séquence similaire laissent croire a une origine commune des diverses apolipoprotéine(66,69).

APOE
Chr. 19q13.2
APOE
APOC1

APOC4a
APOC2

[eq13.2

Figure 7 : Localisation cytogenétique du gene de I’ Apo E sur le chromosome 19 (71).

5 144 805 870 1963 2155 2738 3597 5
K " — o — T
44 760 66 1092 193 582 860

Figure 8 : Positions exons —introns dans le gene d’Apo E. (72)

Exons Introns

4.4.  modification poste traductionnelle de ’Apo E

La protéine Apo E précurseur synthétisée a partir de la traduction d’ARNm qu’il

encode, subit des modifications post-traductionnelles :
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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(73);
ensuite le reste de la protéine intracellulaire subit des O-glycosilations accompagnée de
sialylation ayant lieu & un seul site correspondant a la Thréonine en position 194 de la chaine
protéique (74). La protéine plasmatique mature (299 acides aminés, PM : 34200Da) est

secrétée au milieu extracellulaire ou 90% de la protéine est désialylé (75).
4.5. Structure de ’Apo E

L'Apo E donne deux domaines structuraux fonctionnels, qui peuvent étre séparés par

clivage a la thrombine ; donc elle est composée de deux parties essentielles(Figure9) :

La partie N-terminale (de 1 jusqu’a 191 acides aminé de poids moléculaire de 22 k Da)
(76) est déterminée grace a I'étude de la structure cristalline par diffraction aux rayons X de
I’Apo E, il a été démontré que cette partie est organisée en quatre hélices a-amphiphiles
arrangées de facon antiparallele (77). Cette partie comprend un domaine (142-147) riche en
acides aminés basiques (lysine et arginine) représentant un site de fixation a I'néparine (78)et
essentiellement un segment de liaison avec le récepteur LDL (70), une large région de I’hélice
4 (136-150) constituée de résidus basiques dont les charges positives (+) vont interagir avec

les charges négatives (-) des récepteurs LDL (77,79).

La partie C-terminale (de 216 jusqu’a 299 acides aminé de poids moléculaire de 10kDa)
contient trois hélices constituées respectivement des acides aminés (203-223), (225-266) et
(268-289) (80). Suivant diverses études ; cette derniere joue un réle majeur dans le transport
des lipides, grace au site de liaison aux lipides (244-272) (69) ainsi que dans la tetramérisation
de ’Apo E. plus précisement, le fragment (263-286) semble jouer un réle crucial dans la

liaison aux lipides en particulier I’association de I’Apo E aux VLDL (81).

La partie (192-215) située entre ces deux domaines fonctionnels est une région de
structure non ordonnée, sensible au clivage protéasique, elle contient I’unique site potentiel
d'attache glycannique localisé sur la thréonine en position 194 (74). En terme fonction et

propriétés physiologiques de I’Apo E, ce phénomeéne est encore mal compris (75).
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Figure 9 : Structure des différents domaines de 1’ Apo E(82).
4.6. Polymorphisme de I’Apolipoprotéines E

Il existe 3 isoformes de 1’apoE humaine : apoE2, apoE3, apoE4, génétiquement ces trois
isoformes correspond aux trois alleles: €2; €3; €4(83,84).Les all¢les de I’apoE se
transmettent de facon codominance. Chaque individu possede 2 alleles et les combinaisons
possibles de ces alleles dans la population donnent 6 phénotypes différents : trois

homozygotes (£2/€2, €3/€3, €4/e4) et trois hétérozygotes (e4/e2, €3/€2, £4/¢3) (85).

Le séquencgage direct de I’Apo E par Rall et al en 1982 a permis de découvrir les
différences qui existent entre les trois isoformes. La plus commune des trois isoformes est
1I’Apo E3, elle posseéde au site 112, une cystéine et au site 158, une arginine. L’ Apo E4 differe
de I’Apo E3 par la substitution au site 112 d’une cystéine par une arginine ce qui lui confere
une charge positive de plus que I’Apo E3. L’ Apo E2 est différente de I’Apo E3 en ce qu’elle
posséde au site 158 une cystéine au lieu d’une arginine, ce qui lui enléve une charge positive
(66) (figure 10).
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Selon différentes études (Copenhagen General Population Study CGPS et Copenhagen
City Heart Study CCHS)

les fréquences génotypiques de I’apoE sont 0.1% ; 12.4% ; 2.9% ; 5.5% ; 25.4% et 2.9%
pour €2/€2,3/e2, €4/€2, €3/€3, €4/€3, €4/€4 respectivement (86).

A Chromosome19

[ S———— pr — Exons D

25

%
& 2o

S S
B & 167 &
57 5 Thr
2
& 10 194 00

136 ® 158
Arg/Cys 244 ('/Qo«
® 112 Cys/Ar 5 %
ys/Arg 272 %
©
® 61Arg 255 299
1 Glu \
_ o«

C APOE2 112 158
“—‘|—bcys—“|cy5~ l'* @
APOE3
ill—_Cys—JArgH Ir DOH
APOE4

e 5y e 0 e

| L. Signaling domain |__{ Receptor-binding domain |__{ Lipid-binding domain

Figure 10 : Polymorphisme de I’ Apo E(87).

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(88) (Figurell) qui

induit des changements de point isoélectrique.

L’alléle e4 codant E4 (Argl12-Argl58) est considéré comme 1’alléle ancestral; 1’alléle
e3 codant E3 (Cys112 -Argl58), le plus fréequent, et I’allele e2 codant E2 (Cys112- Cys158),

habituellement le plus rare (89).

Residue: 112 158
ApoE-e2 GAC GTG G GGC CGC CTG.......... CTG CAG AAG TG CTG GCA
ApoE-e3 GAC GTG G GGC CGC CTG.......... CTG CAG AAGICG CTG GCA
ApoE-ge4 GAC GTG GGC CGC CTG.......... CTG CAG AAGECEGCY CTG GCA

e ——-

Figure 11 : Les mutations du géne de I’Apo E aux positions 112 et 158 (71).
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4.7. Biosynthese et distribution tissulaire

L'Apo E est synthétisée par de nombreux tissus. Elle est produite majoritairement par le
foie, le cerveau est le second site de sa synthése (90), elle peut étre effectuée aussi au niveau
du systeme nerveux central particulierement par les astrocytes (91), I’ Apo E est aussi élaborée
dans des proportions moindres par les surrénales, les reins, les cellules du systeme réticulo-

endothélial et les macrophages dans les tissus(92).

La synthése de l'apoE est régulée au cours du développement par des facteurs
hormonaux et nutritionnels. L'expression de l'apoE dans le cerveau est régulée par les
cestrogenes. Le promoteur de I'apoE dans les astrocytes est régulé de maniere positive par
I’AMPc et l'acide rétinoique, grace a une séquence consensus nommée AP-2. L'expression du

géne de I'apoE peut étre régulée in vitro par l'induction de stress (93).
4.8. Récepteur de ’Apo E

Grace aux différents récepteurs (tableau 5); les complexes Apo E / lipides sont

internalisé par les cellules.

L’Apo E possede 25 fois plus d’affinité pour le récepteur LDL que I’Apo B qui est la
principale apolipoprotéines des LDL (récepteur Apo B/E) (52) ; en plus 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 (94) et elle est

principalement retrouvée au niveau des lipoprotéines riches en Apo B.

Il a été également prouvé que la modification de I'acide aminé en 112, qui est extérieur a
la zone de liaison aux récepteurs, qui entraine des changements de charges intervenant dans
I'interaction avec les récepteurs LDL ; en effet les VLDL porteuses d’Apo E4ont une affinité
accrue pour les récepteurs-LDL(95), cependant, I'Apo E2 est moins affine pour ce récepteur
que pour I’E3 ou E4 (96).
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Tableau5: les principaux récepteurs de I’apoE dans les différents tissus (70,97, 52).

famille Principaux Tissu(Localisation)
LDLR Récepteurs des LDL foie, muscle, cerveau cellules
endothéliale
LRPR Récepteurs des LDL foie, cerveau et poumon
VLDLR Récepteurs des LDL muscle, cceur, tissu adipeux et les
macrophages.
Apo E receptor 2 Récepteurs des LDL cerveau, placenta
megaline Reécepteurs des LDL Rein, intestin et placenta
Récepteur scavenger Récepteur scavenger Cellules microgliales

Les complexes (Apo E/lipides) ainsi internalisés a l'intérieur des cellules, sont dissociés:
les récepteurs sont recyclés au niveau de la membrane plasmique; les lipides sont libérés dans
le cytoplasme; I'Apo E aurait pour destinée une dégradation par la voie endosomale/
lysosomale (98,99).

4.9. Polymorphisme de I’Apo E, les lipoprotéines et ’athérosclérose

Le polymorphisme d'apoE module la susceptibilité a beaucoup des maladies ; il est,
cependant, particulierement notoire pour son réle dans les troubles neurodegenerative (101) et
les maladies des artéres athéromateux (96,101),1’allele €4 de I’apoE (phénotypes e4/e4 et
€4/e3) qui est associ¢ a des niveaux plus élevée de LDL-C est considéré comme un agent
athérogenes, tandis que la présence de l'allele €2 du 1’ ApoE (e3/€2, €2/¢2), étant associé a des
niveaux plus bas de LDL-C, est considérée pour avoir l'effet opposé (bien qu'elle peut étre
associee aux taux accrus des triglycérides et des remnants des chylomicrons plasmatique).

Cette équation simple, cependant, est une simplification exagérée parce que ces
propriétés sont sujettes a des beaucoup d'influences environnementales et génétiques. ApoE a

des effets allele-genre dépendants sur le transport renversé de cholestérol, agrégation de
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plaquette, et processus oxydants qui sont susceptibles d'affecter le potentiel athérogénes

global attribué a la modulation du métabolisme de lipoprotéine (102, 103,101).

Plusieurs auteurs ont révélé la capacité qu’avait I’Apo E a déterminer la destinée
métabolique des lipoprotéines ; cette capacité touchait en particulier les lipoprotéines riches
en TG et en cholestérol et qualifiées de résidus de chylomicrons et de VLDL correspondant a
la fraction lipoprotéinéique de densité intermédiaire (IDL) (104,96) La variation de répartition
de I'Apo E dans les lipoprotéines en fonction de l'isoformes d’une part, associée a une
différence d'affinité pour les récepteurs d’autre part, pourrait expliquer les différences des
concentrations plasmatiques moyennes en LDL que l'on trouve entre les sujets €3/e2 et les
sujets €2/ €2 qui ont la plus faible concentration plasmatique, les sujets €4/e3 et les sujets

€4/e4 qui ont la plus forte concentration plasmatique (96).
4.10. Le polymorphisme de I’apoE et les facteurs de risque

Le polymorphisme de I’Apo E interfere sur le métabolisme lipidique et par conséquent
augmente ou atténue le risque de MCV. Les travaux d’Utermann, de Zannis et Breslow; ont
de plus montré qu’une dyslipidémie rare (~1:10,000) était associée a la présence du
phénotype E2/E2. Il s’agit de la dysbetalipoprotéinémie de type Il caractéristique des taux
tres élevés de cholestérol et de TG plasmatiques, et de I’athérosclérose survenant a I’age
moyen (105).En effet, Chez les porteurs de I’all¢le €2 (E2/E2, E2/E3) les chylomicrons, les
VLDL et les HDL sont caractérisés par une moins grande affinité aux récepteurs B/E, ainsi

gu’une déficience dans I’habilité a réagir avec I’enzyme LPL.

La conversion des résidus de VLDL en LDL est également réduite chez les individus
porteurs de I’alléle €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) (106). Si les individus sont porteurs de
I’allele e4(E4/E4,E4/E3),les caractéristiques sont alors a I’inverse des individus porteurs de
I’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 I’all¢le €3(E3/E3). (107).
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Plusieurs études ont démontré I’effet du polymorphisme de I’Apo E sur I’interaction
entre les différents facteurs de risque ainsi que sur I’interaction existant entre les facteurs
génétiques et environnementaux (108). En effet, de méme lorsqu’il a été démontré que le
phénotype E2/E2, conférait une prédisposition génétique, la présence d’autres facteurs
causant une hyperlipidémie (régime alimentaire, obésité, hypothyroidie, déficience en

cestrogenes tabagisme.) était nécessaire pour que la maladie se révele (109).

Le travail de Minnesota et Reilly en 1992, réalisé sur les caucasiens de Rochester a
montré I’influence du polymorphisme de I’ Apo E sur les relations entre le poids et les niveaux
de certains lipides plasmatiques (cholestérol, TG et HDL-C) ; ceci était différent entre les
deux sexes : chez la femme le polymorphisme de I’Apo E influengait cette relation par contre
chez I’homme, le polymorphisme de I’Apo E n’exercait aucune influence entre le poids et les
niveaux de lipides et de lipoprotéines ,dans une autre étude menée par Tikkan en 1990 ainsi
que Miettinen, il a été démontré que la réponse du cholestérol plasmatique a un changement
diététique était modulée par le polymorphisme de I’Apo E en réponse a une diminution du
cholestérol a la consommation alimentaire. Les individus porteurs de I’alléle €4 présentaient
une réduction plus élevée de cholestérol total que les individus porteurs des autres génotypes
(110).

Dans une étude chez des sujets agés I’usage du tabac abolit completement I’effet
modulateur de I’Apo E sur I’athérosclérose périphérique et sur le diabéte (111), dans le
diabete de type 1, les porteurs de I’alléle €2 ont un risque trois fois plus éleve de développer
une néphropathie diabétique que les non porteurs (112) ; ceci est peut étre relié a la glycation
des protéines dans le diabéte, I’Apo E2 ayant le plus haut taux de glycation suivie parE4 et
E3; de plus la glycation altere la capacité de I’Apo E de lier I’héparine, ce qui pourrait
influencer les interactions entre les lipoprotéines et les cellules par le intermédiaire de

I’héparine sulfate protéoglycane et favoriser la dyslipidémie (102).
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Moyens et méthodes

1. Moyens

1.1. Population de référence

Les échantillons que nous avons utilisé appartient a la banque d’ADN de monsieur
Khoja Dj, le nombre des individus dans notre étude est 102 ; repartis en deux groupes : une
population de malade présentant une AOMI (N=30) et une population témoin ou bien de

référence (N=72).

Tableau 6 : Répartition de la population d’étude.

Hommes Femmes Total
N % N % N %

47 65.3 25 | 34.7 72 70.58
| 11 36.7 19 |63.3 30 29.41

[] L.
: temoins

m2  Aomi

Figure 12 : répartition de la population d’étude.

Des critéres d’inclusion et d’exclusion ont été établis pour les malades et pour la

population de référence.
1.1.1 Critéres d’inclusion pour les malades

Pour les malades : tout malade ayant été admis au niveau des services de cardiologie et
les urgences médicales et ayant présentant une AOMI diagnostiqué par des médecins

specialistes.
1.1.2 Critéres d’inclusion pour les témoins

Tous les Sujets des 2 sexes ages de 20ans et plus, résidants dans la wilaya de

Constantine.
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1.1.3 Critéres d’exclusion pour les témoins

Tous Les sujets présentant des antécédents personnels ou familiaux d’une AOMI, pour
pouvoir comparer 1’effet du polymorphisme de I’apo E sur les fractions lipidiques nous avons

exclu les sujets :

%+ Ayant une pathologie entrainant une augmentation des parametres lipidiques
(Hypertension artérielle, Obésité, Diabete....etc.)
+ Sous traitement médical, femmes enceintes ou encore celles prenant des

oestoprogestatifs au moment de 1’enquéte.

1.2 Fréquence de la population témoin et malades
1.2.1 Les sujets témoins

Les sujets témoins sont au nombre de 72 répartis entre : 47 du sexe masculin soit
65.30% et 25 du sexe féminin soit 34.70%.

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

Hommes Femmes Total

N | % N % N %
14 | 29.8 3 12 17 | 23.6

11 | 23.4 10 40 21 | 29.2

8 17.0 5 20 13 |18

5 10.6 4 16 9 125

9 |19.2 3 12 12 | 16.7

47 | 100 25 100 72 | 100
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40
% 35
30
25
20
15
10

20-29 30-39 40-49 50-59 260
H Hommes 29,8 23,4 17 10,6 19,2

H Femmes 12 40 20 16 12
b Total 23,6 29,2 18 12,5 16,7

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

1.2.2 Les artériopathies obliterantes des membres inférieurs
(AOMI)
1.2.2.1 Diagnostique

Les malades atteints d’artériopathies des membres inférieurs ont été recrutés a partir des
services de médecine interne et de cardiologie. Le diagnostic a été porté par des Spécialistes de
ces services hospitaliers qui reposent surtout sur des critéres cliniques.

1.2.2.2 Repartition des AOMI selon le sexe et ’age

La répartition des artériopathies des membres inférieurs selon I’dge montre une
augmentation de la fréquence suivant 1’age, et que cette augmentation est plus importante chez les

hommes que chez les femmes.
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Tableau 8: Répartition des AOMI selon I'age et le sexe.

Femmes Hommes Total
N % N % N %
\ \ \ \ \ \
1 9.1 2 105 3 10
1 9.1 5 26.3 6 20.0
2 18.2 4 21.1 6 20.0
7 63.7 8 421 15 50.0
11 100 19 100 30 100
R 70
= 60
50
40
30
20
10
0
30-39 40-49 50-59 >60
H Femmes 9,1 9,1 18,2 63,7
H Hommes 10,5 26,3 21,1 42,1
i Total 10 20 20 50
Figure 14 : Répartition des AOMI selon I'age et le sexe.
120
100 /‘
80 /
8 60 /
40
20
0 20-29 30-39 40-49 50-59 =60
=—-Hommes 0 10,5 26,3 21,1 42,1
—=0—Femmes 0 9,1 9,1 18,2 63,7

Figure 15 : évolution de I’AOMI selon 1’age et le sexe.
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2. Méthodes

2.1. Meéthodes de dosage des parametres lipidiques

2.1.1. Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol a été effectué par une auto analyseur de type (ADVIA) suivant

une méthode enzymatique (réaction de Trinder) en utilisant des coffrets Bayer.

e Principe

Les esters de cholestérol sont hydrolysés par un cholestérol estérase en cholestérol libre
et acide gras. Le cholestérol libre produit et celui préexistant sont oxydés par un cholestérol

oxydase en cholesténone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier, en présence de peroxydase, est
oxydé en composé coloré (quinone imine).

e Réaction

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20

v

Cholestérol + acide gras.
Cholestérol oxydase

Cholestérol + O2 Cholesténone+ H202

v

Peroxydase

H202 + Phénol+ Amino 4 phénazone quinone imine

v

L’intensit¢ de la coloration de la quinone imine a 500 nm, est directement

proportionnelle a la quantité de cholestérol présente dans 1’échantillon du sérum.
2.1.2. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été effectué par une auto analyseur de type (ADVIA) ;
suivant une méthode colorimétrique-enzymatique, en utilisant des coffrets Bayer.
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Principe

La méthode utilisée est basée sur la détermination enzymatique de la glycérophosphate

oxydase (GPO) aprés hydrolyse par la lipoprotéine lipase (113)

e Réaction
Lipoprotéine Lipase
TG + H20 > Glycérol + Acides gras
Glycérol kinase
Glycérol + ATP > Glycérol 3-Phosphate + ADP
Glycérol 3- Phosphate Oxydase
Glycérol 3-phosphate+0; »H202 + Dihydroxy acétone phosphate

Peroxydase

2H202+phénol +amino-4-phénazone  ———5  quinone imine +4H20

Comme le cholestérol, I’intensité de la coloration de la quinone imine & 500 nm, est
directement proportionnelle a la quantité des triglycérides présentent dans 1’échantillon du

sérum.
2.1.3. Dosage du cholestérol HDL

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

au chlorure de magnésium.
e Principe

Elle est effectuée par précipitation sélective des autres lipoprotéines (LDL, VLDL, CM)
grace au réactif phosphotungastate associé¢ au chlorure de magnésiums, suivie d’une
centrifugation du précipité pendant 15 nm a 4000 tours /mn. Le HDL cholestérol (surnagent)
est ensuite dosé par la méme technique colorimétrique-enzymatique que le cholestérol total
(114).
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2.1.4. Evaluation du cholestérol des LDL

Le calcul se fait par la formule de Friedewald a condition que les TG soient inférieures a
3.5¢/l (4mmol/l) (115).

» Si les résultats sont exprimés en g/l on utilise :

TG(g/l
Cholestérol LDL = Cholestérol total — Cholestérol HDL —#
> Si les résultats sont exprimés en m mol /I on utilise :
TG /1
Cholestérol LDL = Cholestérol total — Cholestérol HDL — —(";"210 /D

= Controle de qualité

Le contr6le de qualité a été réalisé pour tous les paramétres. Nous avons apprécié ce

contréle par la répetabilité et la reproductibilité.

2.2. Extraction de PADN
2.2.1. Principe

De trés nombreux procédés d’extraction des acides nucléiques ont été décrits, et des kits
sont actuellement proposés par un certain nombre d’industriels. La méthode d’extraction
d’ADN utilisée dans notre étude est celle utilisant des solvants non organiques. (La méthode

au Nacl).

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 leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN ; pour pouvoir extraire
ces leucocytes, le sang doit étre initialement mélangé a une solution hypotonique pour
permettre la lyse des globules rouges, apres récupération des leucocytes, ces derniers vont étre
traités par un mélange représenté par un détergeant (SDS) et la protéinase K. L’ADN
nucléaire est ainsi libéré, une précipitation au Nacl va éliminer les protéines qui lui sont

associées et une précipitation avec 1’éthanol va former la pelote d’ADN(116).
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2.2.2. Prélevement du sang

Avant qu’on a faire les prélévements on a questionné les malades sur leurs états civil et

bioclinique (annexe 1).
= 5a10 ml de sang sont prélevés dans un tube stérile contenant un anticoagulant

EDTA (pour I’extraction d’ADN) et des tubes hépariné (pour le dosage des parameétres

lipidiques).

v Pour le dosage des paramétres lipidique on a utilisé seulement le sérum (Les prélevements
sanguins sont centrifugés pendant 15 min a 4000 rpm).

v" Pour I’extraction d’ADN les manipulations se font sur le sang total.

2.2.3. Etape d’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN est une manipulation particuliérement délicate qui s’effectue en

plusieurs étapes :

2.2.3.1. Préparation des leucocytes
Pour la préparation des leucocytes on a suivi les étapes suivantes :
= Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total et compléter a 25 ml avec du Tris
EDTA 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

= Centrifuger 10 min a (4000 rpm)
= Déverser le surnageant.
= Ajouter le TE 20 :5 jusqu’a 30 uL au culot, agiter et laisser 10 min dans la glace.
= Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.
= Déverser le surnageant : obtenir du culot de leucocytes.
= AjouterduTE 10:1.

2.2.3.2. Extraction de PADN

Pour 1’extraction de I’ADN :

v Transverser le culot de leucocytes dans un tube falcon de 15 ml.
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v' Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na cl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8.2) en
dilacérant le culot.

Ajouter 200 pl de SDS a 10 %.

Ajouter 100 pl 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.

Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

AN NNV N N NN

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.

<

Laisser éventuellement 30 min & —20°C si la pelote ne se forme pas
v Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a
70%.

v Mettre la pelote dans un tube nunc.

2.2.3.3. Solubilisation
» Ajouter entre 300 et 1000ul de TE 10 :1 selon la grosseur de la pelote et la

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

dissolution compléte (1 a 2 jours)

2.2.3.4. Dosage des acides nucléiques

e La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées ultérieurement pour cela on est obligée de Vérifier la pureté de notre ADN avant

de mesure leur concentration.

L’ADN peut étre contaminé par les protéines et I’ARN qui absorbent a 260 nm et 280
nm ou bien par les phénols qui absorbent & 270 nm ; pour cela une dilution au 1/100°®™ de
I’ADN est effectuée, et les DO sont lus a 260 et 280 nm (longueurs d’onde d’absorption des
acides nucléiques et des protéines) dans le méme type de cuve que celle ayant servi a faire le

zéro (eau stérile).
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Par le moyen du rapport de DO 260 nm / DO 280nm, la pureté de I’ADN est déterminée
en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN ; on considére pour

une solution d’ADN double brin que :

+ L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre 1.6
et2 (1.6 <R<2).

% L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/ DO280 < 1.6

% L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/ DO280 > 2

e La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

1 unité de DO260 nm = 50 pg/ ml d’ADN double brin.

e La concentration de I’ADN est déduite grace au calcul suivant :

[C] (Lg / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50ug / ml

Sachant que :

Facteur de dilution = vol total /vol d’ADN

2.3. Détermination du polymorphisme de I’apo E

Afin d’étudier le polymorphisme de I’apo E on été besoin de suivre les étapes

suivantes :
v" Amplification de ’ADN (partie contenant le géne ¢ ) par PCR (polymérase chaine

réaction) en utilisant les amorces adéquates.

v" Visualisation de I’amplification ;

<

Digestion de I’ADN amplifié¢ par I’enzyme de restriction Hha I ;

v Séparation des produits de la digestion par migration éléctrophorétique sur gel de
polyacylamide ;

v Visualisation aux UV des produits de la digestion.
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2.3.1. Amplification d’ADN par réaction de polymérisation (PCR)

La PCR est une technique de biologie moléculaire (118) mise au point en 1985 par
Karry Mullis et développée par Henri A. Herlich et ses collaborateurs de la compagnie
CETUS (Californie, USA).

Une réaction de PCR correspond a une succession d’une trentaine de cycle comportant
chacun trois étapes ; la dénaturation, 1’hybridation, et 1’¢longation. L’ADN contenant le
segment a amplifier ; ce dernier est chauffé a une température supérieure a sa Tm (94°C), en
présence des composants nécessaires a la réplication afin de séparer les deux brins. Elle est
ensuite abaissée graduellement a 65°C pour que les amorces s’hybrident parfaitement avec les
extrémités 3’ de la séquence a amplifier avec I’ADN dénaturé. La température est ensuite
¢levée a environ 72°C permettant a la Taq polymérase de commencer 1’¢longation des

amorces.

Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis
aux différentes températures correspondantes a chaque étape. Ces cycles de température sont
réalisés automatiquement dans un thermocycleur. Ces trois étapes constituent un cycle
d’amplification. Le méme cycle est répété autant de fois que nécessaire. Dans la pratique le

nombre de cycle est environ 30 a 35 cycles (117).
v" Principe de la PCR

La Polymérase Chain Réaction permet 1’amplification d'un segment d'ADN compris
entre deux regions de séquences connues par un procédé d'extension d'amorce. Elle consiste a
utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthese de 20 a 25 nucléotides
complémentaires des extrémités 3' des deux brins d'ADN encadrant la séquence a amplifier.

Une de ces amorces est une copie du brin codant et l'autre, une copie du brin non
codant. Sous l'action d'une enzyme (Taq. polymérase), chaque amorce est allongée dans le
sens 5 3’d'une séquence exactement complémentaire du brin recopié. La répétition des

cycles aboutit a une amplification exponentielle de la séquence cible considérée.
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2.3.1.1. Préparation du milieu réactionnel (ou Mix) de PCR

Le milieu réactionnel qu’on a préparé comporte les conditions nécessaires pour

I’amplification du géne de I’apo E (Tableau 9).

Tableau 9 : les composantes de Mix.

Mix de PCR Quantité en pl
Tampon de Taq10x 7 ul

DMSO 7ul

Mix de d NTP 25mM (1/10) 6 pl (200uM)
Taq polymérase 2.5u 0,5 ul

Mg Cl250 mM 3ul

OG solution mére 0,93mM 1,2 pl (0,6uM)
OD solution mére 1,11mM 1 ul (0,6 uM)
H20 g.s.p75u 1 47,3 ul

Les volumes du milieu réactionnel ont été multipliés par le nombre des tubes qu‘on
a ; sauf les volumes correspondants aux Taq polymérase et ’ADN (2 uL /a 250 n g/ pL) qui

ont été ajoute a la fin, pour le tube témoin on met uniquement le mix sans ADN.

Le géne de I’'apo E a été amplifié par PCR avec deux amorces encadrant la région
comprenant les deux codons polymorphes des acides aminés 112 et 158 de I’apo E (103) ; les

deux amorces utilisées sont :

OD:5-ATG GCGCTG AGG CCGCGCTC -3’

OG :5>-AAC AACTGACCCCGG TGG CG -3°
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2.3.1.2. Les Cycles de PCR

Apres avoir préparé le mix du PCR ; nous avons pris 72.5 pl de ce mélange avec 0.5 pl
de Taq polymérase et 2 ul d’ADN dans chaque tube, a la fin on met ces tubes fermé dans le

thermocycleur, le déroulement des cycles a été effectué comme suite :
57a94°C
3>a65°C
50s a 72°C
50s a 94°C ~ 35 cycles
50s & 65°C
57a72°C

10°a10° C
2.3.2. Visualisation de I’amplification

Cette etape est trés importante afin de controler les tailles des fragments amplifiés et

I’inexistence d’une contamination c'est-a-dire le déroulement normal de la PCR.

La visualisation a été effectue par une électrophorése sur gel d’agarose 1.5% additionné

de 10 ©1de BET (bromure d’éthidium) et coulé sur plaque d’une cuve horizontale (figure 16)

10 pl de la solution d'ADN amplifié ont été déposés dans chaque puits d'un gel

d'agarose a 1.5 % soumis a une migration sous un courant de 90 volts pendant 1 h.
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10 M(100Pb)

AP
= — — —

nEAAN

Figure 16 : profil d’electrophorese sur gel d’agarose 1.5% des fragment amplifiés
(292pb) par PCR.

2.3.3. Digestion du gene de I’apo E amplifié par I’enzyme de

restriction Hha |

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
(figure 17) ; Son action n’est possible que lorsque des arginines figurent en 112 ou 158 parce
que celles-ci sont ici codées par la séquence CGC et que ces deux locus sont précédés tous les

deux d’un codon se termine par G.

Chacune des isoformes de I’Apo E se distingue par une combinaison unique de
polymorphisme des longueurs de fragments de restriction (RFLP) issus par clivage de Hhal et

possédant différentes tailles (Figurel8).
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Hhal (Enzyme de restriction)

NNNNGCGENNNN

Mg** NNNNGCG +  CNNNN

NNNNCECGNNNN

2H:0 NNNNC GCGNNNN

ADN double brin ADN digéré
Figure 17 : site de restriction par I’enzyme Hhal.
€3 cys-arg cys arg
. 62 ¢16¢ 91 ¢IB ¢=1-8 1354,? ¢ II‘L 4|
€2 cys-cys cys cys
L 16 91 18 i 11 4
€4 arg-arg arg arg
, 62 16 72 119 +'° 448 135474, 11 ¢ 4,

Figure 18 : Digestion par Hha I des trois alléles.

Les manipulations se font sur le glas ; Pour un volume totale de 25ul on prépare le mix

pour (n+1) tubes :

Homogénéiser le contenu des tubes dans la centrifugeuse de paillasse

= Tampon 2.5 ul
= Hhal (10 unités) 1l X (n+1)
= H20 gspl0ul 6.5 ul
> Répartition de 10 pl de mixte dans chaque tube
» Ajouter 15 ul de chaque produit de PCR
>
> Placer les tubes au bain marie a 37°C pendant une nuit.
>

Aprés Incubation a 37°C pendant une nuit le produit de digestion est concentré

au speed-vac pendant 15 a 20 min.
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2.3.4. 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 :

v Préparation du gel d’acrylamide 10% :

Pour un gel de 70 ml :

Acryl 30% 23.8 ml
TBE 10X 7ml
= H20 38.5ml

Pendant que les réactifs se remettent a température ambiante

=  Préparer le persulfate d’ammonium 10 % (0.01 g dans 100 x | H20).
= Monter le support de gel
» Addition de persulfate d’ammonium et temed juste avant de couler le gel
» 50 u | de persulfate/10ml (350 u 1)
» 10 p | de temed/10ml (70 1)
= Homogénéiser, couler immediatement en versant le contenu de bécher entre les
plaques de verre par une seringue en ayant pris soin de ne pas faire les bulles et placer
le peigne plat afin de former les puits, laisser polymériser a température ambiante
pendant 1h & 1h 30min.

v Dépbts des échantillons :

Quand le gel est polymérisé, plonger le systéeme (gel + électrodes) dans la cuve verticale
contenant un volume (450 ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X) ; Oter le peigne et déposer
délicatement au fond de chaque puits un échantillon (15 1 | de produits de digestion avec 2 a 3

w1 de Bleu d’acrylamide) ou marqueur (2 x| de marqueur (PM 20 p b LADDER ref.018206)

avec 2 a 3 u | de Bleu d’acrylamide).

Page 44



Moyens et méthodes

v' Migration :

Mettre sous tension le générateur a un voltage élevé soit 250 volts durant 1h 30 min & 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.

= Glisser délicatement le gel de fagon horizontale dans le bac pendant 10 & 15 min.
= Décolorer le gel, en I’'immergeant dans un bac contenant du TBE 1X de 10 a15 min.

= Visualiser le gel aux UV et prendre une photo.

v' Révélation du profil éléctrophorétique :

Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur I’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 place sur la table a UV. Les petits fragments de 35 pb sont tres 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.

v' Résultats :
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. (Tableau 10 et figure.19)

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

E3/E3 E2/E2 E4/E4 ‘ E3/E2 E4/E2 E3/E4
91 91 - 91 91 91

- 83 - 83 83 -

- - 72 - 72 72

62 62 62 62 62 62

48 - 48 48 48 48

35 - 35 35 35 35
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Figure 19: Profil d’électrophorése sur gel d’acrylamide des fragments issus par clivage
de Hhal présentant différents génotypes d’Apo E.

2.4. Statistique descriptive
Dans cette étude descriptive nous avons utilisé :

o Le calcul de la moyenne arithmeétique et I'écart type ;

Xa = = S Bamm®

a
na na-—-1

Les variables quantitatives sont décrites par la moyenne * 1 écart type, sauf exception qu’on

précisera dans le texte.

2.5. Calcule de I’odds ration

Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : Il est présenté
sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est

présenté en colonne et le caractere exposé/ non exposé en ligne.
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VETERES témoins ‘
Exposés (E+) a b a+b
Non  exposés c d c+d
(E-)
a+c b+d totale

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 (118).

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 :

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

4+ Le rapport des cotes d’exposition qui est I’Odds ratio (Exposure Odds ratio)

OR=a*d/b*c

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique 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.

2.6. Les intervalles de confiance

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche
estimative de l'analyse statistique vise a quantifier I'effet étudié et le degré de certitude de
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 l'on peut étre sur a 95% de trouver la

valeur réelle.
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La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante : Si la méme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultas ne seraient pas identiques, mais
seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu, l'intervalle de confiance estime cette
variation due a I'échantillon (119). L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a été calculé a

partir de lI'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 paramétres est déclarée statistiquement significative

pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité de la présentation des résultats.

L'usage a retenu de maniére 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 détre 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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Résultats et discussions

1. Comparaison des moyennes des parametres lipidique dans les AOMI et

les témoins

1.1.Comparaison des moyennes du cholestérol totale dans les AOMI et

témoins

Pour la population témoin, la moyenne de cholestérol totale est de 1.67+ 0.38 pour les
hommes et de 1.82+0.42 pour les femmes, concernant la population presentant une AOMI ; la

moyenne est de 1.76+0.4 pour les hommes et de 1.94+0.49 pour les femmes.

Tableau 11 : comparaison des moyennes de cholestérol, dans les AOMI et chez les

témoins selon le sexe.

Témoin AOMI P
Hommes 1.67+0.38 1.76+0.4 0.6
Femmes 1.82+0.42 1.94+0.49 0.56
2
1,9
1,8
=
1,7
1,6
1,5
Hommes Femmes
H Témoin 1,67 1,82
H AOMI 1,76 1,94

Figure 20 : comparaison des moyennes du cholestérol dans I’AOMI et chez les témoins

selon le sexe.
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On comparant les moyenne de cholestérol ; on remarque qu’il n’existe pas une différence
significative (p=0.6) entre les moyennes de cholestérol totale dans la population témoin (1.67+
0.38) et dans la population présentant une AOMI (1.76£0.4) pour les hommes, aussi pour les
femmes il n’existe pas une différence significative (p=0.56) ; avec un moyenne de (1.82+ 0.42)

dans la population témoin et de (1.94+0.49) dans la population présentant une AOMI.

On remarque aussi que les taux de cholestérolémie sont plus élevés chez les femmes par

rapport aux hommes.

Nos résultats s’accordent avec les études d’Olin et coll (1992) ; ces résultats suggerent que
les patients artéritiques ont, par rapport a la normale, un cholestérol total un peu plus élevé (120),
une autre étude rapportée par Juergens et coll. (1960) concernant des patients présentant une

AOMI prouve que les concentrations de cholestérolémie variée de 1,97-2,81 g/1 (121).
1.2.Comparaison des moyennes des TG dans les AOMI et témoins

Pour la population témoin, la moyenne des TG est de 1.08+ 0.4 pour les hommes et de
1.05+0.56 pour les femmes, concernant la population présentant une AOMI ; la moyenne est de

1.46x0.7 pour les hommes et de 1.55%0.68 pour les femmes.

Tableau 12 : comparaison des moyennes de triglycérides, dans I’AOMI et chez les

témoins selon le sexe.

Témoin AOMI p
Hommes 1.08+0.4 1.46%0.7 0.038
Femmes 1.05+0.56 1.55+0.68 0.01
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1,6
1,4
1,2

038
0,6
0,4
0,2

0

Hommes Femmes
HTémoin 1,08 1,05

mAOMI 1,46 1,55

Figure 21 : comparaison des moyennes des triglycérides dans 1’AOMI et chez les

témoins selon le sexe.

D’aprés le tableau et la figure on remarque qu’il y a une augmentation du taux de TG chez

les femmes et les hommes présentant une AOMI par rapport aux témoins.

Nos résultats montrent qu’il y a une différence moyennement significative (p=0.038) des
moyennes des TG chez les hommes et plus significative chez les femmes (p=0.01) dans les deux

populations.

Les résultats que nous avons obtenus s’accordent avec de nombreuses études cas-témoins,
les cas sont généralement des sujets présentant une AOMI symptomatique, parmi ces études ; les
études font par Olin, Juergens et Kannel; qui montrent que 1’augmentation du taux de TG liée a
la sévérité de I'AOMI ainsi que les patients artéritiques ont, par rapport a la normale des

triglycérides plus élevés avec une concentration variée de 1,54-2,41 g/1(120, 121, 122).

1.3.Comparaison des moyennes de ’HDL-cholestérol dans les AOMI et

témoins

Pour la population témoin, la moyenne de I’HDL-cholestérol est de 0.40+ 0.10 pour les
hommes et de 0.46+0.01 pour les femmes, concernant la population présentant une AOMI ; la

moyenne est de 0.35+0.011 pour les hommes et de 0.32+0.11 pour les femmes.
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Tableau 13 : comparaison des moyennes de HDL-C, dans I’AOMI et chez les témoins

selon le sexe.
Témoin AOMI p
Hommes 0.40+0.10 0.35+0.011 0.05
Femmes 0.46+0.010 0.32+0.11 0.0002
0,5
0,4
0,3
=
0,2
0,1
0
Hommes Femmes
B Témoin 0,4 0,46
H AOMI 0,35 0,32

Figure 22 : comparaison des moyennes des HDL-C dans I’AOMI et chez les témoins

selon le sexe.

On observe qu’il y a une diminution du taux de I’HDL-cholestérol chez les deux sexes
présentant une AOMI par rapport aux témoins, et que cette diminution est associer avec des
différences significatives des moyennes de I’HDL-cholestérol dans les deux populations d’étude;
ces différences sont plus significatives chez les femmes (p=0.0002) par rapport aux hommes
(p=0.05).

La moyenne totale du I’HDL-cholestérol pour la population malade est plus basse que celle
de la population témoin. Différentes études confirment qu’une telle diminution des valeurs du
HDL-cholestérol est un facteur de risque indépendant des maladies coronariennes pour les sujets
d’age moyen et cela pour les deux sexes (123), alors que L’association inverse des taux de
I’HDL et le risque des maladies coronariennes chez les sujets dgés n’est pas retrouvée dans

certaines études (124).
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Encore les études de prévalence et des comparaisons cas-témoins permettent de retenir
que, parmi les lipides sanguins, l'abaissement du taux de HDL-cholestérol et de ses sous-
fractions athéroprotectrices (HDL2 ou particules HDL de grande taille) est clairement associé a
I'AOMI. Cet abaissement de la concentration en HDL-cholestérol s'associe & une tendance a
I'élévation de la triglycéridémie (125,126); cependant, celle-ci, moins constamment retrouvée au
cours des différentes études.

1.4.Comparaison des moyennes de I’LDL-cholestérol dans les AOMI et

témoins

Pour la population témoin, la moyenne de I’LDL-cholestérol est de 1.06+ 0.32 pour les
hommes et de 1.13+0.31 pour les femmes, concernant la population présentant une AOMI ; la

moyenne est de 1.12+0.33 pour les hommes et de 1.30£0.4 pour les femmes.

Tableau 14 : comparaison des moyennes de LDL-C, dans I’AOMI et chez les témoins

selon le sexe.
Témoin AOMI p
Hommes 1.06+0.32 1.12+0.33 0.05
Femmes 1.13+0.31 1.30+0.4 0.11
1,4
1,2
1
_ 08
Y
0,6
0,4
0,2
0
Hommes Femmes
H Témoin 1,06 1,13
E AOMI 1,12 1,3

Figure 23 : comparaison des moyennes des LDL-C dans I’AOMI et chez les témoins

selon le sexe.
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On remarque qu’il n’existe pas des différences significatives des moyennes de I’LDL-

cholestérol dans les deux populations et chez les deux sexes (p>0.05).

Nos résultats ne s’accordent pas avec les autres études cas-témoin, cela revient au nombre
de nos échantillons qui est insuffisant, parmi ces études celle de la NCEP qui a désigné les LDL
comme étant la lipoprotéine majeure responsable du risque des maladies cardiovasculaires et la

premicre qui doit étre diminuée lors d’un traitement (127).

Encore I’équipe de Welty (128) a montré que la diminution de la concentration du
cholestérol LDL est associée a la diminution de la concentration des facteurs de risque

hémostatiques ce qui pourrait protéger des complications thrombotiques de I’athérosclérose.
2. Prevalence des différents facteurs de risques dans les AOMI

Parmi les différentes facteurs de risques; nous avons pris en considération les plus connus
et les plus quantifiables a savoir chez les AOMI (hypertension artérielle HTA (14/9), diabéte non
insuline dépendante DNID (= 1.26g/l) et I’obésité par la mesure de I’indice de masse
corporelle (poids en Kg/taille en métre?) IMC(= 29)), Plusieurs études présentent des résultats
contradictoires lorsqu’il s’agit de la signification statistique de 1’un ou de I’autre des facteurs de

risque.

Tableau 15 : Prévalence des facteurs de risque dans les AOMI.

AOMI
Hommes N=11 | Femmes N=19 Total N=30
HTA 14/9 9.09% 5.26% 6.67%
DNID >1.26 81.82% 5.26% 33.33%
IMC>29 9.09% 15.79% 13.33%

Page 54



Résultats et discussions
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B Hommes 9,09 81,82 9,09
® Femmes 5,26 5,26 15,79
Total 6,67 33,33 13,33

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

D’aprés nos résultats; on remarque que le facteur de risque le plus important chez les
hommes (N=11) est le DNID avec une prévalence de 81.82%, suivie par ’HTA et 1’obésité avec
une prévalence similaire dans les deux facteurs (9.09%), cependant chez les femmes (N=19) le
facteur le plus important est 1’obésité (IMC) avec une prévalence de 15.79%, suivie par le DNID
et 'HTA avec une prévalence de 5.26%, pourtant chez la population malade en général(N=30)
on observe que le DNID est le facteur de risque le plus important chez les AOMI avec une
prévalence de 33.33% suivie par I’obésité (13.33%) puis ’'HTA (6.67%).

» hypertension artérielle HTA

La prévalence de I’'HTA dans I’ensemble de la population présentant une AOMI est
6.67%.

Les résultats que nous avons obtenus montrent qu’il n’existe pas une forte relation entre
I’hypertension artérielle( HTA) et I’AOMI, plusieurs auteurs ne trouvent pas d’association entre
les artériopathies des membres inféricurs et I’hypertension artérielles (129, 130,131), d’autres
retrouvent une association uniquement avec la pression systolique (132,133) ; cependant selon
I’étude de Dr. Khodja qu’il a constater que Par comparaison avec la population témoin il existe
une différence significative entre les artériopathies des membres inférieurs et 1’hypertension
artérielle (31.7% contre 20.8%)(134).
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> Diabéte

La prévalence du diabete dans I’ensemble de la population présentant une AOMI est

33.33%.

Les résultats que nous avons obtenus montrent qu’il y a une forte relation entre le DNID
et I’AOMI; cette relation est trés prépondérante chez les hommes (81.82%) que chez les femmes
(5.26%), nos résultats s’accordent avec les autres études, en France; dans I’étude CODIAB
incluant 427 diabétiques de type 2, la prévalence est similaire a 19,4% dont 6,3% de formes
modeérés a séveres (135).de plus 1I’étude UKPDS a montré que le risque de survenue de I’AOMI
¢tait corrélé au niveau d’hyperglycémie, une augmentation de 1% de 1’HBalC augmentait de
28% le risque de d’AOMI a 10 ans (136).

> L’obésité

L’obésité est le deuxiéeme facteur de risque aprés le DNID avec une prévalence dans

I’ensemble de la population présentant une AOMI de 13.33%.

On remarque qu’il y a une faible relation entre 1’obésité et I’AOMI, nos résultats
s’accordent avec les autre études, parmi ces études celle de Dr Khodja qui montre qu’il n’y a pas
de différence importante dans la fréquence de I’obésité chez les malades d’artériopathies des

membres inférieurs 21.3% chez les malades contre 19.7% dans la population témoin(134).
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3. Fréquences génotypiques de ’apoE dans La population témoin et dans
les AOMI

3.1.Fréquences génotypiques de ’apoE dans la population témoin

Nos résultats montrent que le génotype (3/ €3) est le plus fréquent dans les témoins il
représente 76,4% suivie par €3/¢4 (13,9%), €2/ 3 (8 ,3%) respectivement, le génotype le moins
fréquent (1.4%) est €2/e2, les génotypes £4/e4 et £2/e4 ne sont pas présentes dans notre étude.

Tableau 16 : fréquences génotypiques de I'Apo E dans les AOMI et dans la population

témoins.

Population générale AOMI

n % n %
E3/E3 55 76.4 22 73.3
E3/E4 10 13.9 6 20
E2/E3 6 8.3 2 6.7
E2/E4 / / / /
E4/E4 / / / /
E2/E2 1 1.4 / /

Total 72 100 30 100

On remarque d’aprés les résultats que nous avons obtenues que le génotype €3/ €3 est le
plus fréquent dans la population générale, cette résultats s’accordent avec toutes les études
effectuées a travers le monde, parmi ces études on trouve celle de : 1’Allemagne avec une
fréquence de 62.2%(137), Tirkiye 69.05%(138), France 64.3 (139), Maroc 67.3% (140),
Kuwait73.6%(141),Arabie Saoudite 71%(142), Tunisie71.2%(143), la Chine 70.9%(144) et

plusieurs autres.
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3.2.Fréquences génotypiques de ’apoE dans les AOMI

Nos résultats montrent que le génotype (€3/ €3) est le plus fréquent dans les AOMI il
représente 73,3% suivie par £3/e4 (20%), €2/e 3 (6.7%) respectivement, les génotypes &4/e4,
€2/edet €2/€2 ne sont pas présentes dans notre étude.

20
N o
A A “

0
E3/E3 E3/E4 E2/E3 E2/E4 E4/E4 E2/E2
ETémoin| 76,4 13,9 8,3 0 0 1,4
mAOMI 73,3 20 6,7 0 0 0

Figure 25 : Fréquences génotypiques de I'Apo E dans les AOMI et dans les témoins.

On remarque d’aprés les résultats que nous avons obtenus que les distributions des
fréquences génotypiques de I’apoE dans les AOMI présente le méme ordre décroissante que

celui des témoins, mais avec des frequences différentes.

Les génotypes €3/e3 et €2/3 sont plus fréquentes dans la population témoin par rapport a
la population présentant une AOMI cela revient au nombre de notre échantillons qui est
insuffisant, cependant le génotype €3/e4 est plus fréquent dans les AOMI par rapport aux

témoins, les génotypes €2/e4, e4/e4 et €2/e2 n’existe pas dans notre étude.

Nos résultats s’accordent avec 1’étude réalisée par Dr Khodja qui a montrée que Dans les
AOMI le méme ordre décroissant des fréquences génotypiques est constaté avec des fréquences
presque identiques a celles des témoins, le génotype e3/e4 est plus fréquent dans le groupe des
AOMI, il est augmente légérement de 1.2 % (par rapport a celui des témoins), cependant les

génotypes ed/ed, e2/e2 et e2/e4 ne sont pas représentés dans les AOMI (134).
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4. Fréquences alléliques de I’apoE dans la population téemoin et dans les
AOMI

4.1.Fréquences alléliques de ’apoE dans la population témoin

Tableaul7 : Fréquences alléliques de I'Apo E dans la population témoin et dans les AOMI.

témoin AOMI

n % n %
E2 8 5.6 2 33.3
E3 126 87.5 52 86.66
E4 10 6.9 6 10

Notre étude montre que 1’allele €3 est le plus fréquente dans la population témoin avec
une fréquence de 87.5% suivie de loin par les alléles €4 (6.9%) et €2 (5.6%), cette résultat est
compatible avec plusieurs études parmi ces études celle de Constantine realisé par Dr
Khodja, de I’ltalie, de I’Espagne, du France, du Tlrkiye, aussi a celle de Maroc, par contre
elle différent a celle du Finlande, du Soudan et du Nigeria ou 1’allele €4 est deux fois plus que
dans les autre études(tableau 18).

Tableau 18 : Fréquences alléliques de I'Apo E dans différentes populations

populations | €2 €3 &4 références
Constantinel | 5% 84.3% 10.7% 134
Italie 7.3% 82.7% 10% 145
Espagne 5.7% 81.1% 7.1% 146
France 6.1% 80.2% 11.7% 137
Turkiye 8.3% 83.3% 8.4% 138
Maroc 5% 84% 11% 140
Finlande 4.1% 73.3% 22.7% 147
Soudan 8.3% 62.6% 29.1% 147
Nigeria 2.7% 66.7% 29.7% 147
Constantine2 | 5.6% 87.5% 6.9% Cette série
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4.2.Fréquences alléliques de I’apoE dans les AOMI

On remarque que 1’all¢le €3 est le plus fréquente dans les AOMI avec une fréquence de

86.7% suivie de loin par les alleles €4 (10%) et €2 (3.3%).

L)
(]

W Témoin 56 87,5 6,9
B AOMI 3,33 86,66 10

Figure 26 : Fréquences alléliques de I'apoE dans la population de Constantine et dans
les AOMI.

Nos résultats montrent que Les fréquences alléliques de I’apoE dans les artériopathies
oblitérant des membres inférieurs ne présentent presque aucune différence significative par
rapport aux témoins, 1’alléle €3 est presque similaire dans les deux populations (87.5% vs 86.7%),
’allele €2 est un peut plus fréquent dans les témoins par rapport aux AOMI (5.6% vs 3.3%),
’allele €4 est plus fréquent dans les AOMI par rapport aux témoins (10% vs 6.9%).

Plusieurs études ont établi le lien entre I’alléle €4 et 1’élévation du risque des maladies
cardiovasculaires (140) En Europe, Gerdes et coll. (147) 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 (148).

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 (100) il est proportionnelle a la fréquence de

I’all¢le € 4 et différe d’un pays a 1’autre (149).

Page 60



Résultats et discussions

5. Impact du génotype de I’apoE sur les paramétres lipidiques chez les
porteurs des E2/E3, E3/E4 et E3/E3

Le tableau montre l'influence du génotype de I’Apo E sur les paramétres lipidiques

chez les sujets porteurs de £2/€3, €3/e4 et €3/€3.

Tableau 19: impact du génotype de 1’Apo E sur les paramétres lipidiques chez Les porteurs
d’e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

E2/E3 E3/E3 | E3/E4 E2/E3 vs E3/E3 | E3/E3 vs E3/E4
Cholestérol 1.6+0.3 1.80+0.42 1.85+0.41 <1% <1%
TG 1.14+0.45 1.10+0.38 1.18+0.35 ns ns
HDL 0.46+0.10 0.42+0.6 0.39+0.11 ns ns
LDL 0.9+0.35 1.12+0.31 1.22+0.34 <1% <1%

5.1.Cholestérol et LDL-Cholestérol

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 19).

1,5
1
0,5
0
e2/e3 elfe3 e3fed
M Cholestérol 1,6 1,8 1,85
mC DL 0,9 1,12 1,22

Figure 27 : impact du génotype de I’Apo E sur le cholestérol et C_ LDL chez Les
porteurs de : e2/e3, e3/e4 et e3/e3.
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Chez les sujets €3/ €3 50% des IDL (VLDLZ2) sont converties en LDL, alors que chez
les €4/ €4 70% sont converties (96). Les sujets €2/ €3 ont des taux de cholestérol et C-LDL
significativement diminués par rapport a €3/ €3, et les sujets €3/ €4 ont des taux de cholestérol
et C-LDL significativement augmentées par rapport a €3/e3, ceci montrent I’influence des

alléles €2 et €4 sur les niveaux de cholestérol et de LDL cholestérol (Tableau 19).

Chez les sujets €4, les chylomicrons et les VLDL sont hydrolysée rapidement 1’apport
du cholestérol au niveau hépatique provoque une inhibition de la synthése du récepteur des
LDL et une diminution du captage des LDL ce qui entraine une augmentation de la
concentration plasmatique (150).

Il'y a aussi des populations ou il n’y a pas de différence entre les niveaux de LDL-C

entre les phénotypes 4/e3 et £€3/e¢3 comme au Soudan (151).

Comparativement au phénotype €3/ €3, les phénotypes €3/ €2 et €2/ €2 sont associes
avec des concentrations diminuées du LDL C, cholestérol total, et apoB et a I’inverse pour
les phénotypes e4/c 4 et g4/ €3 (96)

Utermann et al, avaient été les premiers a rapporter que les porteurs de l'allele €2
avaient des taux plus bas de cholestérol et de LDL-C plasmatiques que les porteurs de I'allele
€3 (phénotype €3/ £3) (148).

5.2.Les triglycérides TG

1,2
1,15
1,1
1,05

e2/e3 e3/e3 e3/ed

‘ BTG 1,14 1,1 1,18

Figure 28 : impact du génotype de 1I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de :
e2/e3, e3/e4 et e3/e3.
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Notre étude ne retrouve pas de différence significative du TG entre les différents
génotypes. Une méta-analyse menée par Jean Dallongeville (148) confirme que le phénotype
d'apo E influencait aussi les TG de facon significative, I'alléle €4 autant que l'alléle €2 pouvant

augmenter les taux de TG plasmatiques chez les sujets hyperlipidémiques.

5.3.Le Cholestérol HDL

//Ji
p
05

0,45

0,4

0,35
e2fe3 e3/e3 elfed
‘ B C-HDL 0,46 0,42 0,39

Figure 29 : impact du génotype de I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de :
e2/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 €3/e4 est diminué par rapport aux sujets €3/€3 mais non de

facon significative (Tableau 19).

6. Calcul des odds ratio des sujets présentant une AOMI ayant un allele

€4 et un allele €2 par rapport aux témoins ayant un génotype E3/E3

Le calcul de l'odds ratio entre des sujets présentant une AOMI ayant les génotypes
€2/e3 et €3/e4 vis-a-vis des témoins ayant un génotype €3/e3 ; permis de donner une idée sur

I’association entre la survenue de I’AOMI et ’alléle 4.
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Tableau 20: Calcul des odds ratio des sujets malades (AOMI) ayant un alléle €4 par
rapport aux témoins ayant un génotype e3/e3.

Odds ratio p
E2/E3vs E3/E3 0.83 (0.11<OR<5.15) ns
E3/E4 vs E3/E3 0.47 (0.42<0OR<5.24) ns

Les résultats que nous avons obtenue (un odds ration de 0.83 avec un IC de [ 0.11-5.15]
concernant les AOMI €2/e3 vs des témoins €3/e3 et de 0.47 avec un IC de [ 0.42-5.24] pour
les AOMI €3/e4 vs des témoins €3/¢3) montrent qu’il n’existe pas une association

significative (p>0.05) entre l'alléle 4et I’alléle €2 vis-a-vis la survenue de I'AOMI.

Nos résultats ne s’accordent pas avec les autres études qui prouvent que le risque
cardiovasculaire relatif (odds ratio) associée a 1’allele ¢ 2 était de 0,98 et non significatif (IC
= 0,85-1,14), alors qu’il était de 1,26 et significatif (IC = 1,14-1,46, p<0,05) pour ’all¢le ¢ 4

(102) ; cella revient au nombre de notre échantillons qui est insuffisant.
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Conclusion

L’étude que nous avons entreprise est une étude transversale de type cas témoin
concernant 102 individus répartis en deux groupes, une population malade présente un
artériopathie oblitérant des membres inferieurs AOMI (N=30), et une population témoin
(N=72) ; elle concerne principalement la détermination du polymorphisme de 1’apoE chez les
AOMI.

L’¢étude des paramétres lipidiques chez les individus présentant une AOMI par
comparaison aux témoins montre qu’il y a une association significative entre les triglycérides

et le cholestérol-LDL et cette maladie.

L’¢étude de la prévalence des facteurs de risque dans les AOMI montre que le diabéte de
type 2 DNID est le facteur de risque le plus fréquent (33.33%) chez les AOMI, suivie par
I’obésité (13.33%) et ’hypertension artérielle (6.67%) respectivement.

Le génotype €3/ €3 est le plus fréquent chez les AOMI ; il représente 73,3% suivie par
€3/e4 (20%), €2/¢ 3 (6.7%) respectivement, cependant I’all¢le €3 est le plus fréquente dans les
AOMI avec une fréquence de 86.7% suivie de loin par les alléles €4 (10%) et €2 (3.3%), la
prédominance de 1’alléle €3et de génotype €3/ €3 est prouvée dans tout les études effectuées a
travers le monde.

La fréquence de I’all¢le €2 dans les AOMI (3.3%) par rapport aux témoins (5.6%) ; nos
résultats laissent a penser que 1’alléle €2 exerce un effet protecteur vis-a-vis de la survenue de
I’AOML

Les porteurs de génotype £3/e4 ont des concentrations significativement plus élevées de

cholestérol total (p< 1%) et de LDL-cholestérol (p<1%) que les porteurs de génotype €3/e3,

alors que I’inverse pour les porteurs de génotype €2/€3.

Le calcul de I'odds ratio montre qu’il n’existe pas une association significative (p>0.05)

entre l'alléle g4et ’allele €2 vis-a-vis la survenue de I'AOMI.

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
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population malade. Selon notre étude 1’allele €4 n’a aucune association avec la survenue de
1I’AOMI, tandis qu’elle est associée avec des concentrations plasmatiques en lipides élevées,

cependant l'allele €2 est associé a des concentrations plutét basses.
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Annexe: le questionnaire

Nom .o PrénOml. ...ttt Sexe : I:l

Age: I:l Poids : I:l Taille : I:l Tour de taille :I:l
Situation familiale Mariée (e) : I:l C‘e'libatfliire : I:l Autre : I:l
Niveau d’étude : Primaire :I:l Secondaire :I:l universitaire :I:l Autre ...,

FOmC 00l & e

Origine etlmique:| A | ‘ C ‘ ‘ K ‘ ‘ M ‘

N =

Fumeur:| Oui ‘ | Non ‘ Nbre/J : I:l Café :I:l Nbre/T :I:l
Chique: I:l Alcool :I:l

Tension artérielle :‘ Oui ‘ ‘ Non ‘ Systolique : I:l Diastolique : I:l
Contraceptifs : Types de contraceptifs 1. ...

Antécédents Personnels Antécédents Familiaux

Cardiopathies ischémiques

AVC

Artériopathies membres inf.

HTA

Diabete

Auntres

Examens COmMPIementaires ©.. .. ... et

B = 0= 01

Chol:.....ooiiiiia. TG oo Glycemie: ...,

L =,
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Résumé

Le polymorphisme de I’apoE a un rdle trés important dans plusieurs maladies
cardiovasculaires ; parmi ces maladies les artériopathies oblitérantes des membres

inferieurs.

L’objectif de notre étude est de déterminer le polymorphisme de I’apoE dans les

AOMI ainsi que I’influence de ce polymorphisme sur les parametres lipidiques.

Le génotype le plus fréquent dans notre population est £3/e3 avec une fréquence de
73.3% suivie par €3/e4 (20%), €2/ 3 (6.7%) respectivement ; cependant I’all¢le le plus
fréquent chez les AOMI est €3 avec une fréquence de 86.7% suivie de loin par les alleles
g4 (10%) et €2 (3.3%).

Nos résultats mettent en évidence 1’influence des génotypes de I’apoE sur les
parametres lipidiques, indiquant I’effet protecteur de I’alléle €2 et I’absence d’aucune

association entre 1’alléle €4 et le survenue des AOMI.

Les mots clés: polymorphisme, apoE, AOMI, Athérosclérose.
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Abstract

The polymorphism of apo E has a very important role in many cardio-vascular

diseases; the peripheral artery disease (PAD) is one of them.

The objective of our study is the determination of the polymorphism of apo E in

PAD’s patients, also the influence of this polymorphism on the lipid’s parameters.

The most frequent genotype in our population is €3/¢3 with a frequency of 73.3%
followed by €3/e4 (20%), €2/¢ 3 (6.7%) respectively; however the most frequent allele over
the PAD’s patients is €3 with a frequency of 86.7% followed by the allele €4 (10%) and €2
(3.3%).

our results put in evidence the influence of genotypes of apoE on lipid’s parameters,
shown the protector effect of allele €2 and the absence of any association between allele

€4 and the arrive of PAD.

The key words: polymorphism, apoE, PAD, Atherosclerosis.
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Résume
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