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Introduction

Les problémes cardiovasculaires sont des pathologies concernant le cceur et
vaisseaux sanguins (veines et arteres). Il existe de trées nombreuses pathologies sous cette
dénomination : angine de poitrine, infarctus du myocarde et accidents vasculaires

cérébraux.

La fréquence des maladies cardiovasculaires est treés variable selon les populations
humaines. Ces précédents sont la principale raison de mortalité et morbidité mondiale,
sont dues aux conséquences de l'athérosclérose affection de  définition
anatomopathologique. Ses causes sont multifactorielles reconnaissant avant tout les
dyslipidémies, 1'hypertension artérielle (HTA), le diabete, I'obésité et bien sir le tabac,

ainsi que des facteurs génétiques [1].

Dans le sang, Les lipides (cholestérol et triglycérides) circulent grace a des
transporteurs appelés lipoprotéines. Les concentrations des lipoprotéines plasmatiques sont
en relation étroite avec le risque cardiovasculaire. Elles sont controlées par des

mécanismes homéostatiques impliquant la régulation du métabolisme des lipoprotéines [2].

Parmi les facteurs génétiques, les genes codant pour les apoprotéines sont
responsables d’une part de cet effet génétique. Il existe différentes apoprotéines dont les

mieux connues sont les Apo A, B, C et essentiellement I’Apo E.

Le géne de I’Apo E est polymorphique, ’expression phénotypique de ce
polymorphisme est associée a des variations des concentrations lipidiques et une
diminution de son pouvoir antiathérogene qui est indépendant de son effet sur les lipides
sanguins [3][4]. Trois isoformes ont ét¢ décrits, désignés par epsilon (g4, €3, €2) encodant
les formes plasmatiques majeures d’Apo E, respectivement appelées Apo E4, Apo E3, et
Apo E2. Le polymorphisme de I’Apo E correspond a des mutations ponctuelles en deux
sites bien précis du gene sur les codons pour les acides aminés en position 112 et 158. Les
alléles de I’Apo E se transmettent de facon codominante , il en résulte dans la population

générale, la possibilité de six phénotypes : trois homozygotes E2E2, E3E3, E4E4 et trois
hétérozygotes E2E3, E3E4, E2E4.



Introduction

Avec de faibles différences entre les populations, la répartition de ces phénotypes
montre que 1’alléle €3 est le plus commun suivi de loin par 1’alléle €4 tandis que 1’all¢le €2
est franchement rare [5].Ce dernier est associé a une diminution des valeurs moyennes de
cholestérol plasmatique et de LDL cholestérol tandis que €4 est associé¢ a une augmentation
de ces concentrations. Le génotype e4/e4 serait donc associé a un risque accru

d’hypercholestérolémie, et par conséquent de la maladie athéromateuse.
Notre étude pour I’objectif :

e L’¢tude du polymorphisme de I’apoprotéine E dans la population de
Constantine.

e Déterminer la fréquence des différents alleles dans la population témoins.

e Montrer I’influence de polymorphisme de 1’apoprotéine E sur les parameétres

lipidiques.
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1.1 Définition

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

les vaisseaux sanguins. Elles comprennent [6] :

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

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

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

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

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

v Les thromboses veineuses profondes et les embolies pulmonaires (obstruction
des veines des jambes par un caillot sanguin, susceptible de se libérer et

de migrer vers le cceur ou les poumons).

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

d’un vaisseau sanguin cérébral ou de caillots.
1.2 Epidémiologie

On estime a 17,5 millions le nombre de déceés imputables aux maladies
cardiovasculaires, soit 31% de la mortalit€¢ mondiale totale. Parmi ces déces, on estime

que 7,4 millions sont dus a une cardiopathie coronarienne et 6,7 millions a un accident
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vasculaire cérébral[7].Plus de 82% des déces interviennent dans des pays a revenu

moyen ou faible et touchent presque également hommes et femmes.

Les maladies cardiovasculaires sont la premiere cause de mortalité en Algérie, avec de
20 000 a 25 000 déces chaque année. En 2002, 26,1% des déces ont été causés par ces
maladies. En 2010 plus de 1 million de personnes présentent des affections cardiovasculaires

dans notre pays [8].

1.3 Les types des maladies cardiovasculaires

1.3.1 Accident vasculaire cérébrales(AVC)

L’accident vasculaire cérébral est un accident localisé de durée supérieure a 24 heures,
causé par une lésion vasculaire cérébrale. Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont de
deux types; ischémique et hémorragique (figurel, 2). Dans les AVC hémorragiques, on

distingue les hémorragies intra parenchymateuses et les hémorragies méningées [9].
1.3.1.1 Les AVC ischémiques (AVCI)

Les registres ont montré que les accidents ischémiques cérébraux viennent en téte ; et ils
représentent 80 % environ de 1’ensemble des AVC [9] [10].1es trois principales causes sont :
I’athérosclérose en cause dans 20 a 25% des cas, les embolies d’origine cardiaque en cause
dans également 20 a 25 % des cas et les maladies des petites arteres perforantes représentent

de 25 a 30% des infarctus cérébraux.
1.3.1.2 Les AVC hémorragiques (AVC H)

Les hémorragies cérébrales sont dues a un épanchement de sang dans le tissu cérébral,
leurs causes sont généralement 1’hypertension artérielle ou beaucoup plus rarement les

pathologies dégénératives ou malformatives vasculaires [9].
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Figure 1: AVC ischémiques [11]. Figure 2: AVC hémorragiques [11].

1.3.2 Angine de poitrine

L’angine de poitrine est par définition la douleur intermittente consécutive a 1’apparition
d’une ischémie myocardique. Les artéres coronaires irriguent le muscle cardiaque (myocarde)
en lui apportant du sang oxygéné. La baisse de la perfusion du myocarde (ischémie) provoque
des douleurs thoraciques (angor ou angine de poitrine). Elle est habituellement due a la

diminution du calibre coronaire (par la présence de plaques d’athérome).

La cause principale est 1’athérosclérose coronaire (90 % des cas). La présence de
facteurs de risque cardiovasculaire (FDRCV : tabagisme, HTA, diabete,

hypercholestérolémie, etc... [12].
1.3.3 L’infarctus du myocarde (IDM)

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

d’imagerie[13].
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1.3.4 Artériopathie des membres inferieures (AOMI)

L'artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI), complication fréquente

et grave du diabete, est la grande oubliée des études de prévention cardio-vasculaire [14].

Elle est définie comme une obstruction partielle ou totale d’une ou plusieurs artéres
périphériques des membres inférieurs, généralement liée a I’athérome. Elle est associée a de
nombreux facteurs de risque cardiovasculaire (FRCV) et est tres fréquente chez les personnes
agées. Méme si cette pathologie est asymptomatique chez des millions de sujets, elle peut €tre

associée a un risque élevé de mortalité cardiovasculaire et ischémique cérébrale [15].

1.4 Facteurs de risque
I.4.1 Facteurs non modifiables

L4.1.1 Age

L’impact de tous les facteurs de risque est substantiellement plus grand chez les

personnes d’age moyen ou agées que chez les jeunes adultes [16][17][18].
1.4.1.2 Sexe

La maladie coronarienne est rare chez la femme en pré-ménopause, en 1’absence
de diabéte ou d’hyperlipidémie génétique sévere telle que 1 “hypercholestérolémie
familiale. Apres la ménopause, le niveau de risque chez cette derniere rejoint tres

progressivement celui de ’homme [19][20].

Cette différence de sexe peut étre expliquée par 1’effet protecteur des hormones chez la

femme en période d’activité génitale [16][18].
1.4.1.3 Antécédents familiaux et hérédité

Seuls les accidents cardiovasculaires précoces sont a prendre en compte, c’est a dire

avant 55 ans chez un homme et avant 65 ans chez une femme ; et ne seront
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considérés comme significatifs que les accidents survenus chez le pere, la mere ou un
parent du premier degré En fait, la génétique ne serait responsable que du tiers du

risque, le reste dépend du mode de vie du sujet [17][18][21].

1.4.2 Facteurs modifiables

1.4.2.1 Hypertension artérielle (HTA)

L’hypertension artérielle (HTA) est un FDR cardiovasculaire indiscutable. Il
existe une relation linéaire trés étroite entre les chiffres de pression artérielle, qu’ils soient
systoliques ou diastoliques, et le risque d’événement cardiovasculaire. Le lien entre niveau
tensionnel et risque d’IDM est continu, ce qui signifie qu’iln’ y a pas de seuil

individualisé en dessous duquel le risque peut etre considéré comme nul [18][22].
1.4.2.2 Diabete

Le diabete est le risque majeur des maladies coronariennes. Ce risque est globalement

multiplié par un facteur 3 chez les deux sexe [23].

Un diabete avéré ou une anomalie du métabolisme glucidique est observé dans 30 % des

angines de poitrine.
1.4.2.3 Dyslipidémies

La relation entre les dyslipidémies et la cardiopathie ischémique est connue

depuis Longtemps[24][18].La morbidité-mortalité coronarienne est associée a :

= Une augmentation du LDL cholestérol.
= Une diminution du HDL cholestérol.
= Une augmentation des triglycérides (TG).

= Une augmentation de la Lp (a).
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1.4.2.4 Obésité

La répartition de 1 ’adiposité a un impact important sur le risque cardiovasculaire.
En effet ’obésit¢ abdominale (répartition de type centrale) majore le risque de facon

plus significative [25][24][21].

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

expliquent la forte augmentation du risque de syndrome métabolique [26].

1.4.2.6 Tabac

Le tabac peut méme €tre un facteur de risque plus important dans les régions avec
une incidence de maladie cardiovasculaire en augmentation telles que | *Asie et I’Europe
de I’Est et Centrale, par rapport a I’Europe de I’Ouest et a I’ Amérique du Nord [27]. In vitro
L’oxydation des LDL, premiére condition de l’athérosclérose, peut éEtre provoquée
chimiquement par incubation de LDL natives en présence d’extraits de fumée de

cigarette[9].
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I1.1 Définition

L'athérosclérose est une maladie chronique de la paroi artérielle, et une cause principale
de déces et de perte d'années de vie productive dans le monde entier [28] , c’est une
processus d'épaississement et de durcissement des parois vasculaires, est la principale cause
de coronaropathie, d'accident vasculaire cérébral ischémique et de maladie périphérique

[29][30].

Selon I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) I’athérosclérose définit comme «une
association variable de remaniements de l’intima des artéres de gros et moyens calibres
consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissus fibreux et de dépdts calcaires. Le tout s’accompagne d’une

modification de la média » [31].

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

enveloppés dans une gangue fibreuse (sclérose).

Les travaux menés ces vingt derniéres années montrent clairement qu’elle correspond a

N

un processus inflammatoire chronique qui peut aboutir a un événement clinique aigu par

rupture de la plaque d’athérosclérose et thrombose. [32]
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I1.2 Les cibles pariétales artérielles
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1 couche de
cellules
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musculaires
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Limitante
. élastique interne
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Endothelial cells

LT O O O | nima

Internal elastic lamina
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External elastic lamina
Structure d’une artére

Figure 3: Les constituants d’une artére [33] Figure 4 : la structure d’un artere [34]

La paroi des vaisseaux artériels est formée de trois tuniques morphologiquement

distinctes, de la lumiére vers 1’extéricur du vaisseau :

I1.2.1 L'intima

L’intima est principalement constituée d’une monocouche de cellules endothéliales
appelée endothélium pavimenteux simple qui est en contact avec le sang, d’une fine couche
de tissu conjonctif, la membrane basale et d’une couche de tissu élastique appelée limitante
élastique interne. [35] Il ne s’agit pas d’une simple enveloppe mais d’une véritable glande
endocrine (rdle de vasodilatation par le biais du monoxyde d’azote NO et antiagrégant

plaquettaire par la prostacycline PGI2.

I1.2.2 La média

La media est la tunique moyenne, la plus épaisse. Elle est limitée de part et d'autre par

les membranes limitantes élastiques interne et externe, elle est composée de cellules

10
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musculaires lisses et d'un réseau de collagene, €lastine, et de mucopolysaccharides. Suivant la
prédominance de fibres élastiques ou de cellules musculaires on distingue les arteres
élastiques, gros vaisseaux proximaux, opposées aux arteres musculaires, les petites arteres

périphériques particulierement douées de vasomotricité.
I1.2.3 L'adventice

L’adventice est la tunique externe formée de tissu conjonctif peu organisé, constitué

Principalement de collagene, fibroblastes et d’éléments lymphatiques et nerveux.
IL1.3 Les différents intervenants de I’athérosclérose

Les importantes éléments qui jouent un role prépondérants dans la formation de la
plaque d’athérosclérose sont : les lipoprotéines principalement les LDL modifiés et 4 types

des cellulaires :

= Les cellules endothéliales.
= Les cellules musculaires lisses, et les lymphocytes.
= Les monocytes et les macrophages

= Les plaquettes
I1.4 Physiopathologie

Parmi les possibles mécanismes physiopathologiques expliquant la formation de
I'athérome et ses complications, on retient essentiellement le role du LDL-cholestérol, I'action

possible d'agents infectieux et les phénomenes inflammatoires.

11
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Figure S: La physiopathologie de la plaque d’athérome [36].

I1.4.1 La dysfonction endothéliale

Lors de son passage, le flux sanguin applique des forces de frottement contre la paroi
vasculaire. Ces forces de frottement imposées directement sur I’endothélium, modulent sa
structure et ses fonctions par des mécanismes de mécano-transduction .Lorsque ces forces de
frottement sont constantes, cela confére a 1’endothélium un statut anti-inflammatoire,

antioxydant et anti-thrombotique [37].

Certaines zones de I’arbre circulatoire telles que les bifurcations ou les courbures
artérielles, imposent une contrainte physique a I’écoulement sanguin, rendant les forces de
frottement faibles voire négatives. Cet événement perturbe 1’homéostasie de I’endothélium

vasculaire et est a ’origine de la dysfonction endothéliale [16][38][39].

Ceci explique le développement préférentiel des plaques d’athérome au niveau des
bifurcations artérielles. Ce dysfonctionnement en partie causé par une diminution de la
biodisponibilit¢ du NO, est aggravé par la présence des facteurs de risques qui sont :
hypercholestérolémie, diabete, hypertension, tabagisme, ainsi que certains agents infectieux

ou toxines [40][41].

12
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Lorsque cette dysfonction endothéliale existe on observe :

» Une vasoconstriction ; une augmentation de la perméabilité endothéliale facilitant la

pénétration des lipoprotéines athérogenes présentes en plus ou moins grande quantité

» Une expression de protéines d’adhésion telles que VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule) ou ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule) a la surface de I’endothélium, et

les monocytes.
I1.4.2 Pénétration et oxydation des LDL dans I’intima

La survenue préalable d’une dysfonction endothéliale conduit a une production
d’especes réactives de 1’oxygene, qui vont attaquer la partie lipidique et protéique des LDL

emprisonnées dans 1’intima [42]. Cette oxydation se fait par le mécanisme suivant :

* Phase d'initiation : les radicaux libres s'attaquent aux lipides, surtout aux
acides gras polyinsaturés qui sont particuliecrement vulnérables du fait de leurs

doubles :liaisons. La source de ces radicaux libres est intracellulaire [40].

* Deuxieme phase : il y a propagation de ces modifications chimiques aux autres
lipides selon une réaction en chaine avec attaque des acides gras dans un ordre
aléatoire. la propagation du phénoméne dépend en partie de I’enzyme PAF-AH (Platelet
Activating Factor-Acetylhydrolase) ou de la lipoprotein-associated phospholipase A2qui

est une enzyme principalement associée aux LDL [41].

* Troisieme phase : la dégradation et la libération de fragments lipidiques
entraine la formation de peroxydes lipidiques dont 1'accumulation peut étre directement
cytotoxique, mais ce sont surtout leurs produits de dégradation, en particulier les

aldéhydes, qui le sont [43].

* Quatrieme phase : les aldéhydes formés se lient aux résidus lysine de
I’apoB100 qui est le ligand clé du récepteur cellulaire des LDL et modifient dans un

premier temps son activité physiologique puis sa dégradation, entrainant ainsi une perte

13
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de la reconnaissance par le récepteur des LDL natives et lui conférant la capacité de se

lier au récepteur scavenger [41].

Une fois 1’endothélium traversé, ces LDL se retrouvent dans 1’espace sous-endothélial
ou elles restent piégées en raison d’interactions qui s’établissent entre des constituants de

I’apoprotéine B100 (apoB100) et les protéoglycanes de la matrice [33].
» Recrutement des monocytes circulants

Les monocytes adhérent a la paroi de ’endothélium, la traversent sous 1’influence de
divers facteurs (MCP-1: Monocytes chematactic protein -1 ; M-CSF : Monocytes colony
stimulating factor) en macrophage. Les derniers se transforment alors en cellules spumeuses
en captent les LDL oxydées par D’intermédiaire de récepteurs Scavenger (éboueurs) et

produisent des cytokines inflammatoires.
I1.4.3 Réaction inflammatoire

Dé¢s D’infiltration 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 [16] [44].

Les macrophages produisent de nombreuses cytokines pro inflammatoires (TNF-a
,TNF- B, IL-1...) qui augmentent 1’activation endothéliale, et favorisent 1’afflux de nouveaux
monocytes,des collagénases, élastases et gélatinases qui possedent toutes une activité de

dégradation de la matrice extracellulaire [45][41].
I1.4.4 Migration et prolifération des cellules musculaires lisses

Sous I’influence de divers stimuli athérogeénes, les cellules musculaires lisses vont
migrer du média vers I’intima ou elles vont proliférer. On observe un changement de
phénotype des cellules musculaires lisses qui passent d’un phénotype contractile a un

phénotype sécrétoire [46].

14
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Les cellules musculaires lisses retrouvées dans I’intima expriment peu ces protéines
contractiles, ont un indice prolifératif plus élevé et une plus grande capacité a synthétiser des

molécules de la matrice extracellulaire, des protéases et des cytokines [16].
Ces événements se produisent en réponse a :

* la levée d’inhibition de prolifération des cellules endothéliales sur les cellules

musculaires lisses [47].

* la sécrétion du CD40 ligand par les lymphocytes T qui participe a la migration des

cellules musculaires lisses [37].

» aux LDL oxydées, qui a faible concentration stimulent la migration, la prolifération
des cellules musculaires lisses en culture et la synthese de collagene a la fois directement et

indirectement par I’intermédiaire de 1’expression de facteurs de croissance et de cytokines

[44].

La production de facteurs de croissance, dont le PDGF (Platelet Derived Growth Factor)
et le TGFP (Transforming Growth Factor) libérés par les macrophages, les cellules

musculaires lisses et les cellules endothéliales [44].

La migration, la prolifération, et la synthese de matrice extracellulaire par les cellules
musculaires lisses permettent la formation d’une chape fibreuse qui va recouvrir le ceeur

lipidique de la plaque [41].

I1.4.5 De ’Evolution de la plaque a la rupture

I1.4.5.1 Evolution de la plaque d’athérome

Cela conduit a la migration des cellules musculaires lisses de la média et a leur
prolifération. Elles vont entourer petit a petit un noyau lipidique, formé de lipides, de cellules
en apoptose et de cellules nécrosées. Le phénotype des CML change de contractile a
sécrétoire, ce qui aboutit a la formation de la chape fibreuse (collagene I, III, glycoprotéines,

glycoaminoglycanes...).
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La plaque va ensuite grossir progressivement. Ce processus va étre compensé par un
¢largissement artériel jusqu’a ce que la plaque occupe 40% de la paroi artérielle, seuil a partir
duquel 1’¢largissement ne suffit plus & compenser, et ou la lumiére artérielle rétrécit

progressivement [37].

Normal artery

!
Early atheroma
Plaque stable : ¥ N = Plaque vulnérable :
Core lipidique faible. 1 X ) ! Core lipidique large.
Chappe fibreuse épaisse. = Chappe fibreuse fine.

Ruptured plague
with thrombus formation

Figure 6 : Evolution de I’athérosclérose [48].

I1.5 Classification et les stades

Une classification évolutive des 1€sions d’athérosclérose a partir de 1’étude histologique

d’arteres coronaires humaines a été proposée par (Stary et al.,1995) [49].

e Stade 1 : Il se traduit par la présence dans I’intima de cellules spumeuses isolées,
c’est-a -dire « gorgées » de lipides. La présence de ces cellules provient d’un déséquilibre

entre les entrées et les sorties des lipoprotéines.
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» Stade 2 : Il y a présence de stries lipidiques constituées d’un plus grand nombre de
cellules spumeuses, mais présence également de cellules musculaires lisses, contenant des

lipides en quantité abondante.

Il n’y a pour I’instant pas de lipides extra cellulaires. Ces deux premiers stades peuvent
apparaitre avant 1’dge de 10 ans et sont asymptomatiques. Les stries lipidiques peuvent

régresser ou évoluer vers les stades suivant.

e Stade 3 : Il est autrement appelé « pré-athérome». Il correspond a la présence de

lipides extracellulaires en faible quantité due a la mort de cellules spumeuses.

* Stade 4 : Il consiste en le regroupement des lipides extra et intra cellulaires en amas

lipidiques constituants 1’athérome simple.

» Stade 5 : L’athérome est pris dans une trame fibreuse qui 1’isole de la lumicre
artérielle. Les fibres sont produites par les cellules musculaires lisses et contiennent du
collagéne, de la fibrine, de 1’¢lastine et des mucopolysaccharides.C’est a cet ensemble que
correspond la définition de I’OMS.L’évolution vers le stade 6 survient aprés 40 ans et reste

longtemps asymptomatique.

* Stade 6 : 1l existe 3 types de stade 6 :

= Rupture de la chape fibreuse
» Hémorragie intra-plaque

=  Thrombose

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

matériel hématique.

* Stade 7 : les plaques sont tres calcifiées, survenant a un age plus avancé.

e Stade 8 : les plaques sont quasi exclusivement sclérosées
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I11.1 Structure des lipoprotéines

Les graisses alimentaires et les lipides endogenes synthétisés par le foie doivent étre
transportés entre les tissus et les organes pour y étre métabolisés. Ce transport plasmatique est

assuré par des macromolécules hydrosolubles : les lipoprotéines.

Ces dernieres sont des particules sphériques avec un noyau lipidique hydrophobe (esters
de cholestérol et/ou triglycérides) et une enveloppe constituée de phospholipides, de
cholestérol libre et d'apoprotéines permettant leur solubilisation sous la forme de circulation

des lipides.[50][51]

Les anomalies du métabolisme des lipoprotéines sont une cause importante

d’athérosclérose. Les lipoprotéines sont des Edifice moléculaire non covalent entre :

= Apoprotéines (1 ou plusieurs).

= Lipides.
Ceeur : tres hydrophobe (TG, Cholestérol estérifié).

Coquille : monocouche de lipides (Phospholipides, cholestérol libre) et apoprotéines exposant

leur partie la plus polaire en surface [52].

/ Apolipoproteine \
-

Phospholipides
Triglycérides

> t \ Cholestérol
\ Ester de cholestérol /

Figure 7: Représentation schématique de 1'édifice d'une lipoprotéine [53].
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IT1.2 Classification des lipoprotéines

I11.2.1 Classification selon leur mobilité électrophorétique

Les lipides polaires et les apolipoprotéines de la couche périphérique conférent aux
lipoprotéines une charge ¢électrique permettant leur séparation lorsqu’un échantillon de sérum
est soumis a I’action d’un champ ¢électrique [54]. La premicre classification des lipoprotéines
a été proposée par Blix et al.1941 [55].qui montrérent que les lipides d’un plasma normal ont
une migration électrophorétique équivalente a celle des al et b globulines sur support de
papier [56].Puis I’emploi d’autres supports (papier avec tampon albumineux, gel d’agarose)
permit de mettre en évidence la présence de lipoprotéines au niveau du dépdt et en position a2
(pré-p). L’électrophorése de zone (fig. 8) a été la premicre technique permettant une

classification des lipoprotéines plasmatique en 4 fractions [56]:

= Chylomicrons, lipoprotéines ne migrant pas.

= Les alpha 1 lipoprotéines ayant une mobilité électrophorétique comparable a
celle des alpha globulines.

= Les alpha 2 lipoprotéines ou pré-béta lipoprotéines ayant une mobilité
électrophorétique comparable a celle des alpha 2 globulines.

= Les béta lipoprotéines ayant une mobilité électrophorétique comparable a celle

des béta globulines.

() | =—=| o L alpha

WiLDL T prébeta

== Ll ]r beta

— ———————— Ligne de dépdSt
e ] E FEFlorTaierovt s s v e s

Figure 8: mobilité électrophorétique sur gel d’agarose des lipoprotéines [57].
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II1.2.2 Classification selon leur densité

Les lipoprotéines qui ont une densité inférieure a celle des protéines, qui est variable
selon les fractions, cette propriété permet de les séparer des protéines et entre elles par

ultracentrifugation de flottation.

Dans les années 50, Goffman et al. Utilisent le fait que les lipoprotéines se distinguent
par des proportions différentes (une partie protéique et une partie lipidique) pour proposer une

classification basée sur leur comportement dans un champ gravitationnel [58].

L’ultracentrifugation a donc permis d’isoler différentes classes de lipoprotéines :

= Les chylomicrons, densité < 0.94.

= Les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL), 0.94 < densité < 1.006.
= Les lipoprotéines de basse densité (LDL), 1.006 < densité < 1.1.063.

= Lipoprotéines de haute densité (HDL), densité > 1.063.

Tableau 1 : Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines plasmatiques

humaines [59].

Type de Mobilité Densité Taille Proportion  Principales

lipoprotéine  élecrophorétique (g/ml) (nm) EC/TG apolipoprotéines

Chylomicrons Pas de migration 0.93 75-1200 1/19 B48, E, C
VLDL prép 0,93 -1,006 30-80 1/3,3 B100, E, C
IDL prép lent 1,006-1,019 27-35 1/3,5 B100, E
LDL B 1,019-1,063 18-27 1/0,23 B100
HDL2 a 1,063-1,125 9-12 1/0,22 Al All C
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HDL3 o 1,125-1,210 79 1/0,19 Al AIL C
prépHDL prép 1,210-1,250 <7 nd Al
B 100, (a) (disques)
Lp(a) 1,040-1,115 25 B 100, (a)
I11.3 Métabolisme des lipoprotéines
| Constituants
INTESTIN de CHYLOS
et VLDL PERIPHERIE

FOIE

CL

HDL-2

Lipase hépatique

* .-. ¥
TG l ICE
3 Protéine de transfert e

HDL-3

Figure 9 : Le métabolisme des lipoprotéines.

CL : Cholestérol libre, CE : Cholestérol estérifié, TG : Triglycérides [60].
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+ La voie exogene

Permet le transfert des lipides alimentaires vers le foie par l'intermédiaire des
chylomicrons qui contiennent l'apoprotéine 48 et 1'apoC-II, cofacteur de la lipoprotéine lipase
(LPL) qui hydrolyse les chylomicrons dans le compartiment vasculaire et libere des AG
libres. Les anomalies de la LPL se traduisent par une accumulation de chylomicrons riches en

TG.

+ La voie endogeéne

Elle répartit les TG et le cholestérol du foie vers I'ensemble des tissus par l'intermédiaire
des VLDL et des LDL. L'apoB-100 qui en est la charpente, est reconnue par les récepteurs
membranaires qui permettent l'internalisation du cholestérol dans les cellules par un
mécanisme d'endocytose. Les apoC et E, abondantes, sont échangeables. La lipase hépatique
ou triglycéride lipase hépatique hydrolyse les glycérides des VLDL et IDL qu'elle transforme
en LDL plus concentrées en cholestérol, acheve I'hydrolyse des lipoprotéines légeres et

prépare le captage des LDL par leur récepteur.

«» La voie de retour ou voie inverse

Elle permet au cholestérol en exces dans les tissus de revenir vers le foie qui
l'excrete, par l'intermédiaire des LP HDL. L'efflux de cholestérol des cellules dépend d'une
interaction entre I'ApoA-I du HDL et les récepteurs membranaires et, sur tout, de la lécithine

cholestérol acyltransférase (LCAT).

Cette enzyme plasmatique hydrolyse les lécithines des LP et produit des esters de
cholestérol. Elle catalyse l'estérification du cholestérol, ce qui le rend apolaire et lui permet de
s'accumuler a l'intérieur des particules HDL naissantes qui deviennent sphériques. Elle agit
sur les LP HDL qui ont capté le cholestérol des membranes périphériques. Le HDL enrichi en
ester de cholestérol a l'issue de l'action de la LCAT conduit le cholestérol vers le foie.

[61][62][63][64].
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I11.4 Les Apolipoprotéines

II1.4.1 Définition

Les Apolipoprotéines sont des glycoprotéines qui permettent la circulation des

lipides (insolubles en milieux aqueux) dans le sang.

Elles ont une double fonction de structure et de régulation métabolique : elles assurent
la cohésion du complexe lipidique et sa solubilisation et agissent également comme
activateurs des enzymes du métabolisme des lipides a la surface de ces lipoprotéines et aussi

en tant que ligands pour des récepteurs a la surface cellulaire (ex LDL récepteur) [65].

Les taux plasmatiques de certaines apoprotéines et lipoprotéines sont associés au risque

d’athérosclérose [66].
I11.4.2 Importance des Apolipoprotéines

Tableau 2 : Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des

principales apolipoprotéines humaines [67] [68].

[C] Tissu Distribution Fonction
plasmatique
Apo Al 28300 1.10 a 2g/1 Foie, intestin = CM Structurelle ; activateur
HDL Physiologique
de la LCAT ; efflux de
cholestérol
Apo AIl 17000 0.4g/1 Foie HDL Structurelle ;

activateur/inhibiteur
de la HL; efflux de
cholestérol
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Apo ATV

Apo AV

ApoBI00

Apo B48

Apo CI

Apo CII

Apo CIII

Apo D
(Apo A lll)

Apo E

46000

550000

264000

6300

8800

8700

33000

34200

0.15 g/l

0.6 al.40g/l

0.0320.05 g/1

0.04a 0.06g/1

0.032 0.05g/1

0.12a2 0.14g/1

0.06a 0.07g/1

0.03a2 0.05¢g/1

Foie, intestin

Foie

Foie

Intestin

Foie
(intestin)

Foie
(intestin)

Foie
(intestin)

Foie,
intestin,

rate
pancréas,
cerveau, rein
Surrénales
Foie
macrophage
cerveau
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IV.1 Historique

1973: La découverte de I’Apo E par SHORE et al.[69] .UTERMANN
puis MARBURQ ont découvert le polymorphisme génétique stable
de I’Apo E [70].

- ZANNIS et BRESCLOW, ont fait entrevoir un role éventuel
important en biologie humaine.[71].

1975 :Role dans la régulation des niveaux du cholestérol
plasmatique

1978 :Role dans la génétique des hyperlipoprotéinémies

1985 : Role athérogene dans les hyperlipidémies

1986 :Production par le systeme nerveux central (SNC)

Historique de l'apo E

-1987 :Détermination de sa structure et sa fonction.

-1989 : Roéle dans le remodelage neuritique.

1993 :Liée a la maladie d’Alzheimer.

IV.2 Définition et caractéristique

L'Apolipoprotéine E (ApoE) est une protéine ubiquitaire, jouant un role dans le

transport du cholestérol et des phospholipides [69] [72].

Ce dernier est appelé sous le nom de peptide riche en arginine, identifiée pour la

premiere fois en 1973 par SHORE et ALCOMME constituant des VLDL [69].

Une des caractéristiques majeures de cette apolipoprotéine est son
polymorphisme, UTERMANN et ses collegues furent les premiers a le démontrer. Elle
existe sous au moins trois isoformes fréquentes, associées a une hétérogénéité des
concentrations plasmatiques des lipides et des lipoprotéines. La connaissance de cette

molécule a aidé a résoudre I’étiologie de certaines maladies, et & mieux faire

comprendre le métabolisme des lipoprotéines. Elle a fourni un des meilleurs modeles
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expérimentaux pour 1’étude de ’athérosclérose et remarquablement illustré la notion de

prédisposition génétique et d’interaction géne-gene et gene-environnement [73].

IV.3 La génétique de ’Apo E

IV.3.1 Le géne de I’Apo E

Le geéne de l'apo E est unique et situé a I'extrémité centromérique de I'ensemble d'une

famille de genes codant pour le groupe apolipoprotéine E, CI, et CII, sur le chromosome 19,

dans la région ql13.2 [74] [75].Ce gene de 3,7 kb comporte quatre exons et trois introns

[75][76]. 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 l'essentiel de la

protéine mature. L'ARNm a une longueur de 1163 paires de base (figure 10).

TATAATT
57 | Exonl
—

Intron 1

P\‘l_\' A

Intron 2
Intron 3

»
Exon3 Exon4 IR

l_J

ARNm

l

s Protc¢ine | ApoE
209AA

Exon?2
—

Figure 10 : Le gene de I’apoE et modifications post transcriptionnelles [77].
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IV.3.2 La protéine ’Apo E et ses modifications post-traductionnelles

La protéine Apo E précurseur synthétisé a partir de la traduction d’ARNm qui I’encode,
subit des modifications post-traductionelles : L'apo E est clivée par une peptidase pour les 18

acides aminés composant le peptide signal, lors du passage a travers la membrane du

réticulum endoplasmique [78].

L’Apo E intracellulaire subit des O-glycosylations, accompagnée de sialylation. La
glycosylation, qui s'accompagne généralement d'une sialylation, a lieu a un seul site de 1'apo
E, a la thréonine 194. La protéine est ensuite secrétée et désialylée extracellulairement. 90%

de l'apo E plasmatique est désialylée. L'apo E mature secrétée est une protéine de poids

moléculaire apparent de 34 kDa (299 acides aminés) [79].

IV.4 Protéine Apo E

IV.4.1 Structure

Les études structure- fonction de I’Apo E ont montré qu’elle comporte deux

domaines structuraux correspondant a deux domaines fonctionnels indépendants .qui

peuvent étre individualisés par clivage a la thrombine [80].

La partie N-terminale :"receptor binding domain " (1-191) (22 kDa) elle
comporte quatre hélices a-amphiphiles de 22 acides aminés
(caractéristiques des apolipoprotéines) arrangées de facon antiparallele et
un domaine riche en acides aminés basiques (lysine et arginine) qui
représente un site de fixation a I'héparine (142-147)[81]et de liaison avec

le récepteur LDL (141-155)[82][83].

Les résidus basiques forment un domaine de charges positives qui va interagir

avec les charges négatives des récepteurs LDL.
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= La partie C-terminale "lipid binding domain" (216-299) (10 kDa) Elle

comporte trois hélices, joue un rdle majeur dans le transport des lipides,

grice a un site de liaison aux lipides (244-272) [84].

= La partie située entre ces deux domaines fonctionnels : Linker est une

région de structure non ordonnée, sensible au clivage protéasique, et

contenant un site potentiel d'attache glycannique [85][86][87]. Bien que

les deux domaines (N-terminal et C-terminal) soient indépendants, ils

peuvent avoir une influence sur les proprictés de 1'autre.

N-terminal Domain 22KDa Fragment C-terminal Domain 10KDa Fragment

LDL Receptor Binding Region

“~__Major Lipid
Binding Region

E2: Cys''? Cys'5®
E3: Cys''2, Arg's®
E4: Arg''?, Arg's® 271

Figurell : Le modéle de I’apolipoprotéine E humaine [88].

IV.4.2 Isoformes

De part leur composition en acides aminés, les isoformes de I’Apo E présentent

des substitutions

aux positions 112 et 158 qui induisent des changements de point

isoélectrique (Apo E2 plI=5,5; Apo E3 pl=5,4; Apo E4 pl=5,3) [85] ; ce qui rend

possible leur détection par électrophorese. Il existe 3 formes :
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e L’Apo E4

Une liaison Arg 112- Glu 109 qui induit une structure favorisant également la
liaison de I'Arg 61 du domaine N-terminal en tant que charge positive interagissant avec
le Glu 255 de charge négative du segment C-terminal. Cette liaison a un réle primordial
dans la formation d’une hélice de structure tridimensionnelle de 1’Apo E4. Cette

propriété particuliere lui confere la préférence pour former des complexes VLDL [89].
e L'ApoE3

Contient une Cys qui entraine une variation de la liaison intramoléculaire avec
I’acide aminé Glu situé en position 109 ; la liaison 112-109 Glu ne s’effectuera pas, par
conséquent I'Arg 61 sera positionné différemment sans interagir avec le résidu Glu 255.
Ce mécanisme semble unique a I'homme [85].cette molécule a une préférence pour

former des complexes de type HDL.
e L'Apo E2

La présence des cystéines en position 112 et 158 permet la formation de dimeres
et de multimeres. L’absence de cystéine aux positions,112 et 158 remplacées par des
arginines dans 1'Apo E4 impose la présence de cette isoforme sous forme monomérique

[85].
1V.4.3 Biosynthese et distribution tissulaire

L'apoE est synthétisée par de nombreux organes : le foie, le cerveau, la rate, les
poumons, les surrénales et les reins. [90][91][92][93] .Le foie est le site majeur d’expression
de mRNA d'apo E : il serait approximativement a l'origine des 3/4 de d’apoE plasmatique
circulant. Dans le foie, les cellules du parenchyme hépatiques sont essentiellement
responsables de la production de 1'apoE [92]. Le second site de production de l'apo E est le

cerveau (environ 1/3 de I'apo E du foie) [91]. Sa synthese peut étre effectuée au niveau du
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systtme nerveux central par les oligodendrocytes, la microglie [94] [95] et plus

particulierement les astrocytes [96][ 97][98] [99][100].

L’Apo E est aussi ¢laborée dans des proportions moindres par les surrénales, le
rein, les cellules du systeme réticulo-endothélial et les macrophages dans les tissus

[101].
IV.4.4 Les récepteurs de I’Apo E

La majorité des récepteurs aux lipoprotéines contenant l'apo E fait partie de la
famille des récepteurs LDL, le récepteur LDL est exprimé dans les terminaisons

nerveuses et sur les astrocytes [102].

L’Apo E est un ligand pour tous les récepteurs de la famille du récepteur LDL,
possédant tous une homologie structurale. L’ Apo E possede 25 fois plus d’affinité pour
le récepteur LDL que I’Apo B (la principale apolipoprotéine des LDL), d’ou le nom de
récepteur Apo B/E (tableau 3).

Le polymorphisme des isoformes E2, E3 et E4 interviennent au niveau du site
d'interaction avec les récepteurs LDL et entrainent des changements de charges. Ces
changements pourront modifier les interactions avec les récepteurs. L'isoforme E2 serait

moins affine que les isoformes E3 et E4 pour ces récepteurs [103].
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Tableau 3: les principaux récepteurs de I’Apo E dans les différents tissus [85,104,105].

Famille Principaux Tissu
(Localisation)
LRP Récepteurs des LDL Foie, cerveau et poumon
ER-2 apoE receptor Récepteurs des LDL Cerveau, placenta
maintenant (LRPS)
Isoformes d’ER - 2 Récepteurs des LDL Plaquettes et
LRPS endothélium
récepteur scavenger Récepteurs Scavenger Cellules microgliales
LRP9 Récepteurs des LDL Foie, rein et poumon
IV.4.5 Régulation

La synthese de l'apo E est régulée au cours du développement et par des facteurs
hormonaux et nutritionnels [106]. L'expression de 1'apo E dans le cerveau est régulée par les
oestrogenes, cette régulation est tissu spécifique [107] [108]. Le promoteur de 1'apo E dans les
astrocytes est régulé de maniere positive par 'AMPc et l'acide rétinoique, grace a une

séquence conscensus nommée AP-2 [109].
IV.4.6 Role

L’apolipoprotéine E (Apo E) est une molécule polymorphe et pléiotrope. Son
¢tude a permis de comprendre 1’effet modulateur puissant de son géne sur 1’expression
de maladies répandues : comme 1’athérosclérose. Il a de multiples effets que se soit

comme :
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¢ Ligand pour diriger les lipoprotéines vers leurs sites d’épuration ou conduire a
certains organes le cholestérol nécessaire a sa fonction
s Composante de lipoprotéines spécialisées pour le transport a rebours du
cholestérol vers le foie
¢ Avoir un effet bénéfique sur I’athérosclérose par sa capacité :
» D’inhiber la migration et la prolifération des cellules musculaires
lisses (CML).
= La prolifération et I’activation des lymphocytes.
= L’agrégation plaquettaire et la production d’oxyde nitrique par les
plaquettes.

= Les effets antioxydants sur la peroxydation lipidique ou autre.

IV.5 Polymorphisme de I’Apo E

IV.5.1 Définition

Les polymorphismes sont des marqueurs génétiques qui correspondent a une
séquence d‘ADN présentant une variabilité interindividuelle au sein d‘une espéce
donnée transmis selon un mode mendé€lien et mis en évidence par des techniques de
biologie moléculaire. Un polymorphisme est une mutation a un locus donné dont

la fréquence en population est supérieure a 1%.

Le gene Apo ¢ est polymorphique possédant trois alleles €2, €3 et €4 qui codent
pour les trois isoformes principales E2, E3, E4. La fréquence des alleles varie selon les

populations, toutefois I'isoforme E3 reste la plus fréquente [110].

Les alleles de I’Apo € se transmettent de fagcon codominante : chaque individu en
possede deux d’ou I’existence de six génotypes : trois génotypes homozygotes (£2/¢2,

€3/€3, e4/e4) et trois génotypes hétérozygotes (€3/€2, €3/e4, €2/€4).

Le séquengage direct de I’Apo E par RALL et al en 1982 a permis de découvrir
les différences existant entre les isoformes [111]. Les trois alleles résultent d'une

transition d’une cytosine (C) en une thymine (T) aux positions correspondantes aux
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acides aminés 112 et 158 de la protéine, modifiant ainsi les sites de restriction par

I’enzyme Hhal [112] (Figure 12).

' QS“VS | APOE2 |
APOE 9“2 on

Chromosome 19 ?/
158 Arg T
A= &Y =

Liion *APOE4 ‘

Athérogéne

COOH

NH2

Figurel2 : Les mutations du gene de I’ Apo E aux positions 112 et 158 [113].

L’Apo E2 comprend deux cystéines, 1’apo E3 comprend une cystéine en position
112(codon TGC) et une arginine en 158 (codon CGC) et I’apo E4 deux arginines en
position 112 et 158 [114].

Ces mutations (Arg = CGC, Cys = TGC) entrainent un polymorphisme de
longueur des fragments de restriction lors d'une digestion de I'ADN de 1'exon 4 du gene
de l'apoE par lI'enzyme Hha I (gcg/c). La présence des deux sites identifie 1'all¢le €4 et
leur absence l'allele €2. Dans 1'alléle €3, I’enzyme de restriction Hha I coupe I'ADN en
158 mais pas en 112. Les trois isoformes E2, E3, E4 ont des charges respectivement
égal a 0, I+et 2+ [115]. L’allele €4 est considéré comme 1’all¢le ancestral ; I’allele €3

qui est le plus fréquent, et I’alléle €2 qui est habituellement le plus rare [116].

Comme cette derniere joue un role primordial dans le métabolisme des lipides par

conséquent sur les MCV par augmentation du risque de la maladie athéromateuse.
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IV.5.2 La relation entre le polymorphisme de I’Apo E et ’athérosclérose

Certaines études plus approfondies réalisées au sein de plusieurs populations ont
montré que cette variation génétique de I’Apo E pourrait aussi étre un facteur
déterminant représenté le plus souvent par ’alléle e4 dans le risque de développer une
MCV. Ces études ont montré que d’une fagon générale les coronariens avaient une
fréquence accrue de 1’allele €4 et une fréquence moindre de 1’alléle €2 par rapport aux

sujets €3/€3 [104].

En plus de ces trois isoformes, divers variantes génétiques ont été mis a jour avec
ou sans modification de la charge électrique comme I’ Apo ES5 ayant subi I’insertion de
24 Pb résultant de la duplication en tandem de résidus 135-142 [117] ,I’Apo El et E7
[118][119] présentant les mutations qui se situent fréquemment dans la région des sites
140 a 160 de la molécule, ou encore I’Apo E3 LEIDEN , le plus souvent s’associant a
des troubles lipidiques et I’Apo E3’ Montréal, une nouvelle variante associée a

I’hyperlipidémie [104].
IV.5.3 Impact du polymorphisme de I’Apo E sur le métabolisme lipidique

Le polymorphisme de 1I’Apo E interfére sur le métabolisme lipidique et par
conséquent augmente ou atténue le risque de MCV. Les travaux d’UTERMANN
[120][121]et de ZANNIS et BRESLOW [122] 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 III caractéristique des taux tres élevés de cholestérol et
de TG plasmatiques, et de 1’athérosclérose survenant a 1’age moyen [123]. En effet,
Chez les porteurs de ’allele e2 (E2/E2, E2/E3) les chylomicrons, les VLDL,et les HDL
sont caractérisés par une moins grande affinité aux récepteurs B/E, ainsi qu’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’allele e2. 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
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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) [124]. Si
les individus sont porteurs de 1’allele e4 (E4/E4, E4/E3), les caractéristiques sont alors a
I’inverse des individus porteurs de 1’allele e2 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’allele e3 (E3/E3) [125].

Il est alors devenu important de déterminer dans quelle mesure chaque allele
influengait les taux plasmatiques de lipoprotéines et si ces effets étaient généralisables.
Charles F. de I’Université du Michigan a calculé I’effet allélique moyen chez des sujets
normolipidémiques (LDL-C < 50i¢me percentile) dans la région d’Ottawa tout en
considérant I’age, le poids et la taille, il a pu établir I’impact relatif des trois alléles sur
les taux de cholestérol, de LDL-C et d’Apo B et clairement démontrer 1’effet

d’élévation de 1’all¢le e 4 et de diminution de I’alléle e 2 [104].
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ILMOYENS
I.1 Recrutement des individus

La population témoin : C’est la population générale dont le nombre de sujets est de 72
(25 de sexe féminin et 47 de sexe masculin), admis au niveau du Centre Hospitalier
Universitaire de Constantine (CHUC) essentiellement aux services de cardiologie et de la

réanimation médicale.

Tableau 4 : Répartition de la population témoin.

Femmes Homme Total
N % N % N %
Témoin 25 34,7 47 65,3 72 100

® Homme

® Femme

Figure 13 : Répartition de la population Témoin.
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1.2 Critéres d’inclusion et d’exclusion

I.2.1 La population témoins

Criteéres d’inclusion

v" Tous les Sujets des 2 sexes agés de 20ans et plus
Criteres d’exclusion

v' Tous Les sujets présentant des antécédents personnels ou familiaux des
pathologies cardiovasculaires (IDM angine de poitrine, AVC ou AOMI

v' Ayant une pathologie entrainant une augmentation des paramétres lipidiques
(Hypertension artérielle, Obésité, Diabete....etc.)

v" Sous traitement médical, femmes enceintes ou encore celles prenant des

oestoprogestatifs au moment de 1’enquéte.

I1I. Méthodes

I1.1 Questionnaire

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

cas témoins (Annexe 1). Ce questionnaire comporte :
I1.1.1 L’enregistrement

Un numéro d’enregistrement est donné a chaque sujet : des chiffres commengant a partir du

numéro 1 pour la population témoin précédé par une lettre N.
I1.1.2 Données de I’état civil

Comportant le nom, le prénom, 1’age, le sexe, la situation familiale etc....
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I1.1.3 Données biocliniques

v
v

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

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

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

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

La consommation du tabac par jour.

L’existence d’antécédents personnels et familiaux de coronaropathies.

v Un bilan biologique complémentaire incluant une glycémie, TG, Chol, HDL...

" Prélevement du sang

5 a 10 ml de sang sont prélevés dans un tube stérile contenant un anticoagulant (EDTA).

I1.2 Méthodes de dosage des parametres lipidiques

Le cholestérol, les triglycérides et le cholestérol HDL ont été¢ dosés le jour méme du

prélevement. Apres centrifugation le surnageant est utilis€é pour le dosage des différents

parametres (bilan lipidique).

I1.2.1 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 Bayé.
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L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement

proportionnelle a la quantité de cholestérol présente dans I’échantillon du sérum.
I1.2.2 Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été effectué par une auto analyseur de type (ADVIA)

suivant une méthode enzymatique [126] en utilisant des coffrets Bayé.

= Principe
Le principe repose sur le dosage en colorimétrie du glycérol libre (a 500nm) apres sa

libération par hydrolyse enzymatique des triglycérides selon les réactions suivantes :
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L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm est directement

proportionnelle a la quantité de triglycérides contenue dans 1’échantillon du sérum
I1.2.3 Le cholestérol HDL

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

au chlorure de magnésium.

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

clinique (SFBC) [127].

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

distillé).Agitation 30s au vortex puis centrifugation pendant 10mn a 5000g minimum [128].

La décantation est faite dans les 15 mn qui suivent en évitant la remise en suspension.

(Le surnageant doit avoir une D.O <03 a 600nm).

Pour le surnageant troubles ou bien lorsque le taux de triglycérides est augmenté ou
lorsque la D.O du surnageant est >03, I’échantillon est dilué avec une solution physiologique

de NaCl dans le rapport (1 :1).
I1.2.4 Cholestérol LDL

Le cholestérol LDL est calculé grace a la formule de FRIEDEWALD [129] [130].
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Le cholestérol VLDL est estimé a partir des triglycérides plasmatiques totaux :

v TG/S si les résultats sont exprimés en g/1.
v TG/ 2,2 si les résultats sont exprimés en mmol /1.

LDL -C=CT - [(TG /5) +HDL —C

Cette formule n’est valable que si la détermination des HDL-CHOL est correcte

(Absence du chylomicrons et les TG < a 4mmol/L (3.5g/1).
I1.3 manipulation sur le sang total

I1.3.1 Extraction d’ADN

La plupart des études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acide
nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d'’ADN. Les autres sources
cellulaires peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales...) ou des cultures de

cellules (amniocytes, fibroblastes, lignées lymphoblastiques...) [131].

L’extraction d’ADN est requise pour des applications de biologie moléculaire telles que
la PCR, la digestion par les enzymes de restriction, le Southern blotting etc., et pour 1’analyse
d’échantillons médico-1égaux et cliniques. Les méthodes d’extraction des acides nucléiques
sont diverses .Celles employée dans notre étude est une méthode utilisant un solvant

inorganique, NaCl.
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I1.3.1.1 Etape d’extraction d’ADN

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

plusieurs étapes :
I1.3.1.1.1 Préparation des leucocytes

L'extraction des acides nucléiques a partir du sang est vigoureusement mélangé a une
solution hypotonique TE 20 :5 dans un tube falcon de 50ml pour faire éclater les globules

rouges. La lyse est réalisée a 4 °C pendant 10 a 15 minutes.

Le lysat est centrifugé pendant 15 min a 3900 g (3800 rpm) et, aprés élimination du
surnageant par aspiration avec la trompe a vide, le culot cellulaire contenant les leucocytes
(0,3 % des cellules circulantes) est repris dans une solution TE 20:5 dans un volume total de

25ml. On dilacérant avec une passette stérile on le laisse dans la glace pendant 10 minutes.

Une deuxieme centrifugation dans les méme conditions que la premiere fois et le culot
obtenu des leucocytes par une deuxieéme aspiration du surnageant est utilisé pour 1’extraction
de I’ADN. (Si on veut s’arréter a ce niveau le culot des leucocytes est conservé dans un tube

nunc de 1.5ml avec du TE 20 :1 a — 20°).

11.3.1.1.2 Extraction de ’ADN

1. Transverser le culot de leucocytes dans un tube falcon de 15 ml.

2. Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na cl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pHS8.2) En
dilacérant le culot.

Ajouter 200ul de SDS a 10 %.

Ajouter 100ul 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 NaCL 4M et agiter vigoureusement a la main.

® N kW

Remettre 5 min dans la glace pour précipitation des protéines.
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9. Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

10. Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi et agiter en retournant le tube plusieurs fois :
la pelote d’ADN se forme.

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

12. Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a
70%.

13. Mettre la pelote dans un tube nunc.
I1.3.1.2 Solubilisation

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

concentration souhaitée.
. . . s o N . . . N
e Laisser une nuit sur agitateur rotatif a 37°C, puis a température ambiante jusqu'a

dissolution complete (1 a 2 jours).
I1.3.1.3 Détermination de la pureté de ’ADN

La contamination de I'ADN extrait par des protéines a été vérifiée en mesurant la

densité optique des extraits a 260 et 280 nm et en effectuant le rapport :

R =DO 260nm / DO 280 nm

R doit étre compris entre 2 et 1,7 (1.7< R <2)

= L[’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/ DO280 < 1.7.
= [’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/ DO280 >2.
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I1.3.1.4 Détermination de la concentration de ’ADN

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

1 unité de DO260nm = 50pug/ml pour une solution d’ADN double brin

On déduit la concentration grace au calcul suivant :

[C] (pg/ ml) = Facteur de dilution x DO260 nm x 50pg / ml

Facteur de dilution=Vol total/Vol d’AD

I1.4 Génotypage de I’Apo E

Elle consiste a amplifier une partie de 'ADN contenant le geéne &, puis de différencier
les génotypes par digestion d'une enzyme de restriction spécifique. La détermination du

génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives :

=  LaPCR (Polymérase Chaine Réaction) et controle de PCR sur gel d’agarose.

= Ladigestion du produit de PCR par une enzyme de restriction spécifique.

=  La séparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur un
gel de polyacrylamide et distinction des différents génotypes par

transilumination sous UV.
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I1.4.1 Amplification par PCR :

La Polymerase Chain Reaction (PCR) est une technique de biologie moléculaire mise au
point en 1985 par KARRY MULLIS et développé par HENRI A et ses collaborateurs de la
compagnie CETUS (Californie, USA) en 1985 [132].

Cette réaction enzymatique conduit a I’amplification spécifique de plusieurs millions de
fois d’une séquence nucléotidique précise que 1’on désire étudier. Elle permet de repérer un
fragment d’ADN ou de génes précis méme présents en quantité trés faible dans un mélange

puis de le multiplier rapidement.
* Principe de la PCR

La (Polymerase Chain Reaction) est une technique de réplication ciblée in vitro. Elle
permet d’obtenir a partir d’un échantillon complexe et peu abondant, d’importantes quantités
d’un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. L’ordre de grandeur a retenir est
celui du million de copies en quelques heures. C’est généralement suffisant pour une
utilisation ultérieure. Le principe et les conditions expérimentales qui en découlent sont tres

simples.

I1 s’agit de réaliser une succession de réaction de réplication d’une matrice double brin
d’ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux amorces oligonucléotidiques dont les extrémités

3’ pointent I’une vers 1’autre en bornant la séquence a amplifier.

Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant

chacun 3 étapes :

e Une étape de dénaturation des acides nucléiques.
e Une ¢étape d’hybridation des amorces sur les séquences cibles.

e Une étape d’extension des amorces par I’ADN polymérase.
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Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis
aux différentes températures correspondant a chaque étape. Ces cycles de température sont

réalisés automatiquement dans un thermocycleur.
I1.4.1.1 Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR

Pour préparer le milieu réactionnel on multiplie la quantité de chaque composant par le
nombre de tubes voulu + un, c’est le tube témoin négatif dans lequel on met uniquement le

mélange sans ADN.

L’ADN est amplifié¢ par PCR avec deux amorces encadrant la région avec les deux

codons polymorphes des acides aminés 112 et 158 de I’apoE.
Les amorces utilisées pour 1I’étude du polymorphisme de I’apoE sont :
OD 5’-ATG GCG CTG AGG CCG CGCTC-3* (20pb).

OG 5°-AAC AAC TGA CCC CGG TGG CG-3° (20pb).

* Tamponde TagqlOX.....ooviiiiniiiiieeeeeeeeeaaainnnns Tul

B DMSO .t Tul

= Mix de ANTP 25 mMM(1/10). e eveeeeeeeeeeeeens 611(2001M)

» Taq polymérase 2.5uL.....c.covviiiiiineiiiinnennnnn. 0,5ul

® M CI250 MMttt e et 3ul

* OG solutionmere 0.93 mM.........coovvveeennnnnnn... 1,2ul (0,6uM)
* ODsolutionmere 1.11mM............ccovvvvnneeeenn LUl (0,6uM)

" H20 QS P75 e, 47,3 ul

Tag polymérase doit d’étre distribué tres rapidement car elle doit rester le plus possible
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Cycles PCR

=57 au94°C
=372 65°C

=50s a 72°C
=50s a 94°C 30-35 cycles
=50s a 65°C

=5’a 72°C
=]10’a 10 °C

11.4.1.2 Le controle de la PCR

S’effectue par une électrophorése sur un gel d'agarose 1.5 % (1.5g d’agarose et 100 ml

du TBE 1X) additionné de (10 pl) du BET (Bromure d’éthidium).

= Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale.

= Dans chaque puit du gel, nous déposons 10 a 15 pl d’amplificat en présence de 3ul
du colorant Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de
migration Parallelement un échantillon sans ADN (blanc), est inclus dans la série a
amplifier et sert de control négatif.

= Le dépot se fait du coté cathode et le systeme est soumis a une migration sous un
courant de 90 volts pendant 1 h.

= Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumicre visible et photographiable et
permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents
de méme taille (figure : 14). Ce control permet aussi de vérifier si une éventuelle
contamination de I'ADN est survenue au cours de la PCR grice au puit contenant

le blanc.
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T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M(100Pb)

Figure 14 : Profil d’¢électrophorese sur gel d’agarose 1.5% des fragments amplifiés
(292pb) par PCR du gene Apo E.

I1.4.2 La digestion du produit de PCR

L'Hhal est une enzyme de restriction produite par Haemophilus haemolyticus. Elle
reconnait et clive la séquence GCG C codant pour les Arginines en position 112 et 158
(isoformes E3 et E4) quant aux séquences GTGC codant pour les cystéines en position 112

(isoformes E2 et E3) ne sont pas reconnues par I’enzyme ni coupées a ce niveau.

Hha I

(enzyvme de restriction)

Mg”
Méarhylation (=)

& 2HO

NNNNGCGINNNN NNNGCG 4 CNNNN

NNNNCSCGNNNN NHNNC GCGENNNN

ADN a 2 brins ADN "digere”

Figure 15 : site de restriction par 'enzyme Hhal.
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I1.4.2.1 Clivage des produits de PCR

Les manipulations se font sur la glace :

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

v' Tampon ............... 25ul
v" Hha I (10 unités) ....... 1 ul X (n+1)
v H20 gspl0Qul ...........6.5 ul

= Répartition de 10ul de mixte dans chaque tube.

= Ajouter 15ul de chaque produit de PCR.

= Homogénéiser le contenu des tubes dans la centrifugeuse de paillasse.

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

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

speed-vac pendant 15 a 20 min.

I1.4.3 Electrophoreses des fragments de restriction

Les produits de restriction sont soumis a une migration sur gel d’acrylamide a 10% dans

un tampon TBE 1X a 250 Volts.

I1.4.3.1 Préparation d’un gel d’acrylamide10%

Pour un gel de 70 ml
v ACryl 30% evevneiniincnnnnn 23.8ml
v TBE 10X.eeieiieeieieeineinnnnn 7ml
v H20. . eiiiiiiiiniiiininennnnne. 38.5ml

Pendant que les réactifs se remettent a température ambiante

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

= Addition de persulfate d’ammonium et temed juste avant de couler le gel.
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v 50ul de persulfate/10ml (350ul).
v 10l de temed/10ml (70ul).
= Homogénéiser, couler immédiatement 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 30 min a 2 heures.

I1.4.4 Dépot des échantillons

Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel+€lectrodes) 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 puit un échantillon ou marqueur (Annexe?2).
I1.4.5 Migration

Mettre sous tension le générateur a un voltage élevé, soit 250 volts durantlh 30mn a 2h.

La migration est terminée, quand le bleu atteint le bas du gel.
I1.4.6 Coloration

Apres préparation du colorant avec 100 ml de TBE 1X et 10ul de BET dans un bac.

v’ Glisser délicatement le gel de fagon horizontale dans le bac pendant 10 & 15 mn.
v Décolorer le gel, en I’immergeant dans un bac contenant du TBE 1X de 10 a 15mn.

v" Visualiser le gel aux UV et prendre une photo.
I1.4.7 Révélation du profil électrophorétique

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 placé sur la table a UV.
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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 Pb, ils sont élués dans le tampon lors de la migration

éléctrophorétique.

> Résultat

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 S : Tailles des fragments de restriction en paire de base (Pb) correspondants

aux six génotypes possibles (3 homozygotes et 3 hétérozygote).

ed/€2 g2/€2 £3/e4 ed/e4

- 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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ed/ed €23 €33 £3/e3 eded £33 e3led £33 ©3/e3 363 T M(20ph)
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Figure 16 : Profil d’électrophorese sur gel d’acrylamide des fragments issus par clivage
de Hhal présentant différents génotypes d’Apo E.

I1.5 Analyse statistique

Les résultats statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que tous les
parametres considérés ont été traités par le logiciel Epi info version 6.0. Différentes

méthodes, ainsi différents tests ont été utilisés dans cette étude.

I1.5.1 Statistique descriptive
Dans cette enquéte descriptive nous avons utilisé :

v' le calcul de la moyenne arithmétique, 1’écart type.

Xa= > x Sazz > !x—xaf

n,-1

Les variables quantitatives sont décrites par la moyenne + 1 écart type, sauf exception

qu’on précisera dans le texte.
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Des comparaisons de moyenne avec formulation de 1’hypotheése nulle,

la comparaison de deux proportions observées

= = (o)
Veat + sh”<
T TNy,

I1.5.2 Les intervalles de confiance

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de CORNFIELD.
L'approche certitude de cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie
généralement une fourchette de valeurs situées de part et d'autre de 1'estimation et I'on peut
étre siir a 95% de trouver la valeur réelle. L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a été

calculé a partir de 1'approximation de FLEISS.
I1.5.3 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 parametres est déclarée statistiquement
significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité de la présentation
des résultats. L'usage a retenu de maniere consensuelle 1'ensemble des seuils (0.05, 0.01,

0.001) qui représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.
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I11.1 Répartition des sujets témoins selon les groupes d’age et le sexe

Les sujets témoins sont au nombre de 72 répartis entre : 25 de sexe féminin soit

34.7% et 47 de sexe masculin soit 65.3%.

IIs sont classés en tranches d’age de 20 ans sauf pour les plus de 60 ans qui

sont classés en une seule tranche.
Tableau 6 : Répartition des sujets témoins selon les groupes d’age et le sexe.

Femme Homme Total

N % N % N %

14 29.8 3 12 17 23.6
11 23.4 10 40 21 29.2
8 17 5 20 13 18

5 10.6 4 16 ) 12.5
9 19.2 3 12 12 16.7
47 100 25 100 72 100

Sujets Témoins

%

40
35
30
25
20
15 '
10
5
& ;
20-29 30-39 40-49 50-59 >60
H Homme 29,8 23,4 17 10,6 19,2
H Femme 12 40 20 16 12
M Total 23,6 29,2 18 12,5 16,7

Figure 17: Répartition des sujets témoins selon les groupes d’age et le sexe.
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I11.2 Etudes des variations lipidiques dans les témoins
I11.2.1 Le cholestérol

En comparant les moyennes dans les deux sexes, on remarque qu'il n’y a pas de
différence significative entre la cholestérolémie des hommes et des femmes .L'évolution de la
cholestérolémie chez la femme est pratiquement parallele a celle des hommes mais a un
niveau légerement supérieur. Chez les femmes, apres l'dge de ménopause le taux du

cholestérol augmente nettement et reste constant.

L’augmentation de la moyenne de la cholestérolémie chez la femme par rapport a celle
de ’homme a été trouvé dans d’autres pays du Maghreb [133][134], les pays Européens [135]
les pays d’Amérique du sud et le japon [136][137].

L’augmentation avec 1’dge dans les deux sexes est rencontrée dans des études
épidémiologiques avec cependant des valeurs plus élevées que celle trouvée par ADADI dans
notre population [138] et la présente étude. Elle est absente dans des pays Africains comme la

nouvelle Guinée et chez les Masais [139].

Tableau?7 : Moyennes, écart type du cholestérol total selon le sexe.

Témoins (CHOL)

Femmes 1.82+0.42

Moyenne +Ecart type
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Témoins (CHOL)

1,85
1,8
1,75
1,7
1,65

1,6

1,55
Hommes Femmes

W Témoins (CHOL) 1,67 1,82

Figure 18 : Comparaison des moyennes du cholestérol total entre les deux sexes.
I11.2.2 Les triglycérides

Pour l'ensemble de la population des témoins, la moyenne est de 1.08 * 1.05.
L’évolution des moyennes montre une €élévation modérée de la triglycéridémie dans les deux
sexes. Cette augmentation est plus importante chez les hommes que chez les femmes

respectivement

La plupart des études retrouvent une augmentation significative des taux de TG chez les
coronariens méme si on ne retrouve pas des triglycérides dans la plaque d’athérosclérose,
I’augmentation des triglycérides peut jouer un role indirect dans sa constitution. Des preuves
d’une relation indépendante entre triglycérides et maladie coronariennes sont apparues dans

de récentes études épidémiologiques [140] [141].
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Tableau 8 : Moyennes, écart type du triglycéride selon le sexe.

Témoins (TG)

1.08+0.4

Femmes 1.05+0.56

Moyenne +Ecart type

Témoins (TG)

1,085
1,08
1,075
1,07
1,065
1,06
1,055
1,05
1,045
1,04
1,035

Hommes Femmes
B Témoins (TG) 1,08 1,05

Figure 19 : Comparaison des moyennes des triglycérides entre les deux sexes.
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II11.2.3 Cholestérol HDL-C

On remarque, que la population féminine présente des valeurs moyennes plus élevées

que chez les hommes.

En comparant ces résultats avec celles de la LRC (Lipids Research Clinics)
Américaines [142], On constate une grande différence entre les deux populations (Algérienne
et Américaine) soit une différence de 10.7% chez les hommes et 6.6% chez les femmes. Ceci
tient probablement au fait que Les femmes algériennes sont plus sédentaires, alors que la

majorité des femmes américaines pratiquent le sport et sont a plus de 50% des employées.

L’étude de KANNEL [143] qui trouve que le cholestérol HDL est meilleur que le
cholestérol total dans la prédiction des maladies cardio-vasculaires dans les deux sexes. Méme en
analyse multivariée la relation entre maladies cardio-vasculaires et C-HDL demeure puissante et

surtout chez les femmes.

Tableau 9 : Moyennes, écart type du cholestérol HDL-C selon le sexe.

Témoins (HDL-C)

Femmes 0.46+0.010

Moyenne +Ecart type
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Témoins HDL-C

0,47
0,46
0,45
0,44
0,43
0,42
0,41

0,4
0,39
0,38
0,37

HOMMES FEMMES
B Témoins HDL-C 0,4 0,46

Figure 20 : Comparaison des moyennes du cholestérol HDL-C entre les deux sexes.

II1.2.4 Le cholestérol LDL-C

L’¢évolution des moyennes du cholestérol LDL ne montre pas de différence significative

entre les deux sexes .la moyenne est de 1.06£1.13.

Les variations du C-LDL selon le sexe ressemblent a ceux du cholestérol total. Ceci
parait logique vu que plus de 70% du cholestérol total est transporté par les lipoprotéines de
densité légere .Dans notre population on voit clairement que les variations des LDL sont

identiques dans les deux (p < 0.05).

PEKKANEN et COLL [144] trouve que le LDL cholestérol est associé avec

I’augmentation de la mortalité coronarienne dans les deux sexes.
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Tableau 10 : Moyennes, écart type du cholestérol LDL-C selon le sexe.

Témoins (LDL-C)

1.06+0.32

Moyenne +Ecart type

Témoins (LDL-C)

1,14
1,12

1,1
1,08
1,06

1,04

1,02 e S
Hommes Femmes

B Témoins (LDL-C) 1,06 1,13

Figure 21: Comparaison des moyennes du cholestérol LDL-C entre les deux sexes.

I11.3 Fréquence génotypique et allélique de I’Apo E

I11.3.1 Fréquences génotypiques dans la population générale

Le tableau 11 et figure 22. Montrent les fréquences génotypiques dans la population
générale le génotype (€3/ €3) est le plus fréquent il représente 76,4% suivie par €3/e4 (13,9%),
€2/ €3 (8 ,3%) respectivement.
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Moins fréquent pour les génotypes €2/€2 (1.4%). Le génotype (e4/ €4) et (e2/ €4) dans
nos résultats ne sont pas représentés chez les populations générales par contre elles sont

présents dans d’autre études constantinoises.

La prédominance de le génotype (€3/e3) retrouvée dans notre population ,est tres
compatible avec toutes les études effectuées a travers le monde : exemple ; la prévalence du
génotype (€3/e3) est de 71% en Arabie Saoudite [145], 69% au Liban [146], 65,2% en
Hongrie [147], 69,84% au Portugal [148], 65,3% en Mongolie [149], 83,1% au Mexique

[150], 71.2% en Tunisie [151], 58,7 % en Finlande [152], 72,1% au Japon [153], 88,2% en
Grece [154].

Tableau 11: Fréquences génotypiques de I’Apo E dans la population générale.

Population générale

N %
55 76.4
10 13.9
6 8.3
/ /

/ /

1 1.4
72 100
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Fréquences Génotypique de 1'Apo E

X 76,4

20 13,9

8,3
10 ' 0 0 1,4
- - -

£3/e3 £3/e4 £2/e3 £2/e4 ed/e4 g2/e2
®Témoins| 76,4 13,9 83 0 0 1,4

Figure 22 : Fréquences génotypiques de I’Apo E dans la population générale.
I11.3.2 Fréquence Allélique de I’Apo E dans la population générale

L’étude génétique du polymorphisme du gene de I’Apo E a montré que 1’allele €3est le
plus fréquent dans notre population représentant ainsi 87,5%, suivi de loin par €4 (6,9%) et €2

(5,6%) (Tab 12, Fig.23).

Ce résultat est compatible avec une étude sur la population constantinoise qui montre la

prédominance de I’allele €3 réalisé par KHODJA et al [155].

Cette tendance comparée aux données de la littérature, montre qu’elle est semblable aux
résultats présentés par des études, Afrique du Sud , Finlande , Suede , Danemark, Maroc,

Italie , Kuwait, Taiwan, Iran (tableau 13).
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Tableau 12 : Fréquence allélique de I’Apo E dans la population générale.

Population générale

E2
E3
E4

X
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

H Témoins

N
8
126
10

Fréquences Alléliques

€2 €3
5,6 87,5

%
5.6
87.5

6.9

e4
6,9

Figure 23 : Fréquence Allélique de I’Apo E dans la population générale.
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Tableau 13 : Fréquences alléliques de la population constantinoise comparées a

d’autres groupes ethniques.

Population €2 3 €4
Finlande [157] 4,1% 73, 3% 22,7%
Suede [158] 7,8% 71,9% 20,3%
Danemark [159] 5,8% 74,1% 17,4%
Maroc [160] 55% 84% 11%
Constantine 5,6% 87,5% 6,9%
Pologne [161] 7% 83,9% 10,6%
Italie [162] 5,1% 82,9% 10,1%
Kuwait [163] 8,4% 88,4% 6,5%
Taiwan [164] 6,3% 85,2% 6,4%
Iran [165] 88,6% 5,1%

I11.4 Influence du polymorphisme sur les parametres lipidiques

I11.4.1Génotype et parametres lipidiques

Le tableau 14 montre l'influence du génotype de 1’Apo E sur les parameétres lipidiques

chez les sujets porteurs de €2/€3, €3/e4 et €3/€3.
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Tableau 14 : impact du génotype de 1’Apo E sur les paramétres lipidiques chez Les
porteurs d’e2/e3, e3/e4 et e3/e3.

€2/e3 €3/e3 £3/4 €2/€3 vs €3/€3 €3/e3 vs €3/e4
CHOL 1.60+0.3 1.80£042 1.85+£0.41 <1% <1%
TG 1.14£ 045 1.10£0.38 1.18 £0.35 ns ns
HDL 0.46+x0.10 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%

111.4.1.1 Le cholestérol et C-LDL

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 14).

Chez les sujets €3/ €3 50% des IDL (VLDL?2) sont converties en LDL, alors que chez
les €4/ €4 70% sont converties [166]. 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 montre 1’influence des

alleles €2 et €4 sur les niveaux de cholestérol et de LDL cholestérol (Tableau 14).

Chez les sujets €4, les chylomicrons et les VLDL, sont hydrolysés rapidement, I’apport
du cholestérol au niveau hépatique provoque une inhibition de la syntheése du récepteur des
LDL et une diminution du captage des LDL ce qui entraine une augmentation de la

concentration plasmatique [167].

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

entre les phénotypes e4/e3 et €3/e3 comme au Soudan et en Malaisie [168].
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Comparativement au phénotype €3/ €3, les phénotypes €3/ €2 et €2/ €2 sont associes
avec des concentrations diminuées du LDL C, cholestérol total, et apo B et I’inverse pour les

phénotypes &4/ €4 et €4/ €3 [166].

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 1'allele

€3 (phénotype €3/ €3) [169].

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

€2/e3 €3/e3 €3/e4
H Chol 1,6 1,8 1,85

mC-LDL 0,9 1,12 1,22

Figure 24 : Impact du génotype de I’Apo E sur le cholestérol et C_LDL chez Les
porteurs de €2/e3, €3/e4 et €3/€3.

I11.4.1.2 Les triglycérides

Les études sont contradictoires quant aux triglycérides. Une méta-analyse de 45 études
menées dans 17 pays par Jean DALLONGEVILLE [170] a confirmé que le phénotype d’Apo
E influencait aussi les TG de fagon significative, 1’allele €4 autant que 1’allele €2 pouvant

augmenter les taux de TG plasmatiques chez les sujets hyperlipidémiques.
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Notre ¢tude montre une influence uniquement de ’alléle €4 sur les triglycérides. Les
triglycérides sont augmentés significativement chez les sujets €3/e4 alors que chez les sujets

€2/€3 restent au méme niveau que les triglycérides des sujets €3/e3 (Tableau 24).

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

observé par KOFLER et al dans une étude réalisée au Royaume-Uni [171].

TOLOSA et al [172] qu'apres 1'age de ménopause, ont trouvé chez les femmes ayant le
phénotype E2/E3 ont un taux élevé de TG tandis que celles ayant le phénotype E3/E4
présentent une élévation du cholestérol [173].L’effet de € 2 est trés sensible a I’environnement

particulierement en ce qui a trait a I’effet sur les TG [104].

1,2

1,18

1,16

1,14

1,12

1,1

1,08

1,06
€2/e3 €3/e3 €3/e4

BTG 1,14 11 1,18

Figure 25 : impact du génotype de I’Apo E sur les triglycérides chez Les porteurs de : €2/¢€3,
€3/e4 et €3/€3.
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111.4.1.3 Le Cholestérol HDL

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

est élevée chez les sujet E2/E3 mais non significative (Tableau 14).

D’autres études trouvent que les femmes porteuses E2/E3 ont une concentration ¢levée
des HDL comparées a celles qui portent le génotype E3/E3, les données de 1'étude de
GAMBOA.R et COLL. [174] suggerent que la variation du locus Apo E dans la population
mexicaine est un facteur génétique qui influence sur le taux de lipides plasmatiques cependant

son effet est seulement observé chez la population féminine.

0,48

0,46

0,44

0,42

0,4

0,38

0,36

0,324
g2/e3 €3/e3 £3/e4

EHDL 0,46 0,42 0,39

Figure 26 : impact du génotype de I’Apo E sur le cholestérol HDL chez Les porteurs de :
£2/€3, €3/e4 et £3/€3.
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Conclusion

Ayant observé dans différentes études que la fréquence de 1’allele e4 est associé a
un risque plus élevé de MCV par effet d’augmenter les niveaux moyennes du LDL-C la

plus athérogene des lipoprotéines.

L’analyse génétique du polymorphisme de I’apo E dans notre étude a concerné
concernant cas témoins de 72 individus répartis en deux groupes, une population des

femmes (n=25) et une population des hommes (n=47).

Le but principale de notre étude est de déterminer le polymorphisme chez les sujets
témoins et montrer l'influence du polymorphisme de 1'Apo E sur les parametres lipidique,

en plus montrer les fréquences alléliques et génotypiques dans la population témoin.

La répartition des alleles de I’Apo ¢ est inégale sur I’ensemble de la population
mondiale. Nos résultats montrent la prédominance de 1’all¢le €3 dans la population étudiée
(témoins) avec une fréquence (87,5 %), alors que l’allele €2 est le moins fréquent

(5.6%);cette tendance est en accord avec les résultats trouvés dans les autres populations.

L'allele €4 est corrélé aux maladies cardiovasculaires. Dans notre étude, la fréquence
est de 6,9 % chez les témoins. En Europe, la fréquence de cet allele augmente du sud vers

le nord et suit le gradient de fréquence des maladies cardiovasculaires.

Nos résultats montrer que le génotype €3/€3 est plus prédominer (76,4%) suivi par
€3/e4 (13,9%),e2/€3 (8,3%) et €2/€2 (1,4%) cette tendance s’accorde avec toutes les études

effectuées a travers le monde

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/€2.Alors que I’inverse pour les sujets ayant le génotype £2/¢€3.
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Annexe 1:

Questionnaire :

Polymorphisme de I’'Apo E :

Ly 1 . 5 1. 11 TR - (- |:]

ge:[ | poids:[ ]  raie:[ ] Tourdetaille | |
Situation familiale Marié (e) : I:' Célibataire : |:| Autre ; I:J
Niveau d’étude : Primaire : I:I Secondaire I:I universitaire : I:] Anires i

Fonction :

Dngmeelhmquel | | c | | K || M |

AULTES

Fumeur:[ oui | [mon |  Nbre/l: |:| Café;l:] Nbre/J :E
Chique: [ | Alool:[ ]
Tension artérielle :‘ Oui | [ Mon | Systolique : I:I Diastolique : I:]

Contraceptifs [gui | | Mon | Types de contraceptifs :... ... ... ... ...

Antécedents Personnels Antécedents Familiaux

Cardiopathies ischémiques

AVC

Artériopathies membres inf.

HTA

Diabéte

Autres

DHagnosStic ©. .. ol
Examens complémentaires - ...
Tratlements | . e e e e
Chol ... ... TG: . Glyeémie: ..
=



Annexe 2 :
Dépodts des échantillons :

* 15 ml de produits de digestion + 2 a 3 ml de Bleu d’acrylamide.
= 2 ml de marqueur (PM 20pb LADDER ref.018206) + 2 a 3 ml de Bleu
d’acrylamide.



Résumé

Le géne de I’Apo E joue un rdle important dans le métabolisme des lipides et des

lipoprotéines.

L'objectif de notre étude est de déterminer le polymorphisme de 1'Apo E dans la
population générale de Constantine ainsi que son impact sur les concentrations des lipides

sanguins et les facteurs de risque de la maladie cardiovasculaire.

Les fréquences alléliques de 1’apoprotéine E dans notre groupe témoin sont €3 (87.5%),
€4 (6.9%) et €2 (5.6%). Le génotype de référence €3/e3 est le plus fréquent (76.4%) suivi de
loin par €3/e4 (13.9%), €2/€3 (8.3%), €2/€2 (1.4%) respectivement.

L’¢étude du profil lipidique chez les témoins a montré que le cholestérol, le C-LDL et
les taux de HDL sont légerement augmentés chez la population des femmes suivies par une

diminution dans les taux des TG, tandis que chez les hommes c¢’est le cas inverse.

Les porteurs de génotype €3/e4 ont des concentrations significativement plus élevées de
cholestérol total et de LDL-cholestérol que les porteurs de génotype €3/€3. Alors que I’inverse

pour les sujets ayant le génotype €2/ €3.

Mots clés : Apo E, polymorphisme, athérosclérose



Abstract

The Apo E gene plays an important role in lipid and lipoprotein metabolism.

The objective of this study is to determine the Apo E polymorphism repartition in Constantine
population and their impact on lipid parameters with the other risk factors of cardiovascular

disease.

The Apo E frequencies in the control group were €3 (87.5%), €4 (6.9%) and €2
(5.6%).The genotype €3/¢3 is the most frequent (76.4%) followed by €3/e4 (13.9%), €2/ €3
(8.3%), €2/€2 (1.4%) respectively.

The study of the lipid profile in controls shows that Cholesterol, LDL-cholesterol and
C-HDL were softly increased in women, followed by decreasing in levels of TG, although in

Men it’s the inverse

Cholesterol and the LDL-C are creased at subjects having the genotype €3/e4 compared

to the carriers of genotype €3/¢3, whereas the inverse for subjects having the genotype €2/¢3.

Key words: Apo E, atherosclerosis, polymorphism.



uadle

el anill 355 5 N(Apo B) e calieS dliaall el 5yl (oMl 3 Ylad | 52 canly
Crand s (gl ad) paaill e A1)l Jalad¥) st ga A jall o3a (e Ciagll | dpanll i g ull
0l YU Al dia el Aglainl dadall (S0 e die die Al auall 385 e w5
Alal) dple Sl

(6,9%) 4€ ,(87,5% ) 3e : IS lSull Ao 8l ) gall Cansd a5 55 O Al ) 23l Canaa
JEY) 5 3g/3e alall A5l aadll, oSl die gal AV 53 DA JSE A 5 (5,6%) 2€
(1,4%)2¢/2¢,(8,3%) 2¢/3¢,(13,9%) 3e/de < \e siia (76,4%) dus 52l Cligal) 8 2a) 53

S e

2S5 dsid S LDL 58S 5, ASI g yind oS0 cdinall Apall Luliadl) ausall 58 55 Al ) 2y
dpe oo o) Sl pralall 38 55 (A Qaliail Lo siie eludl) die gl ) (4 J5 i S HDL
SESY

Glels e dijlie £3/e4 bl Jlala 2 ) sie plii)) 3 Jssiad SULDL , SSU Js siaad oS0
2¢/3¢ haaill il xic aan ¥ il 13 5 £3/e3 Ll

Apo E Ol il aliat el all s c‘é_'\:\;l\ il AR LISl



. . . Présenté par : CHAIB Rayene
A : 2016/2017
nnée universitaire : 2016/20 DJEGHIM Ahlem

Etude du polymorphisme de ’apoprotéine E dans une population

normale de Constantine

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie moléculaire et
santé.

Résumé

Le gene de I’Apo E joue un réle important dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines.
L'objectif de notre étude est de déterminer le polymorphisme de 1I'Apo E dans la population générale de
Constantine ainsi que son impact sur les concentrations des lipides sanguins.

Les fréquences alléliques de 1’apoprotéine E dans notre groupe témoin sont €3 (87.5%), €4 (6.9%) et
€2 (5.6%). Le génotype de référence €3/e3 est le plus fréquent (76.4%) suivi de loin par €3/e4 (13.9%),
€2/€3 (8.3%), €2/e2 (1.4%) respectivement.

L’étude du profil lipidique chez les témoins a montré que le cholestérol, le C-LDL et les taux de HDL
sont 1égerement augmentés chez la population des femmes suivies par une diminution dans les taux des TG,

tandis que chez les hommes c¢’est le cas inverse.

Les porteurs de génotype €3/¢4 ont des concentrations significativement plus élevées de cholestérol
total et de LDL-cholestérol que les porteurs de génotype €3/e3. Alors que I’inverse pour les sujets ayant le

génotype €2/ €3.

Mots clés : Apo E, polymorphisme, athérosclérose.
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