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Résume

Objectif. Cette étude descriptive a pour but de déterminer la relation entre les taux
plasmatiques de I'nomocystéine (tHcy), de la vitamine B12, de folates et d’autres paramétres
biochimiques avec le polymorphisme C677T du géne de la méthylénetétrahydrofolate
réductase (MTHFR). Méthodes. La population d’étude a été constituée de 131 patients
atteints de maladies cardiovasculaires (MCV). tHcy, la folatémie et la vitamine B12
plasmatiques ont été dosées en utilisant une méthode immunologique compétitive. Les
concentrations plasmatiques du cholestérol total, des triglycérides, du glucose, de la créatinine
et de I'urée ont été déterminées par la méthode colorimétrique. Le génotypage pour C677T
MTHEFR et 844ins68 cystathionine B-synthase (CBS) a été réalisé par PCR. La mutation
C677T de la MTHFR a été estimée aussi chez 147 sujets témoins sains. Résultats. Chez tous
les patients étudiés atteints de MCV, les valeurs de tHcy étaient élevées dépassant la limite
supérieure des valeurs usuelles (35,74+10,28 umol/L) et atteignant méme un grade
intermédiaire chez les hypertendus. tHcy a montré aussi une corrélation avec 1’age, 1’urée et la
créatinine. Par ailleurs, les fréquences de génotypes TT et CT étaient respectivement de
16,1% et 43,5% chez les patients et de 14,3% et 40,1% chez les témoins. Aucune différence
significative dans la répartition des génotypes mutés entre les deux groupes étudiés n’a été
démontrée. La fréquence du géne d’insertion 844ins68 CBS est observée chez 13,8% des
patients. Ces deux polymorphismes des génes de la MTHFR et de la CBS n’ont montré
aucune association ni avec I’HHcy ni avec la survenue de maladies cardiovasculaires. Cela,
pourrait étre due au statut correct en folates. Les patients atteints de MCV et de génotypes
677CT/TT avaient une plus forte concentration du cholestérol total (Chol T) que ceux du
génotype 677CC. L’hypofolatemie (<16 ng/mL) a altéré aussi le Chol T. Les taux de la
folatemie et de la vitamine B12 étaient beaucoup plus élevés chez les sujets sans
hyperlipidémie et du génotype 677CC par rapport a ceux de génotypes 677CT/TT (p <0,05).
Cependant, leurs valeurs deviennent également basses chez les patients avec hyperlipidémie
du génotype 677CC. Conclusions. L’augmentation du taux d’Hcy chez ces sujets est
principalement due aux perturbations métaboliques liées aux MCV (hypertension artérielle et
dysfonctionnement rénal). L’influence des variants mutés 677CT/TT sur le Chol T, les folates
et la vitamine B12 pourrait étre due a leur action directe sur ces métabolites ou/et indirecte de
part leur effet sur I’Hcy.

Mots clés: Homocystéine - folates - vitamines B12 - MTHFR - CBS - maladies
cardiovasculaires - Algérie.



Summary

Objective. This descriptive study aimed to examine the relationship between plasma
homocysteine (tHcy), vitamin B12, folate and others biochemical metabolic levels as well as
polymorphisms of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene. Methods. A total of
131 patients with cardiovascular diseases were selected. The concentration of tHcy, folic acid
and vitamin B12 levels were determined using a competitive immunoassay method. Plasmatic
total cholesterol, triglyceride, glucose, creatinine and urea concentrations were measured by
the colorimetric method. The genetic analysis of the MTHFR C677T and cystathionine [3-
synthase (CBS) 844ins68 polymorphisms was performed by PCR. The (MTHFR) C677T
mutations were evaluated also in 147 healthy control subjects. Results. Plasma tHcy was
significantly higher in the patients with CVD (35.74+£10.28 pumol/L). This
hyperhomocysteinemia (HHcy) was correlated positively with age, urea and creatinine. An
elevated plasma tHcy and glucose level was also found in patients with arterial hypertension
(AHT). The frequency of the TT genotype was 16.1% in the patient group compared with
14.3 % in the healthy controls. The CT genotype constituted 40.1% and 43.5% in the control
group and the patients group respectively. There was no significant difference in the
occurrence of the TT genotype between the studied groups. The MTHFR and CBS mutations
does not seem to be associated with either high tHcy or the occurrence of cardiovascular
diseases in the studied patients and this lack of correlation could be explained by the level of
folatemia which seem must to be lower than in our study. CVD patients with 677CT/TT
genotypes had a higher concentration of total cholesterol (T Chol) than those with 677CC
genotype. Besides, the presence of 677T variant conjugated with hypofolatemia (<16 ng/mL)
had a more detrimental effect on the level of T Chol. Folatemia and vitamin B12 were much
higher in 677CC genotype compared to 677CT/TT genotype in CVD subjects without
hyperlipidemia (p<0.05), however in patients with hyperlipidemia these values became lower
also with 677CC genotype. Conclusion. HHcy aggravate in patients with AHT and
hypercreatinemia. The effect of 677CT/TT variants on T Chol, folate and vitamin B12 can be
explained by a direct alteration of these metabolites by mutation and in part by an adverse
effect of HHcy on lipid profiles and on plasmatic folate and vitamin B12.

Key words: Homocysteine - folate - vitamin B12 - MTHFR - CBS - cardiovascular disease -
Algeria.
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Symboles et abréviations

5-Meth-THF: 5-méthyl-tétrahydrofolate

5-MTHF: 5-méthyléne tétrahydrofolate

ADMA: diméthylarginine asymétrique

ANAES: Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé
apABG: acétamidobenzoylglutamate

APC: protéine C activée

Apo Al: Apolipoprotéine Al

Apo B: Apolipoprotéine B

ATF-6: Activating transcription factor 6

AVC: Accident vasculaire cérébral

BHMT: bétaine-homocystéine méthyltransférase
CBS: Cystathionine-p-Synthase

Chol: cholestérol

CGL: Cystéine y Lyase.

CREA: Créatinine.

CRP-us: Protéine C-Réactive ultrasensible

DHF: dihydrofolate

DHFRase: dihydrofolate reductase

EDRF: endothelium-derived releasing factor

EP: embolie pulmonaire

FBP: folates binding protein

F1: facteur intrinséque

FPGS: folylpolyglutamate synthase

GCPIV: glutamate carboxypeptidase 1V

GNMT: glycine-N-méthyltransférase

GPX: glutathion peroxydase

GRP: glucose regulated protein

Hcy: Homocystéine

HHcyt: hyperhomocystéinémie

HMT: 5 méthyl tétrahydrofolate homocystéine méthyl-transférasee
IDM: infarctus du myocarde

IMC: indice de masse corporelle

IRE-1: protéine kinase transmembranaire de type-1 ER
LDL.: Lipoprotéine de basse densité (Low Density Lipoprotein)
Lp(a): Lipoprotéine(a)

MAT: Méthionine-Adénosyl-Transférase

MCP-1: monocyte chimioattractant protein 1

MCV: maladies cardiovasculaires

MS: Méthionine synthase

MTHFR: 5,10- méthyléne tétrahydrofolate réductase
MTRR ou MSR: méthionine synthase réductase
NF-kB: necrosis factor kappa B

NO: oxyde nitrique



OMS: Organisation Mondiale de la Santé
pABGnN: paraaminobenzoylpolyglutamates
PA: pression artérielle

PCR: réplication par polymérisation en chaine
PERK: PKR like ER kinase

PL: pyridoxal

PLP: pyridoxal 5’-phosphate

PM: pyridoxamine

PMP: pyridoxamine 5’-phosphate

PN: pyridoxine

PNP: pyridoxine 5’-phosphate

PtéGlu,: acide ptéroylpolyglutamate

RFC: reduced folate carrier

RFLP: polymorphisme de longueur des fragments de restriction
SAHA: Société Algérienne d’hypertension artérielle
SAH: S-adénosine-L-homocystéine

SAM: S-adénosyl-L-méthionine

SCA: syndromes coronariens aigus

SCS: sténose coronaire significative

S-FBP: serum folates binding proteins
SHMT: sérine hydroxymeéthyltransférase
SOD: superoxyde dismutase

TC: transcobalamine

TCN: transcobalamine

TG: triglycéride

THF: tétrahydrofolate

TNF: Facteur de nécrose tumorale

TPA: activateur plasminogéne tissulaire

TS: thymidylate synthase

UPR: unfolded protein response
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Etude bibliographique

Introduction

La révolution sanitaire qui s’est opérée au XXe siecle et la transition démographique qui
I’a accompagnée ont entrainé une transformation radicale du tableau de morbidité dans le
monde (Lopez et al., 2001). Cette transformation épidémiologique se caractérise par la
régression des affections transmissibles et I’accroissement des maladies cardiovasculaires

(MCV) (Institut National de Santé Publique, 2005).

Les MCV ne sont plus I’apanage des pays développés. Leur nombre est en constante
augmentation et est une des principales causes de morbidité et de mortalité. Par ailleurs, ce
fléau représente aussi I’une des conséquences directes de 1’élévation dramatique du diabéte de
type Il et des syndromes métaboliques, et des difficultés a lutter efficacement contre les
principaux facteurs de risque "environnementaux" - tabagisme et déséquilibre alimentaire -
pour ne citer que les plus importants.

En Algérie, selon une enquéte réalisée par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en
2002, les maladies non transmissibles représentent 32,8 % des causes de mortalité. Les
pathologies cardiovasculaires viennent en téte dans cette catégorie avec un taux de 23,9 %
(Bougherbal, 2008).

Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires regroupent différentes causes:
métaboliques, alimentaires, médicamenteuses, psychologiques et mode de vie. Les principaux
marqueurs prédictifs des MCV se situent au niveau des fractions lipidiques, principalement la
lipoprotéine de basse densité-cholestérol (LDL-cholestérol) et I'apolipoprotéine B (Apo B).
Actuellement, la prévention contre ces maladies repose sur le dosage de nouveaux marqueurs
tels que I'homocystéine (Hcy), la lipoprotéine(a) (Lp(a)) et la protéine C-réactive ultrasensible
(CRP-us), qui sont eux-mémes des facteurs de risques indépendants des autres facteurs
connus (Arab et al., 2004).

L'homocystéine est un acide aminé soufré intermédiaire du métabolisme intracellulaire de
la méthionine, pouvant étre catabolisée selon deux voies: la trans-sulfuration et la
remeéthylation. Les réactions enzymatiques de ces voies sont catalysées par: la cystathionine
béta synthase (CBS) dont le cofacteur est le phosphate de pyridoxal (vitamine B6), la 5
méthyl tétrahydrofolate homocystéine méthyle transférase (HMT) (méthionine synthase) dont
le cofacteur est la méthyl-cobalamine (dérivé de la vitamine B12), et la 5,10- méthylene

tétrahydrofolate réductase (MTHFR) dont le cosubstrat est le folate.
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Tout déficit (génétique ou acquis) portant sur I'une de ces trois enzymes clés ou sur l'un

de leurs cofacteurs et cosubstrats induira une diminution du catabolisme de I'homocystéine
qui se traduira par une hyperhomocystéinémie (HHcyt) plus ou moins importante.
Les principales anomalies génétiques associees aux hyperhomocystéinémies modérees, les
plus recherchées en pratique courante, sont celles du géne de la MTHFR C677T (Frosst et al.,
1995) et de la CBS 844ins68. Différentes études ont rapporté des résultats controversés
concernant I’implication de ces polymorphismes génétiques dans les maladies
cardiovasculaires.

Le but de la présente étude consiste a déterminer les perturbations métaboliques en
association avec 1’hyperhomocystéinémie chez une population algérienne atteinte de MCV, a
estimer les fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes C677T du géne de la
MTHFR et 844ins68 de la CBS et a identifier I’impact de ces mutations sur le taux de
I’homocystéine plasmatique. Les effets eventuels des vitamines B12 et B9 sur tHcy sont
également évalués dans la mesure ou ces vitamines interviennent dans le métabolisme de cet

acide aminé.
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I.1. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires comprennent une multitude de maladies relatives au cceur
et au systeme circulatoire. Ces affections sont des pathologies complexes, multifactorielles et
occupent une place prépondérante dans la morbidité et la mortalité dans le monde. En outre,
les traitements médicamenteux associes représentent une part importante des dépenses de

santé.
1.1.1. Mortalité et morbidité des maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont responsables de la majorité des déces dans les pays
au mode de vie occidental, soit 16,7 millions de décés dans le monde en 2003 selon I’OMS
(29,2 % de la mortalité totale). Quatre-vingts pour cent de ces déces surviennent dans les pays
en voie de développement. Cette mortalité régresse dans les pays occidentaux alors qu’elle
augmente dans les pays en voie de développement sur le mode occidental (Baudinb et Cohen,
2009).

Parmi les 16,7 millions de déces annuels, 7,3 sont dus a un infarctus du myocarde (IDM)
(43,7 %), 5,5 a un accident vasculaire cérébral (AVC) (32,9 %) et 3,9 a I’hypertension
artérielle (HTA) ou aux autres MCV (23,4 %) comme I’embolie pulmonaire (EP).
L’athérosclérose et ses conséquences ou complications (thrombose) sont la cause de plus de
90 % des syndromes coronariens aigus (SCA) et de plus de 50 % des AVC (Baudinb et
Cohen, 2009).

En Algeérie, 50 000 déces dus aux infarctus et aux accidents vasculaires cérébraux sont
enregistrés annuellement. Selon une enquéte réalisée par I’OMS en 2002, les maladies non
transmissibles représentent 32,8 % des causes de mortalité en Algérie. Les pathologies cardio-
vasculaires viennent en téte dans cette catégorie avec un taux de 23,9 %. Additionnées a
I’hypertension artérielle, elles représentent 44,5 % des cas de mortalité. Elles sont suivies par
les cancers (16 %), les maladies respiratoires chroniques (7,6 %), le diabéte sucré (7,4 %) et
les maladies digestives 5,1 %. Les maladies transmissibles et les violences sont responsables
de 41,2 % des déces (Bougherba, 2008).
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1.1.2. Définition des maladies cardiovasculaires

Selon la Haute Autorité de Santé, dans la littérature medicale, les maladies
cardiovasculaires sont les différentes atteintes du systéme circulatoire (cceur et vaisseaux) qui
ont frequemment en commun une physiopathologie liée a I’athérosclérose infra-clinique et

responsable de mort prématurée (ANAES, 2004). En effet, cette définition inclut:

1. Les cardiopathies coronariennes (qui se rapportent aux artéres qui alimentent le
muscle cardiaque): Un blocage partiel d'une artére coronaire, peut entrainer une
insuffisance de sang oxygéné (ischémie), provoquant des symptémes comme l'angine
de poitrine (douleur thoracique) et la dyspnee (essoufflement). Le blocage complet
d'une artere provoque une nécrose (dommage aux tissus) ou un infarctus du myocarde,
couramment appelé crise cardiaque.

2. L’insuffisance cardiaque et les cardiomyopathies: L’insuffisance cardiaque survient
lorsque l'activit¢ de pompage du cceur ne permet pas d'atteindre le niveau de
circulation sanguine dont le corps a besoin. Cet état peut étre la conséquence de
dommages au muscle cardiaque, par exemple une crise cardiaque, d'une
consommation excessive dalcool, ou d'une maladie du muscle cardiaque appelée
myocardiopathie. Les personnes atteintes d'insuffisance cardiaque éprouvent
habituellement un essoufflement et une enflure des jambes.

3. Les maladies cérébro-vasculaires (hémorragiques ou ischémiques, transitoires ou
constitués, touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent le cerveau): désigne un
probléme de circulation sanguine dans les vaisseaux du cerveau. Un blocage dont les
effets durent moins de 24 heures est appelé un accident ischémique transitoire. Un
blocage complet avec des effets a long terme constitue une thrombose
cerébrovasculaire ou un AVC. Parfois, un vaisseau sanguin peut éclater dans le
cerveau, causant des effets a long terme.

4. Les pathologies vasculaires périphériques (HTA, artériopathie oblitérante des
membres inférieurs, anévrisme aortique,...): affecte principalement les vaisseaux
sanguins qui alimentent les bras et les jambes. Les personnes atteintes se plaignent
habituellement de douleurs aux mollets, en particulier en marchant.

5. La cardiopathie congénitale désigne un probléme de structure du cceur, découlant
d'une anomalie présente a la naissance. Il peut s'agir d'une anomalie trés simple,
comme une petite perforation de la paroi interne du cceur, ou d'un probléme trés

complexe affectant la circulation sanguine dans le cceur et les poumons. Certaines
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cardiopathies congénitales peuvent causer automatiquement le décés si une
intervention chirurgicale immédiate pour les corriger n’est pas procédée. D'autres
entrainent un degré variable d'invalidité, et peuvent étre traitées par chirurgie au laser
a un age ultérieur, exigeant parfois plusieurs interventions.

6. Les cardiopathies rhumatismales: La maladie a son origine dans une infection
bactérienne subie pendant I'enfance, qui affecte les articulations et les valvules
cardiaques. Les problemes cardiaques se manifestent de nombreuses années plus tard,

et il faut souvent procéder a une intervention pour remplacer les valvules.

D'autres infections peuvent attaquer les tissus internes du cceur, y compris les valvules

(endocardite), ou lI'enveloppe externe du cceur (péricardite).

7. 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).

8. Les maladies du rythme ou de la conduction cardiaque (Newby et Grubb, 2006;
Mendis et al., 2011).

1.1.3. Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

Un facteur de risque cardiovasculaire se définit comme un état de nature physiologique
(e.g; age et sexe) ou pathologique (hypertension artérielle, diabéte,...) ou encore i€ a une
habitude de vie (tabagisme, sédentarité,...); cet état étant alors associé a une augmentation du
risque de survenue d'un éveénement cardiovasculaire donné, alors que la suppression ou

I'amélioration de ce facteur diminue le risque (Jenicek et Cléroux, 1987).

Les recommandations européennes et ameéricaines classent les facteurs de risque
cardiovasculaire en 3 groupes selon leur degré d’imputabilité: majeurs, prédisposants ou
discutés (Tab. 1). Ainsi, 1’age, I’hypertension artérielle, les dyslipidémies et le diabéte ont été
identifiés, avec le tabagisme, comme des principaux facteurs de risque cardiovasculaire.
L’obésité, la sédentarité, les facteurs psychosociaux comme la précarité mais aussi 1’origine
géographique et le statut hormonal chez la femme sont considérés comme des facteurs de
risque prédisposants et doivent étre pris en compte dans une démarche de prévention primaire
de I’hypertension artérielle, du diabéte et des dyslipidémies. Cependant, ces facteurs ne

suffisent pas toujours a expliquer ces pathologies. D’autres facteurs de risque sont discutés



Etude bibliographique

comme les facteurs thrombogéniques, les marqueurs de I’inflammation ou les facteurs

génétiques.

Les voies de I’inflammation, de 1’adhésion cellulaire, du systéme immun, de la croissance
cellulaire, du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, de la régulation de la pression
artérielle, de la coagulation ou encore du stress oxydant, sont les principales voies biologiques
susceptibles de contribuer au développement et a la progression des maladies
cardiovasculaires, et notamment au processus athérosclérotique. La régulation de
I’homéostasie des lipides est particulicrement intéressante puisque des concentrations
plasmatiques élevées en cholestérol (Chol) total, en cholestérol-LDL (Low Density
Lipoprotein), en apolipoprotéine B, en triglycérides (TG) ou des concentrations faibles en
cholestérol-HDL (High Density Lipoprotein) et en apolipoprotéine Al sont des facteurs pro-
athérogenes prédictifs du risque cardiovasculaire et puisque la connaissance du profil
lipidique peut prédire les personnes a risque avant 1’apparition de la pathologie (Marzolini et
al., 2004).

La prise en compte des facteurs génétiques et/ou d’interactions geénes-environnement peut
ainsi permettre de découvrir de nouveaux facteurs de risque. Certaines pathologies
cardiovasculaires, comme les hypercholestérolémies familiales, sont d’origine monogénique
et ont ét¢ facilement identifiées par I’étude des quelques familles porteuses. Mais la plupart de
ces pathologies sont complexes et de multiples facteurs génétiques et environnementaux
contribuent a leur développement et a leur progression dans la population générale (Tab. 2)
(Klucken et al., 2000). L’un des challenges consiste a identifier les polymorphismes
génétiques fréquents qui indépendamment peuvent ne conférer qu’un risque modeste mais
qui, collectivement, peuvent donner un profil a haut risque. Cet aspect multifactoriel rend

difficile I’étude interindividuelle de la susceptibilité a ces pathologies.
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Tableau 1. Différents facteurs de risque cardiovasculaires identifiés (Efferth, 2003).

Lien de causalité

Facteur de risque identifié

Impact du facteur de risque

Facteurs de risque
majeurs

Facteurs de risque
prédisposants

Facteurs de risque
discutés

Tabagisme

Hypertension artérielle
Elévation du cholestérol total
Elévation du LDL-cholestérol

Diminution du HDL-cholestérol

Diabéte de type 2
Age

Obeésité androide

Sédentarité

Antécédents familiaux de
maladie coronarienne précoce
(H<55 ans, F<65 ans)
Origine géographique
Précarité

Ménopause

Elévation des triglycérides
Lipoprotéines LDL petites et
denses

Elévation de I’homocystéine
Elévation de la lipoprotéine A
Facteurs prothrombotiques
(fibrinogéne, inhibiteur de
I’activateur du plasminogene)
Marqueurs de I’inflammation
(CRP, IL-6)

Facteurs génétiques

Facteurs infectieux (Chlamydia

pneumoniae, Helicobacter
pylori, cytomégalovirus)

- Effet multiplicateur
du risque
cardiovasculaire
indépendamment des
autres facteurs de
risque

- Effet potentialisateur
lorsqu’ils sont
associes aux facteurs
de risque majeurs

- Associé a un risque
augmenté de maladie
cardio-vasculaire
(coronarienne et/ou
vasculaire cérébrale)
mais le degré
d’imputabilité est
méconnu

H: homme; F: femme; CRP: C reactive protein; IL-6: interleukine 6; LDL: low density lipoprotein.
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Tableau 2. Principaux polymorphismes impliqués dans les pathologies cardiovasculaires

(Maumus et al., 2003).

Metabolisme lipidique

ADRB3 Trp64Arg
Apo(a) C(93)T G(12D)A
Apo AV Thr347Ser GIlu360His
Apo B Thr71lle Arg3500GIn
Apo ClII C(-641)A C(-482)T T(-455)C C(1100)0T  C(3175)G  T(3206)G  T(-625)del
Apo E Cys112Arg Arg158Cys
CETP C(-628)A lle405Val Aspd42Gly  G(+1)A (+3)T
LDL récepteur Exon 18Ncol +/-
Lipase hépatique  C(-480)T
LPL T(-93)G Asp9Asn Asn291Ser Ser447Ter  T(-39)C
Paraoxonase 1 Met55Leu GIn192Arg
Paraoxonase 2 Ser311Cys
Pression artérielle
a-adducine Gly460Trp
ADRB?2 Argl6Gly GIn27Glu
AGT Met235Thr
ANP Val7Met T(2238)C
ATI1R A(1166)C
Cyp2c9 C(430)T A(1075)C T(1076)C
Cyp2c19 C(99)T G(681)A A(991)G
ACE Alu élément I/D Intron 16
E Na Ca Trp493Arg Thr663Ala
GNB3 C(825)T
NO Synthase T(-786)C GIlu298Asp
PPAR-y Prol12Ala
Métabolisme de I’homocystéine
CBS 1le278Thr Exon 8 insertion
MTHFR C677T(Ala/Val)
Thrombose
Facteur 11 G20210A
(prothrombine)
Facteur V Arg506GIn
Facteur VII (-323)10-pb Arg353GIn
Ins/del
Fibrinogéne Chaine B G(-455)A
GPla G(873)A
GPllla Leu33Pro
PAI 5G4G C(11053)T
Adhésion cellulaire, inflammation
ELAM Serl28Arg Leu554Phe
ICAM Gly214Arg
NOS3 A(-948)G C(-690)T Glu298Asp
STMY1 Promoteur 5A/6A
TNF(a,B) G(-308)A G(-238)A Thr26Asn
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L’évaluation et la prise en charge des maladies cardiovasculaires se sont historiquement
fondées sur les facteurs de risque traditionnels, comme I’hypertension, la dyslipidémie,
I’obésité et le tabagisme (Saito et al., 2003). Si I'importance des facteurs de risque en cause
est bien établie, les recherches récentes ont mis en évidence I’'importance d’autres facteurs de
risque dans la pathogenése et 1’évolution de la maladie cardiovasculaire (Ridker et al., 2001).
Certains des facteurs de risque en question connaissent une implication croissante, notamment
le fibrinogene, la lipoprotéine a, la C-réactive protéine ultrasensible (CRP-us) et

I’homocystéine (Boushey et al., 1995).

I.2. Homocysteine, un facteur de risque modifiable de MCV

Découvert en 1932, I’homocystéine est restée dans 1’anonymat pendant plusieurs
décennies. Ce n’est qu’en 1968 que le Dr Kilmen McCully, chercheur de I'université de
HAWARD a mis en évidence de 1ésions athéromateuses avancées lors d’autopsie de sujets
atteints d’homocystinurie. McCully émit ’hypothése que I’homocystéine était une cause
d’athérosclérose et pouvait étre considérée comme un facteur de risque indépendant des
maladies cardiaques. Depuis, de nombreuses études, expérimentales et observationnelles, ont
¢tabli que I’homocystéine augmente d’une part le stress oxydatif (Sengupta et al., 2001), et
d’autre part la dysfonction endothéliale (Eberhardt et al., 2000) et I’activité procoagulante
(Perta-Kajan et al., 2007). En effet, les personnes ayant un niveau élevé d’homocystéine sont
plus vulnérables aux accidents cardio-vasculaires, maladies rénales, maladies de 1’ceil, trouble

de I’érection et certains types de cancers (leucémies) (De Bree et al., 2002).

1.2.1. Métabolisme de ’homocystéine et les vitamines du groupe B

L'homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré provenant de la deméthylation de la
méthionine alimentaire. L’Hcy est synthétisée par toutes les cellules de 1’organisme. Le foie et
les reins sont les deux organes ou I’Hcy est principalement catabolisée, ceci se fait a travers
I’'une des deux voies vitamine-dépendantes (la voie de la reméthylation et la voie de la trans-
sulfuration), en plus d’une troisiéme, non vitamine-dépendante, exclusivement hépatique (Fig.
1) (Guilland et Lequeu, 1992).

Dans la voie de reméthylation, deux réactions enzymatiques distinctes assurent la

reméthylation de I’Hcy en méthionine.
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Figure 1. Métabolisme de I’homocystéine (Durand et al., 1998).

(1) Activation de la méthionine (MET) par I'ATP sous I'action de la méthionine S adénosyltransférase;
(2) déméthylation de la S-adénosylméthionine (SAM) en S adénosylhomocystéine (SAH) et
méthylation d'un accepteur R en RCH3; (3) déméthylation alternative catalysée par la glycine N-
méthyltransférase qui convertit la glycine (Gly) en sarcosine (CH3Gly); (4) hydrolyse de la SAH en
homocystéine (HCYS) et en adénosine par la S-adénosylhomocystéine hydrolase; (5) condensation de
la sérine (Ser) avec 'HCYS pour former la cystathionine (CTT) sous I’action de la cystathionine B-
synthase dépendante du pyridoxal-5'-phosphate, dérivé de la vitamine B6; (6) conversion de la CTT en
cystéine (CYS) et en a-cétobutyrate par la y-cystathionase dépendante du pyridoxal-5'-phosphate; (7)
déméthylation du N5-méthyltétrahydrofolate (SCH3THF) en THF et reméthylation de I'HCYS en
MET sous ’action de la méthionine synthase dépendante de la formation de méthylcobalamine a partir
de cobalamine dérivée de la vitamine B12; (8) dans le foie, reméthylation de I'HCYS par la bétaine-
homocystéine méthyltransférase en présence de bétaine issue de la choline; (9) synthése de N5,10-
méthyléne THF (5,10CH2THF) a partir du THF associée a la conversion de la Ser en Gly sous l'action
de la sérine hydroxyméthyltransférase dépendante du pyridoxal-5'-phosphate; (10) réduction du
5,10CH2THF en 5CH3THF sous l'action de la N5,10-méthylénetétrahydrofolate réductase.
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La principale réaction fait intervenir deux enzymes: la 5,10-méthyléne tétrahydrofolate
réductase (MTHFR), et la méthionine synthase (MS). Le 5-méthyl-tétrahydrofolate (5-Meth-
THF) céde son groupe méthyle a I’homocysteine sous 1’action de la MS et de son coenzyme,
la cobalamine (vitamine B12). Le THF, produit déméthylé du 5-Meth-THF, recoit un
méthyléne de la sérine, formant le 5,10-méthylene-THF. Sous ’action de la MTHFR, le 5,10-
méthyléne-THF est réduit en 5-Meth-THF (Ueland et al., 1993; Chadefaux-Vekemans et al.,
2002). Ce transfert du groupe méthyle, qui permet la synthese de la méthionine, nécessite des
apports suffisants en acide folique principalement ainsi qu'en vitamine B12 comme

cofacteurs; d’ou la synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine B12.

La deuxiéme réaction est de faible activité et indépendante des folates et de la cobalamine,
elle utilise la conversion de la bétaine en N,N-diméthylglycine sous ’action de la bétaine-
homocystéine méthyle transférase (BHMT), principalement dans le foie. Cette voie permet de
maintenir la concentration tissulaire en méthionine a un niveau suffisant pour assurer la
synthése de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) en cas d’une déficience en folates. Mais la
BHMT est moins importante que la MS car la BHMT n’est exprimée chez ’homme qu’au
niveau du foie et du rein (Sunden et al., 1997) . En effet, en fonction du tissu considéré et du

statut protéique, I’importance relative de ces deux voies de reméthylation varie.

La S-adénosylméthionine synthase (ou methionine-adénosyl-transférase; MAT), catalyse
la synthese de S-adénosyl-méthionine (SAM) a partir d’ATP et de méthionine. Tous les
organismes possedent un ou deux des trois isoforme de la MAT: MATI, MATII et MATIII
(Chamberlin et al., 2000). Ce transfert du groupe méthyle, qui est catalysé par des
méthyltransférases, induit la synthése de S-adénosylhomocystéine (SAH).

La SAH, formée dans les réactions de méthylation, est ensuite hydrolysée en homocystéine et
adénosine grace a 1’action catalytique de la SAH hydrolase. L’Hcy devient disponible pour

démarrer un nouveau cycle de transfert de méthyle.

Dans la voie de trans-sulfuration, I’homocystéine se condense avec la sérine pour donner
la L-cystathionine sous I’action de la cystathionine B synthase (CBS). La L-cystathionine est
ensuite hydrolysée en cystéine et a-cétobutyrate par la y-cystathionase (Blacher et al., 2005).
Ces deux réactions nécessitent la présence d’un cofacteur, le pyridoxal 5’ phosphate ou
vitamine B6.

Cette derniére voie ne se déroule qu’au niveau du foie, du rein, de pancréas et d’intestin

(Brosnan et al., 2004). Elle est irréversible, contrairement aux autres voies métaboliques, ce
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qui a pour conséquence que la cystéine ne peut étre un précurseur pour la synthése de
méthionine. Ce fait revét surtout une importance dans le cadre de recommandations
diététiques (McCully et Wilson, 1975; De Bree et al., 2001).

1.2.2. Les différentes formes physicochimiques d’homocysteine circulantes

Du fait de sa cytotoxicité, I’Hcy est rapidement éliminée via le plasma. Ce mécanisme
d’¢limination hors des cellules, compléte le catabolisme de 1’Hcy par la voie de la trans-
sulfuration permettant de maintenir des concentrations intracellulaires basses et précisément
régulées inférieures a 1 pmol/L (Zittoun, 1998).

Le plasma humain contient des quantités oxydées et réduites (98 % et 1 a 2 %,
respectivement) d'homocystéine (McCully et Wilson, 1975). L’homocystine constitue la
forme dimérique oxydée (pont disulfure) de I’homocystéine présente de maniere permanente
dans les milieux biologiques, car 1’oxydation est spontanée et rapide. La forme réduite
s'appelle homocystéine. Les formes du bisulfure existent également avec de la cystéine et
avec des protéines contenant les résidus réactifs de cystéine (homocystéine liée aux protéines)
(Ueland et al., 2000). Les derniéres formes oxydées sont désignees sous le nom des disulfides
mélanges (Fig. 2).

Notre organisme synthétise environ 20 mmoles par jour d’homocystéine, mais trés peu
comparativement se retrouve dans le sang. Elle existe soit sous forme libre (30 %), soit liée
aux protéines (70 %) principalement 1’albumine (Mouchabac, 2008). Le devenir de I’Hcy
plasmatique n’est pas bien connu. Chez les sujets sains, 1I’excrétion rénale est faible, compte
tenu de la concentration d’Hcy libre. Il est possible que I’Hey plasmatique soit captée par les

cellules et ensuite métabolisée (Zittoun, 1998).

1.2.3. Déficits enzymatiques et pathogenése de I’hyperhomocystéinémie

Sur la base des travaux menés, la gamme de la concentration totale en homocystéine dans
le plasma « des adultes a jeun en bonne santé » est 5-15 pumol/L (Ueland et al., 1993), (Tab.
3). Le taux d’homocystéine reste stable dans la durée et de trés faibles variations sont
observées, faisant conclure que les taux mesurés lors d’un examen biologique sont valides et
peuvent étre utilisés dans des études cliniques (Ueland et al., 1993). Ces valeurs peuvent
varier selon du sexe (normales hommes supérieures aux normales femmes), de I'age (pour les
femmes elles sont plus basses avant 50 ans, apres 50 ans les valeurs rejoignent celles des
hommes); chez les enfants (3-14 ans) les concentrations normales sont plus basses et se
situent autour de 6 pmol/L (Mouchabac, 2008).

12



Etude bibliographique

Homocystéine-cystéine Homocystéine Homoeystine
Disulfure mixte N2 N
}Hl i H2
I p 1\{
™ coon cn OOH COOH
, | +0, |
+ CH2 — e + “:U:
Nss s 55 “
~ i
| SH I
| | HOOC
HOOC — = N
NH2 proteine Acide L 0

rétinoigue

ANOD

.0
)
- con /Q " /\M/\/ \ru
2 : .
NSS {.'[;; SSC0OH A | \r

kq / cH2 Ny
( protéine _ : ~§.NO
e =

Homocystéine-protéine Homocystéine S-nitroso Homocystéine thiolactone
disulfure mixte thiolactone Homocystéine acide rétinoique (thiorétinamide)

Figure 2. Illustration de toutes les formes de I’Hey présentes dans le plasma (Selhub, 1999).

La premicre cause d’hyperhomocystéinémie rapportée €tait liée a un déficit homozygote
en cystathionine B-synthase. Par la suite, il est apparu que les causes sont trés nombreuses,
concernant des déficits héréditaires de la voie de reméthylation, mais aussi de la voie de trans-
sulfuration, ainsi que les anomalies héréditaires ou acquises du métabolisme des co-facteurs
de ces enzymes, c’est-a-dire la vitamine B6, la vitamine B12 et ’acide folique(Kang et al.,
1988 b; Chango et al., 2000). Une hyperhomocystéinémie est aussi associée a une créatinémie
¢levée, au tabagisme, a la consomation de café, a 1’alcoolisme et a la prise de plusieurs
médicaments (tels que les antifolates et 1’oxyde nitreux) (Refsum et al., 1998) (Tab. 3).
Certains travaux ont prouveé que le risque pour la maladie cardiovasculaire est représenté par
un continuum de concentration totale en homocystéine, avec le risque substantiel se
produisant entre 10 et 15 umol/L (Robinson et al., 1995). Les événements cardiovasculaires
surviennent dans la plupart des cas, avec des hyperhomocystéinémies modérées (15-25
pumol/L) (Ueland et al., 1992; Green et Jacobsen, 1995). Cependant, le taux de I’homocystéine
totale (t-Hcy) peut atteindre les concentrations intermédiaires si la fonction rénale est altérée
(25-50 pmol/L) (Dennis et Robinson, 1996; Bostom et Lathrop, 1997).
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Thbleau 3. Valeurs normales et pathologiques d’homocystéine (Kang et al., 1992)

Homocystéine (umol/L)
Normale 5-15
Souhaitable <10
Hyperhomocystéinémié
Modérée 16-30
Intermédiaire 31-100
Sévere >100

1.2.4. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinemie
Les déterminants de I'homocystéine totale plasmatique sont complexes et impliquent des

facteurs nutritionnels, génétiques et environnementaux (Dierkes et Westphal, 2005; McCully,
1996) (Tab. 4).

A. Facteurs nutritionnels

Un apport important de méthionine peut majorer ce taux, en théorie cette augmentation
devrait étre rapidement régulée, grace aux voies précédemment décrites.
Un déficit en folate (vitamine B9) ou en Vit B12, bien souvent lié a un processus carentiel ou
une malabsorption d’origine digestive, va avoir des répercussions sur le cycle de
transformation de 1’homocystéine, mais de maniére moins importante qu’une carence
prolongée en Vit B6. Cette derniére conduit a une élévation majeure de ’homocystéinémie en
cas d’apport orale important de méthionine (Mouchabac, 2008).
La carence en folates est fréquente (16 & 22 % de la population générale aux Etats-Unis avant
1998, année de mise en place d’une supplémentation systématique des farines alimentaires en
acide folique), elle entraine une élévation des taux d’homocystéine plasmatique (Pfeiffer et
al., 2005). Cependant, la carence en vitamine B12 concerne essentiellement le sujet 4gé (5 %
des personnes agées de 65 ans, 20 % des plus de 80 ans), elle devient de fait plus
déterminante du niveau d’homocystéine plasmatique que 1’acide folique chez le sujet agé
(Clarke et al., 2004).
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Tableau 4. Principales causes de I’'HHcy (Bottiglieri, 2005; Mouchabac, 2008).

HHcy modérée HHcy intermédiaire

HHcy sévére

Concentration ~ 12-30 pmol/L 31-100 pmol/L
sanguine

Nutrition Carence en folate, B12, B6, Carence en folate, B12, B6,
choline et sérine choline et sérine

Apport élevé en méthionine
Alcool Abus d’alcool
Café

Mutations et Mutation hétérozygote de la Mutation hétérozygote de la
polymorphisme MTHFR MTHFR
Mutation hétérozygote de la Carence en B12 due a une
CBS mutation génétique
Mutation de la transcobalamine
Atteintes rénales
Anémie pernicieuse
Hypothyroidisme
Plusieurs cancers
Psoriasis
Diabete

Médicaments Antagonistes de folate Antagonistes de folate
Antagonistes de B6

Autres Tabac
Ménopause
Sexe masculin
Age

>100 pmol/L

Carence sévere en
folate, B12, B6, choline
et sérine

Mutation homozygote
de la MTHFR
Mutation homozygote
de laCBS

A.l. Les folates ou vitamine B9

La vitamine B9 ou folacine, est aussi appelée acide folique pour la forme synthétisée

servant de supplément et folate pour celle présente naturellement dans les aliments. La

vitamine B9, comme toutes les vitamines du groupe B, est hydrosoluble (Davis et Nicol,

1988).

A.1.1. Caractéristiques générales

L’ensemble des composés dans lesquels I’acide ptéroique est li€¢ a une ou plusieurs

molécules de glutamate, se rassemble sous le terme de « folates » (ou folacine ou vitamine

B9) (Fig. 3). La plus grande partie de 1’acide folique est présente dans les aliments sous forme

de polyglutamates (entre 1 et 7 résidus glutamates reliés en chaine au glutamyl constitutif)
(Abdelmouttaleb et al., 2000; Allen, 2004; Bollander-Gouaille, 2002; Durand et al., 1996).
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Les folates alimentaires se retrouvent principalement dans les végétaux (épinards, salades,
luzerne, grains de mais et ses dérivés), les fruits (orange), dans le foie des animaux et dans
certaines préparations de levures ou de bactéries (McDowell, 2000). Ces folates naturels sont
sensibles a la lumiére, facilement oxydables et thermolabiles (Lucock, 2000; Mebart, 2006).
La cuisson détruira jusqu'a 80 % des folates présents (Joubert et al., 2002). lls se trouvent
protégés, aussi bien dans les aliments que dans ’organisme par la vitamine C (acide
ascorbique), un puissant agent antioxydant, qui a la propriété de limiter fortement 1’oxydation

des molécules réduites (Lucock, 2000).
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Acide para-amino-benzoylglutamique
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A

Acide ptéroique

A
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Acide folique

Figure 3. Structure chimique de 1’acide folique (ou acide ptéroylglutamique) (voir le tableau
5 pour la signification de R, X et Y) (Lucock, 2000).

A.1.2. Déficit en folates

Une carence en folates est probablement la cause la plus importante et la plus étudiée
d’une hyperhomocystéinemie. Une étude a montré que les taux plasmatiques des folates sont
corrélés négativement aux taux d’homocystéine chez les adultes sains et les patients atteints
de maladie coronaire; les vitamines B12 et B6 ne sont pas les déterminants principaux de la
concentration plasmatique d’homocystéine (Lee et al., 2003). Contrairement a ces derniéres
vitamines qui jouent un role de cofacteurs pour des enzymes impliquées dans le métabolisme
de I’Hcy, les folates sont utilisés comme substrat. Ce sont des donneurs de méthyle dans la

réaction de conversion d’Hcy en meéthionine (De Bree et al., 2001). Dans une étude
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hollandaise portant sur 234 enfants, il a été rapporté que plus les taux plasmatiques de folates
¢taient bas, plus la concentration d’homocystéine était élevée (Van et al., 2005).

Les doses d’acide folique utilisées pour diminuer I’homocystéinémie différent en fonction

des essais cliniques; elles varient de 0,4 mg/jour (apport nutritionnel recommandé,;
FAO/WHO, 2001) a des doses de 5 mg/jour ou plus (Antoniades et al., 2009). Or, une étude
menée en 1994 par le CDC (Centers for Disease Control and prevention) estimait a 275 ug
I’apport moyen journalier d’une personne vivant aux Etats-Unis. En effet, 15 % de la
population aux Etats-Unis présente des signes de carence en vitamine B9 (Alaimo et al.,
1994).
Un apport en folates d’au moins 0,4 a 0,5 mg/jour associé¢ ou pas a des apports suffisants de
vitamine B6 (16,5 mg/jour) et de vitamine B12 (0,5 mg/jour) a été décrit comme nécessaire
pour garder un taux normal d’Hcy sanguin au sein d’une population (Malinow et al., 1999;
Ducros et al., 2002). Un supplément de 0,5 a 5,0 mg/jour d’acide folique diminue de presque
25 % le taux d’Hcy dans le plasma (Clarke et al, 1998).

Aux Etats Unis, la fortification des aliments a base de céréales par ’acide folique a baissé
la proportion des sujets ayant un taux d’Hcy élevé (>15 umol/L) de 41 % a 28 % (Anderson et
al., 2004). Au Canada, la moyenne du taux d’Hcy plasmatique est passée de 13,6 a 12,3
umol/L chez les personnes agées et de 10,0 a 8,9 umol/L chez les femmes de 19 a 44 ans
(Shiliang et al., 2003).

De nos jours, la déficience en folate est une des carences vitaminiques les plus fréquentes
dans le monde et pose un probleme de santé publique aussi bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays industrialisés. La déficience en folates peut avoir lieu a tout
age et est souvent le résultat d’une malnutrition, d’une malabsorption, d’alcoolisme ou encore

d’utilisation de certains médicaments (Refsum et al., 2004).

A.1.3. Métabolisme et fonctions biologiques des folates
A.1.3.1. Métabolisme
* Absorption

Les folates polyglutamates, qui constituent les formes naturellement présentes dans les
aliments, doivent étre hydrolysés en leurs formes monoglutamates avant leur absorption par la
mugqueuse intestinale (McDowell, 2000; Smulders et Stehouwer, 2005). En effet, au niveau
gastrique, les folates ne subissent aucune modification mais I’acidité de I’estomac augmente

leur instabilité (Seyoum et Selhoub, 1998).
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Cette hydrolyse peut étre catalysée par 2 types de conjugases, I’une issue des sécrétions
pancréatiques (y-glutamyl hydrolase, YGH) et I’autre associée a la membrane de la bordure en
brosse jéjunale (glutamate carboxypeptidase 1V, GCPIV) (Gregory, 2001) (Fig. 4).

L’absorption des folates monoglutamates se produit dans le jéjunum (Girard et Remond,
2003) par 2 processus distincts: 1’un actif et saturable a un pH optimum acide (Gregory, 2001)
et 1’autre par diffusion passive lorsque les concentrations en acide folique deviennent
supérieures a 10 uM (Blair et al., 1974). Une fois absorbés dans la cellule intestinale et avant
d’étre libérés dans la veine porte, les folates monoglutamates sont réduits grace a la
dihydrofolate réductase en THF, et subissent une méthylation (5-MTHF) ou une formylation
(Le Grusse et Watier, 1993; Smulders et Stehouwer, 2005). Le méthyl-THF ne subit aucune
modification alors que les ptéroylmonoglutamates (PtéGlul) seront préalablement réduits en
DHF par hydrogénation en 7-8 du noyau ptéridine puis en THF par addition d’une paire
d’atome d’hydrogéne en 5-6 et enfin méthylés et convertis en SMTHF (Lucock, 2000) qui
sera la forme plasmatique circulante de la vitamine (Herbert et al., 1962; Lucock et al., 1989).
Pour les fortes doses, une partie de 1’acide folique arrive dans le sang portal sans modification

(non méthylée) (Fig. 4).
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Figure 4. Absorption des folates (Brody, 1999).
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* Transport

Les folates circulent principalement sous forme de 5-méthyl-THF (Zittoun, 1994) ou 90
% de ’activité folique est localisée dans les hématies alors qu’uniquement 10 % résident dans
le plasma (Searcy, 1969).

Dans le plasma, les folates peuvent circuler aussi bien sous forme libre que sous forme liée
aux protéines (Searcy, 1969). Dans ce dernier cas, deux types de ligands transportent les
folates dans le sang :

- Ligands de faible affinité: proteines non spécifiques représentés par 1’albumine,

I’alpha-2-macroglobuline et la transférine (Lucock, 2000).

- Ligands de haute affinité: serum folates binding proteins (S-FBP) abondants dans le
plasma (Lucock, 2000) mais qui augmentent dans certaines situations comme la
déficience en folate (Waxman et Schreiber, 1973), ou au cours des grossesses (da
Costa et Rosenberg, 1974).

Le 5 MTHF plasmatique est transféré en grande partie au foie (dont une partie rejoint le cycle
entérohépatique). En effet, durant 1’abstinence, les folates accumulés dans les cellules
hépatiques et ailleurs se perdent rapidement, mais le cycle entérohépatique permet de
maintenir le niveau des folates sériques pendant plusieurs jours grice a 1’absorption des
folates excrétés dans la bile (Herbert et Das, 1993).

La majorité des études montrent que les folates érythrocytaires sont essentiellement sous
forme de SMTHF, soit de formyl-THF (Lucock et al., 2000) avec 5 a 6 résidus d’acide
glutamique (folylpolyglutamate) (Lucock et al., 2000; Perry et al., 1976). Ils n’ont pas de role
métabolique dans 1’organisme. Ils représentent les réserves de I’organisme, et contrairement
aux folates plasmatiques, ils ne sont pas influencés par I’alimentation (Lucock, 2000).

« Distribution cellulaire

Les folates sont transportés a travers les membranes cellulaires sous leur forme
monoglutamates. Plusieurs systemes sont impliqués; parmi les mieux caractérises, il y a le
transporteur des folates réduits (RFC, Reduced Folate Carrier) qui assure un transport facilité
et bidirectionnel des folates et les récepteurs des folates qui permettent I’entrée des folates
dans la cellule par endocytose (Matherly et Goldman, 2003).

Le taux intracellulaire de folates régule son transport transmembranaire. Une fois entré
dans les cellules, le 5-MTHF est déméthylé sous 1’action de la méthionine synthase (MS),
vitamine B12 dépendante. Le 5-MTHF est converti en THF, qui peut assurer une variété de
réactions cellulaires (Bannerjee et Matthews, 1990).
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Le THF monoglutamate est reconverti en H4PteGlun par I’enzyme folylpolyglutamate
synthétase (FPGS) (Lavoie et al., 1974; Shane, 1989). Cette polyglutamation permet d’une
part la rétention des folates a I’intérieur de la cellule et d’autre part les polygutamates sont de
meilleurs substrats pour les enzymes folates dépendantes que les monoglutamates (Lucock,
2000).
« Excrétion

Le fait que seulement 1 a 2 % des folates alimentaires soient excrétés sous forme intacte
dans les urines suggére que la majorité des folates sont catabolisés avant leur excrétion
urinaire. La premiere étape de ce catabolisme est le clivage de la liaison du carbone 9 et de
I’azote 10 des folates polyglutamates intracellulaires, conduisant a la production de ptéridines
et de paraaminobenzoylpolyglutamates (pABGn). Ces derniers sont ensuite hydrolysés en
monoglutamate (pABG) puis N-acétylés en acétamidobenzoylglutamate (apABG) au niveau
hépatique avant leur élimination (Caudill et al., 1998). Chez la femme, le catabolisme des
folates est connu pour étre augmenté pendant la grossesse. Selon les travaux de Higgins et al.
(2000), I’apABG augmente de 70 % durant le premier trimestre de la grossesse.
L’excrétion biliaire de folates est trés importante mais la plupart de ces folates seront
réabsorbés au niveau de l’intestin gréle (cycle entérohépatique), une faible proportion

seulement se retrouve dans les feces (McDowell, 2000).

A.1.3.2. Fonctions biologiques

Dans le métabolisme vivant, le folate agit comme coenzyme, transporteur de fractions
actives ou radicaux comportant un atome de carbone appelés unités monocarbonées. Ces
dernieres en se liant au THF, modifient son activité et sa fonction (Scott et Weir, 1994).
Ces unités monocarbonées peuvent étre représentées essentiellement par le méthenyle (-
CH=), le méthylene (-CH2-), le méthyl (CH3-), le formyl (HCO-) et le formimino (HN=CH-)
(Voet et Voet, 1998) (Tab. 5). Ces coenzymes foliques sont impliqués avec des enzymes
specifiques dans plusieurs réactions métaboliques essentielles.
L’étape cruciale et primaire du métabolisme des folates est la transformation de la serine,
principal source de carbone, en glycine par la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT), qui
aboutit a la conversion du THF en 5,10 méthyléne tétrahydrofolate (5,10 MTHF) (Bender,
2002; Lynn et al., 1999) (Fig. 5). Ce dernier, par sa fonction de donneur d’unités
monocarbonées participe a la fois a la synthese de la méthionine, des bases puriques et de

I’acide thymidilique constitutifs de la molécule d’ADN. Il importe de savoir, qu’il existe
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d’autres sources de carbone telles que le métabolisme de certains acides aminés, mais elle

reste mineure.

Tableau 5. Principaux folates ayant une activité biologique (Bollheimer et al., 2005).
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COOH
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3 '1
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-..,_“§ - b —CHs sur N° | Acide 5-méthyl-DHF dm
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tétrahydrofolate (THF)
—CHjs sur N° 5-méthyl-THF
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10 + ~ o %H:
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Figure 5. Métabolisme des unités monocarbonées dépendant de I’acide folique (Lucock,
2000).

AICAR, aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide; DHFn, dihydrofolate; HCOOH,
acide formique; FPG, folypolyglutamate synthétase; FTS, 10-Formyl-THF Synthétase; GAR,
glycinamide ribonucléotide; GCS, glycine cleavage system; Glun, glutamate; HCY,
homocystéine; MET, méthionine; MS, méthionine synthase; MTD, 5,10-méthyléne-THF
déshydrogénase; MTCH, 5,10-méthényl-THF cyclohydrolase; MTHFR, 5,10-méthyléne-
tétrahydrofolate réductase; SAM, S-adénosylmeéthionine; SHMT, sérine
hydroxyméthyltransférase; THFn, tétrahydrofolate.

A.2. La vitamine B12

A.2.1. Structure et définition

La vitamine B12 ou cobalamine (Cbl) a été la derniére vitamine a étre découverte en
1948 car elle ne se trouve pas dans les végétaux mais est uniquement synthétisée par les
microorganismes. La vitamine B12 appartient a une classe de composés appelés corrinoides.
Elle est constituée d’un noyau corrine et d’un ribonucléotide reliés entre eux par un pont

amino 2-propanol (Fig. 6).
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X= CN pour la cyanocobalamine
X= OH pour I'hydroxocobalamme
X= H,0 pour I'aquocobalamine
X= CH; pour la méthylcobalamine

X= 5’-déoxyadénosyl pour le coenzyme B,

Figure 6. Structures chimiques des différentes cobalamines (Chen et al., 1999).

Le noyau corrine est formé d’un atome de Co central relié a 4 noyaux pyrrole ainsi qu’a un
radical anionique (-X) variable qui détermine le nom du composé vitaminique: la
cyanocobalamine (-X=-CN), I’hydroxocobalamine (-X=-OH) (formes oxydées et stables), la
méthylcobalamine (-X=-CH3) et la 5’-désoxyadénosyl cobalamine (-X=-5’d Ad) (deux
coenzymes réduits présents chez les mammiferes) (Le Grusse et Watier, 1993). Seules deux
formes de Cbl sont des coenzymes intervenant dans le métabolisme chez 1’homme: la 5°-
désoxyadénosyl-cobalamine (AdoCbl) et la méthylcobalamine (MeCbl) (Tab. 6).

Le ribonucléotide résulte de la condensation de la 5,6-diméthylbenzimidazole (base azotée)
avec un sucre, le ribose 3’ phosphate. Le groupement 5,6-diméthylbenzimidazol dont le
groupe imidazole est relié au cobalt et le phosphate a I’un des noyaux pyrrols (McDowell,
2000).

Les réactions ou intervient I’AdoCbl semblent étre diverses de par de leur nature. En fait,
elles sont toutes régies par un mécanisme de transfert d’hydrogene, 1’ AdoCbl se comportant
comme un donneur ou un accepteur d’hydrogene. La principale réaction qui met en jeu la
MeCbl comme coenzyme est la méthylation de I’hommocystéine en méthionine. La MeCbl

est un facteur coenzymatique d’un méthyle. Cette réaction permet la régénération du
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tétrahydrofolate a partir du Ns-méthyl-tétrahydrofolate. Le blocage de cette réaction a deux
consequences:

- Le blocage de la régénération de la méthionine perturbe le métabolisme des acides
aminés soufrés et explique I’excrétion urinaire augmentée d’homocystéine;

- L’absence de régénération du tétrahydrofolate empéche la régénération de 5,10-
méthyléne tétrahydrofolate, qui est un coenzyme de la thymidylate synthétase. Il y a
donc blocage de la conversion de dUMP (désoxyuridylate) en dTMP
(désoxythymidylate) et par voie de conséquence blocage de la synthése de 1’ADN.
Ceci explique en partie mégaloblastose médullaire engendrée par la carence en Cbhl
(Guéant et al., 1993).

Tableau 6. Réle métabolique des formes coenzymatiques des cobalamines (Grasbeck et
Gueant, 1990).

Coenzyme | Liaison Enzyme Nomenclature Réaction
substrat
AdoCbl C-C Glutamate- mutase 5.4.99.1 Acide glutamique < B-méthylaspartate
Méthylmalonyl-CoA mutase 5.4.99.2 L-méthylmalonyl-CoA < succinyl-CoA
Meéthyléne glutarate mutase 5.4.99.4 a-méthyléne glutarate < B- méthylitaconate
C-0 1-2 propanediol hydrolyase 4.2.1.28 éthyléneglycol — acétaldéhyde + H,O
1,2 propanediol — propionaldéhyde + H,O
Glycéroldéshydratase 4.2.1.30 Glycérol — 3-hydroxypropionaldéhyde + H,O
Ribonucléotide triphosphate 1.17.4.2 Ribonucléotide — 2-désoxyribose + H,O
réductase
Ethanolamine ammonialyase 4.3.1.7 Ethanolamine — acétaldéhyde + NH,"
C-N 2-aminopropanol — propionaldéhyde + NH,"
Aminomutases 5.4.3.- Déplacement de NH,
a ou B lysine (de Cg & Cs)
ornithine (de Cs a Cy)
leucine (de C, a Cy)
MeCbl Meéthionine synthétase 2.1.1.13 Homocystéine — méthionine

N5-méthyltétrahydrofolate — tétrahydrofolate
Méthane synthétase 2.1.1.- H"— CH,
Acétate synthétase 2.1.1.- CO, — acétate
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A.2.2. Données nutritionnelles: sources alimentaires, besoins, carences

A.2.2.1. Sources alimentaires

La synthése des corrinoides est réalisée a partir d’acide 6-aminolévulinique ou de
porphobilinogene.
Les micro-organismes qui synthétisent les cobalamines sont des bactéries, des levures ou des
algues. Un certain nombre d’entre eux sont présents dans la flore digestive des herbivores,
notamment chez les ruminants. Les aliments qui contiennent de la Chl sont donc, mis a part
certaines plantes a rhizome, des aliments d’origine animale tels que les abats, le foie, les reins,

mais aussi la viande, les ceufs, le lait, les fruits de mer et le poisson (Guéant et al., 1993).

Les teneurs en vitamine B12 sont trés variables d’un aliment a 1’autre: dans les aliments
naturels, de 0,9 ng.g™ pour le yaourt & 650 ng.g™ pour le foie de porc, dans les aliments
complémentés, de 5 ng.g™ pour le lait vitaminé & 80 ng.g” pour certaines préparations
infantiles. Les teneurs en vitamine B12 dans les aliments sont par ailleurs trés nettement plus
faibles que celles des autres vitamines du groupe B (Souci et al., 1994). La détermination de
la vitamine B12 totale exige donc I’utilisation d’un mode de détection extrémement sensible.
Il existe de plus de nombreux composés analogues aux cobalamines qui ne sont pas
métaboliquement actifs, mais qui peuvent interférer dans les dosages (Friedrich, 1975), ces
molécules différant des cobalamines par la présence d’une base autre que le

diméthylbenzimidazole.

A.2.2.2. Besoins, apports nutritionnels conseillés

Le régime alimentaire normal de ’homme dans les pays occidentaux apporte entre 5 et
15 pg par jour de vitamine B12. Les besoins sont variables selon 1’age (Guéant et al., 1993).
Les valeurs suivantes indiquent les ANC (Martin, 2001) pour différents groupes de
population:

e Del-3ans, 4-6 ans, 7-9 ans, 10-12 anset 13 a 15 ans: 0,8 ; 1,1 ; 1,4; 1,9 et 2,3 ng/j,

e A partir de 16 ans, y compris personnes agées: 2.4 ug/j,

e Femmes enceintes: 2,6 pug/j,

e Femmes allaitantes: 2,8 pg/j.
Les données chez I’enfant sont issues d’estimation, car il n’existe pas de données
épidémiologiques dans cette tranche d’age.

A.2.2.3. Carence en vitamine B12
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Chez I’homme, 1’absence ou une diminution de synthése du facteur intrinséque (protéine
intervenant lors de 1’absorption intestinale de la vitamine B12) peut entrainer une carence
suite & une malabsorption de la vitamine. Le résultat d’une carence en vitamine B12 chez
I’homme est une anémie pernicicuse accompagnée d’autres signes cliniques aussi observés
chez I’animal: 1ésions neurologiques, perte d’appétit et de croissance, faiblesse musculaire
pour les principaux. Des troubles psychologiques et des inflammations de la peau et des

muqueuses peuvent aussi se manifester lors d’un déficit en vitamine B12 (McDowell, 2000).

La prévalence de la carence en vitamine B12 est estimée dans des études d’observation
transversales a 13 % en hopital gériatrique (Rajan et al., 2002), 4,8 % a 9,8 % en hopital
général (Chui et al., 2001) ou méme 12 % en population générale (Lindenbaum et al., 1994).
Une étude francaise a observée une prévalence de 3 % de taux plasmatique de B12 < 200
pg/ml, chez des personnes agées volontaires (Dufouil C, données non publiées).

La carence en BI12 s’accompagne classiquement d’une anémie macrocytaire, voire
mégaloblastique, mais il existe des carences sans macrocytose, et méme sans anémie. La
véritable anémie de Biermer est rare. La principale étiologie est la gastrite atrophique par
défaut de libération de la B12 alimentaire. Ce processus est physiologique avec le
vieillissement et se manifeste sous la forme d’une hypochlorhydrie qui, en diminuant le pH de
I’estomac, limite la libération du support protéique alimentaire, auquel est fixée la B12 (Tab.

7.

Tableau 7. Les principales étiologies des carences en B12 (Czernichow et al., 2002)

Origine Etiologie Mécanisme impliqué

Gastrique Anémie de Biermer Absence de FI
Anémie pernicieuse juvénile
Gastrectomie
Gastrite atrophique Diminution de sécrétion du FlI
Défaut de libération de la B12 alimentaire chez les
sujets agés

Malnutrition Végétariens Apports insuffisants

A.2.3. Métabolisme: absorption intestinale, distribution, transport, stockage et excrétion
A.2.3.1. Absorption intestinale
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Dans les aliments, la vitamine B12 reste attachée sur les protéines alimentaires. Le
processus d'absorption de cette vitamine est complexe car il va nécessiter 1’intervention de
plusieurs composés capable de lier la vitamine.

Tout dabord les sécrétions acides de I'estomac libérent la cobalamine des protéines
alimentaires. Dans le milieu acide qu’est I’estomac, cette derniere va alors préférentiellement
se lier a une protéine anciennement appelée « protéine R », I’haptocorrine, d'origine salivaire
et gastrique, jusqu'a ce que les enzymes pancréatiques la détruisent (Russell-Jones et Alpers,
1999).

De nouveau libre dans un environnement plus alcalin, la vitamine B12 va pouvoir se
complexer au facteur intrinséque (Nicolas et Guéant, 1994). Le facteur intrinséque est une
glycoprotéine (mucoprotéine) sécrétée par les cellules pariétales de l'estomac, qui va
permettre a la cobalamine de franchir la barriére intestinale au niveau iléal (Ganesan et al.,
2002). 11 est sécrété en grande quantité par rapport aux besoins de liaison avec la vitamine
B12; seulement 1 % du facteur intrinséque total est utilisé. En se liant a la vitamine B12, le
facteur intrinséque se dimérise ce qui lui confere une meilleure résistance a la protéolyse et en
méme temps protége la vitamine B12 du catabolisme par les bactéries intestinales (Combs,
1998). Le complexe facteur intrinséque/vitamine B12 va se fixer sur un récepteur spécifique
de la bordure en brosse des cellules épithéliales de I’iléon: la cubiline. Ce récepteur possede
deux sites de liaison: I’'un est spécifique a la partie protéique du facteur intrinséque et I’autre
specifiqgue a la cobalamine (Nicolas et Guéant, 1994). Une fois fixée au récepteur, le
complexe va traverser la paroi du tube digestif par endocytose et le facteur intrinséque est
dégradé dans I’entérocyte libérant ainsi la vitamine B12 dans le sang sous une forme lié¢e a
une protéine: la transcobalamine Il (Fig. 7 et 8) (Seetharam et al., 1999; Seetharam et Li,
2000).

A des plus fortes concentrations, il existe aussi un mécanisme d’absorption passive
indépendant du facteur intrinséque mais dont 1’efficacité est faible (1% de la dose ingérée)
(Le Grusse et Watier, 1993).

Donc, les patients ayant une diminution de sécrétion d’acide gastrique, un dysfonctionnement
du pancréas ou une atrophie du fundus, ou est produit le facteur intrinseque, vont absorber
faiblement la vitamine B12 (Allen et al., 1978; Behrns et al., 1994; Cohen et al., 2000). Vu la
complexité des mécanismes d’absorption, 1’absorption de la vitamine B12 est lente (pic de
concentration sanguine entre 6 et 8 heures apres ingestion) et limitée (I’absorption est saturée
au-dela de 0,7 a 1,1 nmol) (Combs, 1998).
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Le complexe formé par la vitamine B12 présente dans les aliments et le facteur intrinséque
(FI) gastrigue est internalisé par la cubiline co-exprimée avec la mégaline au p6le apical des
entérocytes de 1’iléon terminal. Le facteur intrinseque est dégradé tandis que la vitamine B12
est transférée dans la circulation sous forme complexée a la transcobalamine Il (TCII). Les
complexes transcobalamine/vitamine B12 sont internalisés dans le foie et les organes
périphériques par un récepteur ubiquitaire. Le cas du rein est particulier, car la mégaline
exprimée au pole apical des cellules epitheliales du tube contourné proximal rénal permet
I’internalisation des complexes TCII-B12 présents dans le fluide tubulaire, et la sauvegarde de
quantités importantes de vitamine B12, probablement du méme ordre de grandeur que les
quantités absorbées dans I’intestin (Verroust et Kozyraki, 2003).

A.2.3.2. Transport sanguin

Dans le sang, la vitamine B12 est toujours liée a des protéines de transport spécifiques,
les transcobalamines ou 1’haptocorrine sérique, qui assurent 1’internalisation dans les cellules
grace a un phénomeéne d’endocytose qui s’opére au niveau des récepteurs membranaires
(Seetharam et al., 1999).
Il existe trois types de transcobalamines: la transcobalamine | est impliquée dans le stockage
de la cobalamine, la transcobalamine Il a un rdle dans le transport intracellulaire de la
vitamine B12 et enfin la transcobalamine I11, dont les fonctions encore inconnues, semblerait
participer a la captation de la vitamine B12 par les hépatocytes (McDowell, 2000). La
transcobalamine de type Il est la plus étudiée car elle facilite le transfert dans le sang portal de
la vitamine B12 (Quadros et al., 1999) et que le dosage de cette protéine plasmatique saturée
en cobalamine (holo-transcobalamine) serait un marqueur sensible d’une carence en cette
vitamine (Herrmann et Geisel, 2002; Nexo et al., 2000).
A.2.3.3. Entrée et distribution tissulaire

Le complexe vitamine B12-transcobalamine 1l, présent dans le sang portal, se combine
aux récepteurs specifiques présents dans les membranes cellulaires de nombreux tissus. Ce
récepteur existe sous deux configurations: monomérique, forme minoritaire et inactive, ou
dimérique qui prédomine et permettrait d’assurer sa fonction d’importation de la vitamine
B12 dans la cellule (Bose et Seetharam, 1997). Cette dimérisation du récepteur nécessite la
présence de cholestérol présent dans la bicouche lipidique constituant la membrane cellulaire,
sinon il reste sous forme de monomere (Bose et al., 1996). L’entrée de la vitamine B12 dans
la cellule se fait par endocytose, les vésicules d’endocytose fusionnent avec des lysosomes.
Apreés la dégradation lysosomale de la protéine de transport, la cobalamine libre est essentielle
soit pour sa rétention intracellulaire ou son utilisation en tant que coenzyme (Seetharam et al.,
1999). La vitamine B12 est stockée en quantité significative dans les différents organes dont

approximativement 60 % dans le foie humain (Le Grusse et Watier, 1993).
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A.2.3.4. Excrétion

Au total, I’élimination quotidienne de la vitamine B12 est de 2 a 5 pg chez I’homme
(McDowell, 2000). La cobalamine, non utilisée par 1’organisme, est ¢liminée dans la bile, par
voie fécale ou dans les urines mais cette derniére voie est minimale (< 0,25 ug/jour) (Le
Grusse et Watier, 1993).
La majorité¢ de la vitamine B12 excrétée par la bile dans I’intestin est réabsorbée au niveau
iléal (environ 65 a 75%) selon le mécanisme d’absorption actif impliquant le facteur
intrinseque (McDowell, 2000). Ce cycle entérohépatique constitue un moyen tres efficace de

conservation de la vitamine B12.

A.3. La vitamine B6

En tant que cofacteur de la CBS (voie de trans-sulfuration), La vitamine B6 est un
important modulateur des taux plasmatiques d’Hcy. Le terme « vitamine B6 » désigne 6
composés: le pyridoxal (PL), la pyridoxine (PN), la pyridoxamine (PM), et leurs dérivés
phosphorylés respectifs, le pyridoxal 5’-phosphate (PLP), la pyridoxamine 5’-phosphate
(PMP), et la pyridoxine 5’-phosphate (PNP). Nous nous intéresserons seulement au phosphate
de pyridoxal ou PLP (Guilland et Lequeu, 1992).

A.4. Lavitamine B2

La vitamine B2 ou la riboflavine est le précurseur de la flavine mononucléotide (FMN) et
de la flavine adénine dinucléotide (FAD) intervenant dans les réactions d’oxydoréductions
cellulaires.
La riboflavine pourrait intervenir dans la voie du métabolisme de I’homocystéine dans la
réduction du méthyleneTHF en méthylTHF par la MTHFR ou la réduction de la cobalamine
Il en cobalamine | par la méthionine synthase réductase (MTRR) nécessaire au maintien de
’activité de la MTR. Hustad et al. (2000) ont mis en évidence une association entre le taux de
riboflavine et le taux d’homocystéine plasmatique dans une étude transversale portant sur 423
adultes sains. Cette association est modifiée par le polymorphisme de la MTHFR. Dans une
étude de cohorte de Framignham portant sur 450 adultes sains. Il a été montré que le taux de
riboflavine est associ¢ au taux d’homocystéine plasmatique, néanmoins cette association
n’existe que chez les sujets dont la concentration de folates est inférieure a 12,5 nmol/L et le
génotype de MTHFR est 677TT (Jacques et al. 2002). De méme, Moat et al. (2003) ont
montré que l’association entre le taux de la riboflavine et le taux d’homocystéine est

influencée par le taux de folates.
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B. Facteurs génétiques, déficits enzymatiques constitutionnels

Il existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le cycle des folates et la
reméthylation de I'homocystéine. Il s'agit principalement de variants génétiques des enzymes
5,10- méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR C677T, A1298C), méthionine synthase
(MTR A2756G), méthionine synthase réductase (MTRR A66G) (Goyette et al., 1998, 1994;
Li et al., 1996). De plus, un polymorphisme portant sur une protéine de transport de la
vitamine B12, la transcobalamine (TCN C776G), a été rapporté et peut également s'associer a
une hyperhomocystéinémie relative (Chen et al., 1997; Christensen et al., 1999; Goyette et
al., 1998, 1994; Li et al., 1996)

B.1. Anomalies de la voie de reméthylation

Mutation du gene de la 5,10-méthyléne-tétrahydrofolate réductase (MTHFR)

Le role de la 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR; EC 1.5.1.20) dans
certaines maladies a d’abord été rapporté par Mudd et ses collaborateurs (1972) qui avaient
identifié une altération fonctionnelle majeure de cette enzyme chez un patient présentant une
homocystinurie. Ce type d’altération génétique est rare (environ 85 cas répertoriés
mondialement) (Ueland et Rozen, 2005). En 1988, une variante commune et thermolabile de
la protéine MTHFR fut repérée (Kang et al., 1988 a). La caractérisation de I’ADNc de
MTHFR (Goyette et al., 1994; Tran et al., 2002) a permis de répertorier plusieurs mutations
de MTHFR chez des patients homocystinuriques, ainsi qu’un variant commun, 677C—T
(A222V), qui correspond a la forme thermolabile de I’enzyme (Frosst et al., 1995). Ce
polymorphisme génétique (une mutation communément observée dans la population normale)
est la cause génétique la plus fréquente d’hyperhomocystéinémie, il a été beaucoup étudié et
cité.

Les symptdmes des patients homocystinuriques se manifestent notamment par des retards
de développement, ainsi que par diverses affections neurologiques et vasculaires: neuropathie
périphérique, convulsions, thromboses et lésions vasculaires (Ueland et Rozen, 2005).
L’activité enzymatique résiduelle des fibroblastes des patients et 1’age d’apparition des
symptdmes sont corrélés.

La figure 9 présente 41 mutations (numérotation en noir) qui sont propres aux familles des
patients homocystinuriques répertoriés. Plusieurs mutations ont été exprimées en utilisant des
systémes bactériens ou des systémes de levures, afin de vérifier leur effet sur 1’activité

enzymatique (Ueland et Rozen, 2005). Comme chacune de ces mutations graves n’est
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généralement observée que dans une ou deux familles, il peut étre avantageux de procéder a

un diagnostic moléculaire prénatal par étude de liaisons géenétiques (Morel et al., 2005).
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Figure 9. Représentation schématique de 41 mutations graves du gene MTHFR et de 2

polymorphismes particulierement étudiés (Leclerc et Rozen, 2007).

Les 41 mutations spécifiées n’ont été identifiées que dans des familles de patients présentant un déficit
important de MTHFR. La protéine MTHFR est représentée par un rectangle et les acides aminés mutés
sont indiqués au-dessus, ainsi que les mutations affectant 1’épissage du géne. Les nombres sous le
rectangle désignent la position des mutations dans la séquence de I’ADNc (GenBank GI: 6174884); 2
mutations différentes ont été identifiées a la position 1274. Les nombres entre parenthéses désignent la
présence d’une mutation intronique a proximité du résidu mentionné. Les 2 polymorphismes de
MTHEFR les plus étudiés sont aussi indiqués, en vert. Les mutations 1755G —A (M5811) et 1793G —
A (R594Q) ne sont pas représentées ici car leur effet reste ambigu. Elles ont initialement été
identifiées chez des patients présentant un défaut prononcé de la MTHFR (Selzer et al., 2003, Tonetti
et al., 2003), mais Martin et al. (2006) ont suggéré qu’il s’agit de polymorphismes plus ou moins
communs selon la population analysée. La mutation 459C—T (indiquée par « * ») est muette et elle
est représentée ici a titre indicatif car elle accompagne exclusivement la mutation 458G —T (G149V,

surmontée par « * »).

Etudes moléculaires et biochimiques du polymorphisme 677C—T

Il existe une translation C/T au niveau du nucléotide 677 de I’exon 4 (polymorphisme
C677T) responsable, dans certaines conditions, d’hyperhomocystéinémie modérée (Frosst et
al., 1995). La frequence de la mutation 677C—T a I’état homozygote est de 5 a 28 % (7 a 40

% pour la fréquence allelique) selon la population étudiée (Schneider et al., 1998).

32



Etude bibliographique

Au niveau moléculaire, cela entraine le changement d'une alanine par une valine dans la
séquence de l'enzyme et donne lieu a un polymorphisme. Cette simple modification d’un
acide aminé entraine un défaut de «liaison folate» et une activité réduite de I’enzyme MTHFR
(Vesin et al., 2007). Chez les sujets homozygotes pour cette mutation, 1’enzyme voit son
activité réduite de 70 % par rapport a son fonctionnement de base chez les homozygotes de la
forme sauvage C, alors que les sujets hétérozygotes conservent environ 65 % de 1’activité
normale (Mouchabac, 2008).

Les études biochimiques des versions 677C et 677T de I’enzyme ont fourni une explication a
I’effet protecteur de 1’acide folique sur I’hyperhomocystéinémie des individus mutants. Des
extraits de lymphocytes conservent une activité résiduelle plus élevée apres avoir été chauffeés
si I’on augmente la quantité de folate; I’effet protecteur est meilleur pour I’enzyme mutante
que pour I’enzyme normale (Guenther et al., 1999). Ce phénomene a été reproduit en
chauffant des extraits de bactéries qui expriment I’enzyme recombinante normale ou mutante,
ainsi qu’en utilisant ’enzyme humaine purifiée (Ueland et Rozen, 2005). Le FAD (flavin
adenine dinucleotide), cofacteur de la MTHFR, protége 1’enzyme mutante de la
déstabilisation; par conséquent, la riboflavine (vitamine B2, précurseur du FAD) peut étre
considérée comme un déterminant de son activité enzymatique et de I’hyperhomocystéinémie
(Ueland et Rozen, 2005). Le variant 677C—T accroit la tendance de ’enzyme a perdre le
FAD, et les folates protégent I’enzyme en atténuant cette perte. Par conséquent, bien que
I’identité des mutations séveres soit un bon indicateur de I’activité enzymatique résiduelle des
patients homocystinuriques, le polymorphisme (et des facteurs externes comme 1’acide
folique ou la riboflavine) contribue a la complexité de la relation genotypephénotype (Ueland
et Rozen, 2005).

Cette mutation a été associée a 1’étiologie des maladies cardiovasculaires (Christensen et al.,
1997) de la malformation du tube neural (Van der Put et al., 1995; Kirke et al., 1996) et aurait
un effet protecteur vis a vis du cancer du célon (Chen et al., 1997; Ma et al., 1997).

Des méta-analyses suggérent que le génotype 677TT peut étre un facteur de risque modeste
en ce qui concerne les accidents vasculaires cérébraux, la thrombose veineuse et les maladies

coronariennes, spécialement s’il y a une carence en acide folique (Ueland et Rozen, 2005).
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B.2. Anomalies de la voie de trans-sulfuration, mutation du géne de la cystathionine
synthase (CBS)

La cystathionine  synthase est une enzyme qui convertit I’homocystéine en cystéine par
trans-sulfuration lors du cycle de la méthionine; elle nécessite le pyridoxal 5-phosphate
comme cofacteur.

Le géne codant pour la CBS est localisé sur le chromosome 21. Plusieurs mutations ont été
identifiées dont deux majeures : la mutation Gly-ser, vitamine B6 non sensible, et la mutation
Ile-Thr, vitamine B6 sensible. La transmission est autosomale récessive. Il existe une forme
homozygote (plutdt rare: 1/200000 environ) qui est responsable de la gravité de
I’homocystinurie congénitale, dont la prévalence est relativement plus élevée dans les groupes
celtiques.

Alors que la forme hétérozygote (environ 1%) pour laquelle I’augmentation de
I’homocystéine est plus modérée et non systématique (environ 40% des cas). Cette mutation
est associée a des pathologies vasculaires, des épilepsies et des retards mentaux. Les déficits
en CBS se traduisent par une élévation des taux plasmatiques de 1’homocystéine et de son

précurseur, la méthionine.

C. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux entrainent habituellement une hyperhomocystéinemie
modéree.
Age et sexe

L’homocystéinémie augmente avec 1’dge et chez le sexe masculin comparativement au
sexe féminin apres I’age de 10 ans et continue d’augmenter graduellement tout au long de la
vie sans nécessairement atteindre des taux anormaux élevés, ceci pourrait étre lié au déclin de
la fonction rénale avec 1’dge et également a la baisse du statut en vitamine B chez les
personnes agées (Norlund et al., 1998). Les taux d’Hcy élevés chez les hommes s’expliquent
par la différence dans la masse musculaire, les hormones et le statut en vitamines (Refsum et
al., 2004). Chez les femmes, une augmentation d’homocystéinémie est observée apres la
ménopause et peut rejoindre celle des hommes (Ueland et al., 2001 a; Refsum et al., 2006).
Toxiques: alcool, tabac et café

Certaines habitudes peuvent augmenter le taux de 1’homocystéine incluent 1’usage de
tabac, café, alcool et I’activité physique.
La relation entre I’HHcy et la consommation d’alcool a fait 1’objet de plusieurs études

épidémiologiques. Toutefois, leurs résultats étaient néanmoins controversés (Schlienger,
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2003). Certaines études ont démontré une relation positive entre ’'HHcy et la consommation
d’alcool (Hultberg et al., 1993; Cravo et al., 1996; Ganji et al., 2003), d’autres ont révélé une
relation négative de I’Hey avec la consommation d’alcool (Ubbink et al., 1998; De Bree et al.,
2001), alors que d’autres encore n’ont observé aucune relation (Lussier-Cacan et al., 1996).
L’alcool est un antagoniste du métabolisme des folates (Hillman et al., 1982), d’autant plus
qu’il pourrait entraver 1’absorption intestinale et le métabolisme de la vitamine B12 (Laufer et
al., 2004).

Une ¢étude d’intervention a report¢ que 1’homocystéinémie augmentait apres une
consommation de vin rouge et de spirituels et non pas aprés une consommation de biére; cela
serait d0 aux taux élevés de folates et de vitamines B6 par rapport a leurs taux negligeables
dans le vin rouge et les spirituels (Van der Gaag et al., 2000). Dans une autre étude chez des
femmes post-ménopausées, une consommation quotidienne, méme modérée de 5 ou 15 g
d’alcool, était associée a une diminution de 5 % de la concentration sérique de vitamine B12
et a une augmentation d’Hcy sérique de 1’ordre de 3 % en allant de 0 g a 30 g par jour (Laufer
et al., 2004).

Des études d’interventions avaient montré qu’une consommation de grande doses de café
(> 6 tasses) augmentait de 10 a 20 % le taux moyen plasmatique d’Hcy chez des sujets sains
(Grubben et al., 2000; Urgert et al., 2000). Une étude norveégienne avait démontré une relation
positive entre I’homocystéinémie et la consommation de différents types de café, alors
qu’aucune relation significative entre I’Hcy et 1’abstinence au café n’avait été trouvée
(Nygard et al., 1997).
latrogénie

Plusieurs médicaments tels que les antifoliques (methotrexate et anticonvulsants tels que

la carbamazépine et la phénytoine), anti B6 (isoniazide, cyclosérine, azaurinidine,
procarbazine), anti B12 (oxyde nitreux) interférent avec 1’absorption du folate et des
vitamines B6 et B12 et provoquent une augmentation modérée de 1’homocystéinémie
(Guilland et al., 2003; Kothekar, 2007).
I a ét¢ démontré qu’une interaction "géne-médicament” pouvait aggraver
I’hyperhomocystéinemie, par exemple dans le cas de sujets homozygotes pour la mutation TT
vs CC du MTHFR, traités pour des pathologies rhumatologiques ou convulsives. Certains
auteurs ont évoqué que cette interaction constitue un facteur pharmacogenétique (Mouchabac,
2008).

Pathologies somatiques
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Une hyperhomocystéinemie modérée est ainsi observée chez des patients atteints de
maladies comme 1’arthrite rhumatoide, I’insuffisance rénale (Bostom et al., 1997; Guilland et
al., 2003), I’hypothyroide, les maladies inflammatoires chroniques et neurodégénératives et
certaines cancers (Roubenoff et al., 1997, De Bree et al,. 2002, Widner et al., 2002).

|.3. Mécanismes de la pathogénicité de I’hyperhomocystéinémie

La toxicité de I’homocystéine (en cas de taux trop élevé) a initialement été décrite dans le
cas de certaines maladies vasculaires: coronaropathies et infarctus, thromboses veineuses,
artériopathies, atteintes cérébrovasculaires.

En effet, plusieurs mécanismes pathologiques de I’hyperhomocystéinémie ont été
proposés, notamment une oxydation de 1’endothélium (Cengel et Sahinarslan, 2006). Ce stress
oxydant favorise également la peroxydation de lipides ce qui se traduit par une réponse
inflammatoire, accélérant le phénomene d’athérosclérose. Sont également mis en cause: une
induction de I’activation et de 1’agrégation des plaquettes, une altération de I’équilibre entre
agents procoagulants et anticoagulants, une diminution des méthylations ainsi qu’une
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, tous ces désordres ayant pour
consequence une augmentation des risques cardiovasculaires (infarctus du myocarde, embolie
pulmonaire...) (Trabetti, 2008; Li et al., 2009).

1.3.1. Homocysteine et dysfonction endotheéliale

1.3.1.1. L’effet de homocystéine sur la fonction endothéliale

Le terme « dysfonction endothéliale » signifie I’altération des propriétés homéostatiques
de I’endothélium vasculaire, qui incluent la régulation endothélium dépendante du tonus
vasculaire, I’hémostase, et I’inflammation (Cai et al., 2000). Plusieurs études sur des modeles
animaux et humains ont démontré que I’Hcy induit une dysfonction endothéliale (Eberhardt et

al., 2000; Lentz et al., 2000; Dayal et al., 2001; Faraci et Lentz, 2004).

1.3.1.1.1 La thrombose

Une grande partie des études ont montré que 1’hyperhomocystéinemie est associé¢ a un
risque de thromboses veineuses et artérielles (Welch et Loscalzo, 1998; Cattaneo, 1999; The
Homocysteine Studies Collaboration, 2002). Une méta-analyse a montré qu’une augmentation
de tHcy plasmatique de 5 pmol/L était associée a un risque plus élevé de thromboses
veineuses de 27% (Den Heijer et al., 2005). Les mécanismes par lesquels

I’hyperhomocystéinemie est associée a une thrombose sont encore mal connus.
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Néanmoins, des travaux semblent indiquer que 1’hyperhomocystéinemie peut perturber la

coagulation par I'action sur des étapes multiples de la voie de coagulation:

- Altération de la capacité de la protéine C d’inactiver ses substrats principaux, facteur V via
une réaction de S-thiolation (Undas et al., 2001). Cependant, I’importance patho-
physiologique de cette reéaction est incertaine, parce que la sensibilité apparente normale du
facteur V a la protéine C activée a été démontrée chez I’homme et chez les singes avec une
hyperhomocystéinemie modérée, et chez la souris avec une hyperhomocystéinemie sévére
(Lentz et al., 2002). Deux autres études cliniques n’ont pas démontré non plus
d’association entre hyperhomocystéinemie et résistance a la protéine C (Podda et al., 2003;
Zarychanski et Houston, 2004) (Fig. 10 (1)). Par ailleurs, les résultats expérimentaux
suggerent que 1’hyperhomocystéinémie puisse favoriser la thrombose vasculaire par
I'induction des procoagulants. Des cultures de cellules endothéliales humaines exposées a
I’homocystéine présentent l'activation du facteur tissulaire et du facteur endogene V de la
coagulation (Fryer et al., 1993; Rodgers et Kane, 1986).

- linhibition de I’expression et de I’activité¢ de la thrombomoduline & la surface des cellules
endothéliales, qui permet 1’activation de la protéine C, un des puissants anticoagulants
naturels. Une diminution de 1’activité de thrombomoduline a été observée sur des mod¢les
animaux d’hyperhomocystéinemie (Lentz et al., 1996; Dayal et al., 2001) (Fig. 10 (2)).

- Inhibition des anticoagulants naturels. Dans une autre étude, Nishinaga et al., (1993) ont
rapporté que 1’incubation des cellules endothéliales aortiques porcines avec 1’Hey cause la
perte de leur capacité a lier et activer I’antithrombine III, par une diminution de
I’expression de sulfate d’héparine a la surface de cellules endothéliales (Harpel et al.,
1996) (Fig. 10 (3)).

- Diminution de ’activité fibrinolytique. L’Hcy peut former un pont disulfide avec un résidu
cystéine dans le domaine terminal aminé de I’annexine II, un récepteur pour ’activateur
plasminogéne tissulaire (TPA) et plasminogéne (Hajjar, 1993 ; Hajjar et al., 1998) (Fig. 10
(4)).
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Figure 10. Influence de I’homocystéine sur la coagulation du sang et la fibrinolyse

(Perta-Kajan et al., 2007).

1.3.1.1.2. L’inflammation

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique, ou des cytokines
proinflammatoires jouent un réle trés important.
La possibilit¢é d’un role de I’Hcy dans 1’athérosclérose a été pour la premiéere fois évoquée
apres la découverte de ’homocystinurie, maladie rare, chez des enfants souffrant d’un retard
mental en Irlande du Nord (Carson et al., 1962; Ambrosi, 2007).
Deux hypothéses ont été formulées pour expliquer 1’athérogénicité de I’HHcy (Demuth et al.,
2000) (Fig. 11):
- L’hypothése lipidique, selon laquelle I’altération du métabolisme des lipoprotéines,
essentiellement les LDL sous 1’action des groupements thiol de I’Hcy, induit secondairement
une atteinte de la paroi vasculaire. L’homocystéine peut se lier aux lipoprotéines et augmente
ainsi leur capacité de liaison a la fibrine, potentialisant le risque athérogene (McCully et al.,
1990);
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- L’hypothése inflammatoire, selon laquelle il y a une agression directe des cellules et du tissu
conjonctif vasculaire, notamment, la prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire,
I’activation des plaquettes et des facteurs de coagulation et la dysfonction endothéliale
(Moghadasian et al., 1997).

L’exposition a 1I’Hcy pourrait induire une augmentation de cytokines proinflammatoires.
Poddar et al. (2001) ont montré que 1’homocystéine augmentait 1’expression MCP-1
(monocyte chimioattractant protein 1) et de IL-8 dans les cultures humaines de cellules
endothéliales. Il suggére que I’Hcy pourrait influencer les maladies vasculaires par
I’augmentation de D’attachement des monocytes a I’endothélium et a leur recrutement a
I’espace sous-endothélial. L’augmentation de 1’expression de MCP-1 est également observée
dans les cultures humaines de cellules musculaires lisses (Wang et al., 2000) et dans les
monocytes (Wang et O, 2001) traités avec de I’homocystéine. L’augmentation de 1’expression
de MCP-1 et d’IL-8, en présence de I’Hcy, est médiée par 1’activation du NF-kB, facteur de
transcription impliqué dans la régulation en aval du processus inflammatoire (Wang et O,
2001; Au-Yeung et al., 2004). L’homocystéine initie aussi la production de TNF-a et de
nombreux signaux cellulaires impliqués dans le processus inflammatoire (Hofman et al.,
2001).
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Figure 11. Action de I’Hcy dans I’athérothrombose (Demuth, 2000).

39



Etude bibliographique

1.3.1.1.3. La relaxation vasculaire

Une hyperhomocystéinemie chez I’homme est associ¢e a I’altération de la fonction de
relaxation endothélium-dépendante. La dysfonction endothéliale est généralement détectée
par I’altération de la fonction de relaxation endothélium-dépendante des vaisseaux sanguins,
elle est prédictive en outre des événements cardiovasculaires (Schachinger et al., 2000).

L’homocystéine peut changer certaines propriétés des cellules endothéliales par
’altération de la production ou de la disponibilité biologique des médiateurs vaso-actifs
comme I’endothéline 1 (Demuth et al., 1999), 1’oxyde nitrique (NO) (Upchurch et al., 1997)
et la prostacycline (Wang et al., 1993). L’incubation des cellules endothéliales avec Hcy
(0,05-1 mM) produit moins d’endothéline et cet effet est médié par des produits oxydatifs
(Drunat et al., 2001).
L’exposition de cellules endothéliales en culture a de I’homocystéine a un effet biphasique sur
la production de monoxyde d’azote (NO). Dans un premier temps, ils ont observé un
relachement de NO, de S-nitroso-thiols et de S-nitroso homocystéine, puis la poursuite de
I’exposition entraine un stress oxydant prédominant qui diminue la production de NO
(Stamler et al., 1993). C’est pourquoi 1’exposition de cellules endothéliales a ’homocystéine
durant 15 minutes augmente la sécrétion d’endothelium-derived releasing factor (EDRF) et de
S-nitroso-homocystéine, alors qu’une exposition supérieure a trois heures diminue cette
sécrétion (Stamler et al., 1993). La S-nitroso-homocystéine, qui se forme lors d’expositions
de courte durée, a une action tres différente de 1’homocystéine, étant anti-agrégante et ne
générant pas H,O,. Sa formation diminue réciproquement la toxicité du NO et de
I’homocystéine qui ne peuvent plus produire de radicaux oxygénés par oxydation.
L’homocystéine augmente d’ailleurs la synthése de NO induite par I’interleukine 1 sur des
cellules musculaires lisses de vaisseaux, en activant le géne de NO synthase par un
mécanisme médié par H,O, car inhibé par les scavengers, sans doute par activation de NF-xB
(Welch et al., 1998). Dans les conditions normales, I’endothélium vasculaire joue un role
important dans la prévention de 1’athérosclérose en produisant du NO (Upchurch et al., 1996).
Sur le plan expérimental, 1’homocystéine provoque une atteinte des cellules endothéliales
(Jacobsen, 1998), freine la libération de NO (Zhang et al., 2000) et affecte la vasotonicité
dépendant du flux sanguin (Tawakol et al., 1997).

Plusieurs études utilisant des tissus vasculaires ont montré que I’Hcy provoque une
production intracellulaire de superoxyde et par conséquent une altération de la relaxation
(Lang et al., 2000, Duan et al., 2000, Franken et al., 1994). Le superoxyde est censé réagir

40



Etude bibliographique

avec le NO au peroxynitrite, limitant de ce fait la réponse vasodilatatrice normale
(Gryglewski et al., 1986; Heinecke et al., 1987).

1.3.1.1.4. L apoptose

Zhang et al. (2001) ont démontré que 1’homocystéine induit la mort cellulaire par
apoptose des cellules endothéliales humaines en culture par 1’activation de I’"UPR (Unfolded
Protein Response). La voie de signalisation de I’'UPR est régulée par une protéine kinase
transmembranaire de type-l1 ER (IRE-1) et des agents d’induction du stress du réticulum
endoplasmique. L’IRE-1 est responsable de la transduction du signal d’accumulation d’UPR.
L’activation d’IRE-1 induite par I’Hcy provoque une activation rapide et soutenue des JNK-
kinases (Cai et al., 2000; Urano et al., 2000). Puisque 1’activation persistante de JNK-kinases
est associée a la mort par apoptose (Chen et al., 1996), il est possible que I’Hcy induise la
mort cellulaire par un mécanisme UPR-dépendant.
En outre, I’activation de la caspase 3 est essentielle pour 1’apoptose induite par I’Hey. Elle est
impliquée dans D’apoptose des cellules HL-60 (Huang et al., 2001 a), des cellules

endothéliales (Tyagi et al., 2006) et des cellules stromales humaines (Kim et al., 2006).

1.3.1.2. L’effet moléculaire de I’homocystéine sur I’endothélium

1.3.1.2.1. La modification de la protéine

L’homocystéine porte un groupement thiol réactif, qui peut former des ponts disulfures
avec les résidus réactifs de la cystéine. L’homocystéine est détectée dans plusieurs protéines,
qui incluent albumine (Sengupta et al.,, 2001), fibronectine (Majors et al., 2002),
transthyretine (Sass et al., 2003; Lim et al., 2003), facteur V (Undas et al., 2001) et annexine
Il (Hajjar et al., 1998). Le groupement thiol de la protéine intervient dans la fonction de
nombreuses protéines. L’interaction avec ces protéines pourrait altérer ses fonctions et
perturber le métabolisme cellulaire (Jacobsen et al., 2005) (Tab. 8).

L’homocystéine pourrait également induire la modification de protéines via un autre
mécanisme médié par un thioester cyclique de I’homocystéine (homocystéine thiolactone).
La formation de I’homocystéine-thiolactone est une conséquence d’une réaction d’erreur-
édition de méthionyl-tRNA synthase. Dans la synthése peptidique, I’homocystéine pourrait
poser un probléme a cause de sa similarité avec la méthionine. L’homocystéine peut s’insérer
par erreur la premiere étape de la synthese peptidique et former Hcy-AMP avec méthionyl-
tRNA synthése. Ensuite cette erreur est corrigée par la conversion d’homocystéine en

homocystéine-thiolactone. La chaine latérale d’Hcy, qui ne comporte pas de groupement
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méthyle de la méthionine, réagit moins efficacement avec le résidu spécifique de la

méthionyl-tRNA synthase. Ceci permet a la chaine latérale d’Hcy de se déplacer au résidu

thiol-liant, qui favorise la synthése du pont de thioester (Fig. 12).

Tableau 8. Les exemples et les conséquences de la protéine S-homocystéinylation (Perta-

Kajan et al., 2007).

Protéine Position d’incorporation Fonction de protéine Effet de S-
d’Hcey homocystéinylation
Annexine Il Cys9 Récepteur pour Inhibition du

I’activateur de

plasminogeéne tissulaire

récepteur de
I’activateur de
plasminogéne

tissulaire

Fibronectine 5 molécules d’homocystéine | Adhésion et migration
par dimere de fibronectine, cellulaires,
principalement dans la région | embryogenése,
C-terminale, dans et en hémostase, thrombose,
adjacent du domaine de remodelage tissulaire

fixation de fibrine

Affaiblir ’interaction

fibronectine-fibrine

Transthyretine | Cys10 Fixation et transport des

hormones thyroidiennes

Réle pathologique
possible dans les

maladies d’amyloides

Facteur Va Cysb39, Cys585, Cys1085, Cofacteur essentiel pour
Cys1960, Cys2113 le complexe de
prothrombine, qui
convertit la prothrombine

en thrombine

Inhibition du facteur
Va inactivé par la

protéine C activée
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Figure 12. La formation de I’homocystéine-thiolactone (Jakubowski, 2000)

Les ponts thioamides de 1I’Hcy sont susceptibles de se lier avec les groupes amines des
chaines latérales de lysines protéiques (Hcy-e-N-Lys-protéine). L’Hcy-N-protéine représente
0,3%-0,23% de I’homocystéine totale plasmatique. Dans la majorité des échantillons du
sérum examingés, les niveaux d’Hcy-N-protéine sont directement proportionnels a la teneur en
homocystéine totale, et sont inversement proportionnels a la teneur en méthionine, folates et
HDL (Jakubowski, 2000). Une étude récente a montré que les niveaux d’Hcy-N-protéine et d’
Hcy-S-protéine sont plus élevés chez les patients ayant une urémie élevée que chez les sujets
saints. Une supplémentation en folates normalise les niveaux d’Hcy-N-protéine et diminue,
mais ne normalise pas les niveaux d’Hcy-S-protéine (Perna et al., 2007). Yang et al. (2006)
ont montré que les niveaux d’Hcy-N-protéine plasmatiques sont plus élevés chez les patients
atteints de maladie coronaire que chez les sujets sains. Pourtant, ils n’ont pas trouvé une
corrélation entre les niveaux d’Hcy-N-protéine et les niveaux d’Hcy plasmatique.

Cette modification par I’homocystéine-thiolactone provoque des dommages sur sa structure et
une perte de fonction. Les formes liées aux hémoglobines (Hcy-N-Hb) et albumines (Hcy-N-
albumine) sont les plus courantes. L’homocystéine pourrait se lier par des résidus amide aux

autres proteines, qui incluent les LDL, HDL, antitrypsine, transferrine et fibrinogéne
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(Jakubowski, 2002). Les protéines modifiées par ’homocystéine-thiolactone sont délétéres et
induisent une réponse immune anormale (Jakubowski, 2005 et 2006). Il existe chez "’homme
des anticorps qui vont reconnaitre spécifiquement les Hcy-e-N-Lys-protéine sur les protéines
modifiées par I’homocystéine-thiolactone.

La forme cyclique de I’homocystéine, I’homocystéine thiolactone, est oxydée en sulfate par
un processus mettant en jeu l’ascorbate, le thiorétinamide (produit de conjugaison entre
I’homocystéine et I’acide rétinoique) et le superoxyde, sous contréle de la thyroxine et de
I’hormone de croissance. L’hormone de croissance stimule la production de sulfates a partir

de I’homocystéine thiolactone (McCully et Wilson, 1975).

1.3.1.2.2. Stress du réticulum endoplasmique et unfolded protein response

Dans les cellules eucaryotes, le réticulum endoplasmique (RE) est le site principal de
maturation des protéines transmembranaires, sécrétoires et résidentes (Kaufman et al., 2002;
Rutkowski et al., 2004). Pour assurer le repliement correct des protéines récemment
synthétisées, le RE contient de nombreuses molécules chaperonnes telles que la GRP78
(glucose regulated protein-78), la GRP 94, la calnexine, la calreticuline et la protéine bisulfure
isomérase. Les protéines avec un mauvais repliement ou non repliées vont étre dégradées par
le protéasome cytoplasmique (Kaufman et al., 2002). Le stress du réeticulum endoplasmique
est une condition pathologique ou des protéines « mal repliées » ou non repliées
s’accumulent. Le stress du RE active le unfolded protein response (UPR), une voie de
signalisation intracellulaire intégrée qui fait intervenir trois kinases RE-résidentes: le IRE-1
(A type-1 ER transmembrane protein kinase), ATF-6 (Activating transcription factor 6) et
PERK (The PKR like ER kinase), et par conséquent, il existe une diminution de la traduction

des protéines.

1.3.1.2.3. Stress oxydant

L’homocystéine porte un groupement thiol réducteur qui est aisément auto-oxydé et peut
engendrer des radicaux libres (ROS) responsables de lésions vasculaires, méme si ceci reste
discuté. En effet, la cystéine est présente dans le plasma a des concentrations 20 a 30 fois plus
¢levées que I’Hey et son groupement thiol réducteur est plus réactif que celui de 1’Hcy.
Pourtant la cystéine ne provoque pas des 1ésions endothéliales et n’est pas considérée comme
un facteur de risque cardiovasculaire (Jacobsen, 2000).

Par ailleurs, une étude a démontré que la forme oxydée de I’Hcy vient en grande partie de
I’échange des disulfures, et de maniére assez rare de 1’auto-oxydation directe de 1’Hcy

(Sengupta et al., 2001).
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Des travaux suggerent que le stress oxydant induit par I’Hey est di a ’effet « biochimique »
qu’a son effet « chimique ». Le stress oxydant n’est induit que dans I’endothélium incubé
avec de L-homocystéine naturelle, mais pas avec la D-homocystéine (Heydrick et al., 2004).
L’effet pro-oxydant de la L-homocystéine peut étre expliqué par un mécanisme appelé «
eNOS uncoupling » (Pritchard et al., 1995; Zhao et al., 2003).

Brievement, la L-homocystéine fait que eNOS devient la source majeur de 1’anion superoxyde
(02). L’Oy inactive rapidement NO, conduisant & la formation de fortes concentrations de
peroxynitrite (ONOQ), un oxydant trés puissant et toxique.

Un autre mécanisme potentiel de 1’accumulation d’anion superoxyde (O;) en présence d’Hey
est I’inhibition de la production du NO provoquée par le diméthylarginine asymétrique
(ADMA), inhibiteur endogéne de I’eNOS. Dans un modele animal avec de I’Hcy, il a été
montré une élévation plasmatique d’ADMA (Boger et al., 2000). Quand 1’endothélium est
expos¢ a I’Hcy ou a son précurseur méthionine, la concentration d’ADMA dans le milieu de
culture augmente de maniére dose- et temps dépendante, et est corrélée avec une diminution
de la synthése de NO.

Un autre mécanisme possible du stress oxydant induit par I’Hcy est la perturbation de la
fonction de deux enzymes anti-oxydantes: superoxyde dismutase (SOD) et glutathion
peroxydase (GPX).

La SOD est une enzyme catalysant la réduction de 1’anion superoxyde (O’) en peroxyde
d’hydrogene. Il est rapport¢ que le niveau d’Hcy plasmatique est corrélé avec une
augmentation de SOD extracellulaire chez les patients avec homocystinurie (Wilcken et al.,
2000) et chez les patients atteints d’une hyperhomocystéinémie modérée (Wang et al., 1999).
Cet effet est probablement causé par la diminution de la liaison de la SOD extracellulaire avec
la surface de la cellule endothéliale, parce que I’Hcy pourrait altérer la surface du
protéoglycane d’héparane sulfate (Yamamoto et al., 2000). Cet effet pourrait conduire a une
perte de sa capacité a protéger la surface endothéliale contre le stress oxydant.

Des résultats montrent que [’Hcy diminue D’expression et 1’activit¢ de la glutathion
peroxydase (GPX) des cellules endothéliales, (Huang et al., 2001 b; Weiss et al., 2001 et
2002) augmentant ainsi la teneur intracellulaire en H,O, mais aussi en peroxydes organiques
et en peroxynitrite qui sont habituellement détruits par la glutathion peroxydase (Upchurch et
al., 1997). La GPX catalyse la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en H,O par
oxydation du GSH en GSSG. Une hyperhomocystéinémie pourrait empécher, limiter le
potentiel antioxydant de certaines cellules (Dayal et al., 2002). Ceci a été démontré dans des

45



Etude bibliographique

modeles animaux génétiqguement modifiés. Weiss et al., (2001) ont rapporté que la
surexpression de GPX atténue le dysfonctionnement endothélial induit par I’homocystéine.

Le stress oxydant induit par ’homocystéine peut étre mis en évidence sur différents modeles
cellulaires. Ainsi la potentialisation par I’homocystéine de la toxicité de la protéine amyloide,
qui induit 1’apoptose de cellules de neuroblastome humain différenciées SH-SH-5Y, est
entierement supprimée par les antioxydants tels que la vitamine E et la N-acétylcystéine (Ho
et al., 2001).

1.3.1.2.4. Matrice extracellulaire

L’hyperhomocystéinémie perturbe 1’organisation des tissus conjonctifs entrainant un
basculement du cristallin, une hyperlaxité ligamentaire et un développement anormal des
cartilages, retrouves dans le syndrome de Marfan. Elle agirait sur les fibrillines, mais aussi sur
le collagene en fixant sur les lysines de la tropoélastine empéchant la réticulation de cette
molécule par formation de desmosine. Elle pourrait aussi perturber le métabolisme des

protéoglycanes soufrés tels que le dermatane et I’héparane (Khan et al., 2001).
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Patients et méthodes

I1. Patients et méthodes

11.1. Population d’étude

Notre étude a enrdlé 131 patients admis au service de cardiologie du CHU de Sétif. Tous
ont présenté une pathologie cardiovasculaire confirmée (coronaropathie, accident vasculaire
cérébral, thromboembolisme, valvulopathie...). L’interrogatoire et 1’examen clinique ont été
effectués par les médecins du méme service au cours de I’hospitalisation.
Ces sujets se repartissaient en 61 hommes et 70 femmes (sex ratio de 0,87). La moyenne
d’age était 56 £ 17 ans allant de 20 a 96 ans répartis en 4 tranches; les sujets dont I’age est< a
45 ans (Gp 1), les sujets de 45 a 54 ans (Gp 2), de 55 a 74 ans (Gp 3) et ceux de 75 ans et
plus (Gp 4).
147 sujets apparemment sains ont été choisis comme contrdle et ceci seulement pour 1’étude

génétique du polymorphisme de géne de la MTHFR.

11.2. Prélevements et analyses

Les prélévements de sang sont effectués par ponction veineuse du pli de coude chez tous
les sujets aprés 12 heures de jelne. Le sang est recueilli dans 2 tubes; I’un contenant EDTA
pour I’extraction de I’ADN et 1’étude génétique et, I’autre hépariné placé dans la glace pour le
dosage de I’Hcy, de la vitamine B12 et de I’acide folique. Ce dernier tube a été acheminé
immeédiatement au laboratoire et centrifugé a froid. Les échantillons ont été ensuite congelés a
-20°C jusqu’a analyse.

Les dossiers de malades ont constitu¢ la source d’information. Leur exploitation s’est
effectuée au niveau du CHU. Les facteurs de risque cardiovasculaire (age, sexe, HTA,

obésité, diabéte, tabac).

Toute personne ayant une hypertension systolique supérieure ou égale a 160 mmHg ou
diastolique supérieure ou égale a 95 mmHg est considérée comme hypertendue.

Pour ce qui est des critéres du diagnostic du diabéte: on considére comme diabétique tout
sujet dont la glycéemie a jeun mesurée par la méthode du glucose oxydase, est supérieure a
1,26 g/L de plasma de sang veineux (critére de ’OMS) et tout sujet déja connu et traité pour

diabéte.
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Le tabagisme a été défini par I’habitude de fumer réguliérement au moins une cigarette
par jour, au moment de I’enquéte ou sevrée depuis moins de 3 ans.

On entend par hyperlipidémie une anomalie du métabolisme des lipoprotéines conduisant
a I’¢élévation des taux plasmatiques des lipides sanguins, cholestérol (total ou ses fractions low
density lipoproteins [LDL] et high density lipoprotein [HDL]) et/ou triglycérides. Les types
d’hyperlipidémies ont été classés par Fredrickson, classification simplifiée par De Gennes, et
comprennent classiquement (De Gennes, 1971):
— I’hypercholestérolémie pure: élévation isolée du cholestérol (> 2 g/L);
— I’hypertriglycéridémie: ¢élévation isolée des triglycérides (> 1,5 g/L);
— I’hyperlipidémie mixte: élévation combinée du cholestérol et des triglycérides (> 2 g/L et >

1,5 g/L, respectivement).
11.3. Méthode de dosage des différents parametres biochimiques

11.3.1. Dosage du glucose (Beckman CX9)

Le glucose est oxydé, suite a I’action du glucose oxydase (GOD), en acide gluconique et
en peroxyde d’hydrogeéne. Le peroxyde d’hydrogéne résultant (H,O;), est détecté par la
réaction avec phénol-aminophénazone en présence de peroxydase (POD).

GOD . i
Glucose + O, + H,0O » H,0, + Acide gluconique

, POD .
H,O, + Phénol + 4-AP » Quinone + 4H,0

L’intensité de la couleur formée et mesurée a une longueur d’onde 505 nm est

proportionnelle a la concentration de glucose de 1’échantillon.

11.3.2. Dosage des triglycérides (Beckman CX9)

La méthode de dosage décrite ci-aprés repose sur les travaux de Wahlefeld qui fait appel,
a I'hydrolyse rapide et compléte des triglycérides en glycérol et acides gras, par une
lipoprotéine lipase de micro-organismes. Le glycérol formé est ensuite transformé en
glycérol-3-phosphate, puis oxydé en dihydroxyacétone-phosphate avec formation d'eau
oxygenée. En présence de peroxydase, I'eau oxygénée formée réagit, dans une réaction selon

Trinder, avec I'amino-4 phénazone et le chloro-4 phénol pour former un dérivé coloré rouge.
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Triglycérides + 3H,0 Lipase > Glycérol + 3 RCOOH
Glycérol + ATP Glycérate kinase _  G}ycérol-3-phosphate + ADP
) GP oxydase . . )
Glycérol-3-phosphate + O, > Dihydroxyacétone-phosphate + H,0,

Peroxydase | (Mono-imino-p-benzo
quinone)-4 phénazone +
2H,0 + HCI

H,0O, + Amino-4-phénazone + Chloro-4-phénol

11.3.3. Dosage du cholestérol (Beckman CX9)

Le cholestérol et ses esters sont libérés des lipoprotéines par des détergents. L’estérase de
cholestérol hydrolyse les esters et, H,O, est formé dans 1’oxydation enzymatique suivante du
cholestérol par la cholestérol-oxydase selon les équations suivantes. Dans la derniére réaction,
un composant coloré rouge se forme. La production du quinonimine rouge est mesurée a 505
nm et est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans I’échantillon.

Ester du cholestérol + H,O Cholesterol- esterase » Cholestérol + acides gras

Cholestérol-oxydase

v

Cholestérol + O, 4-Cholestenone + H,0,

POD ] o
2H,0, + 4-AP + Phenol » Quinonimine + 4H,0

11.3.4. Dosage de la créatinine (Beckman CX9)
Le dosage de la créatinine a été effectué suivant une méthode colorimétrique Jaffé mode
cinétique; la créatinine donne avec 1’acide picrique, en milieu alcalin, une coloration rouge

orange. La lecture se fait selon un mode cinétique a 510 nm.

11.3.5. Dosage de I’urée (Beckman CX9)

L’urée est hydrolysée en ammoniac et CO,. L’ammoniac réagit avec le a-cétoglutarate
pour former L-glutamate et NAD" de NADH. Cette réaction est catalysée par glutamate
déshydrogénase (GLDH). La diminution de NADH est proportionelle a la concentration de

I’urée. La lecture se fait selon un mode cinétique a 340 nm.

Uréase
Urée + H,O + 2H* » CO, +2(NH,)*

GLDH
NH," + a-cétoglutarate + NADH » H,0 +NAD" +L-glutamate
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11.3.6. Dosage de la vitamine B12 et de D’acide folique (Immulite 1000, Siemens

Diagnostics)
11.3.6.1. Dosage de la vitamine B12

Il s’agit d’une immunoenzymologie chimioluminescente compétitive a phase solide. La
technique inclue une étape préliminaire de dénaturation par chauffage. La vitamine B12 de
’échantillon du patient est séparée des protéines porteuses par une incubation a 100°C en
présence de dithiothréitol et de cyanure de potassium, pour inactiver les protéines liant la
vitamine B12, méme a des taux trés élevés ainsi que les anticorps anti-facteur intrinséque.

Apres I’étape de dénaturation par chauffage, les échantillons des patients prétraités et du
facteur intrinseéque de porc purifié sont introduits simultanément et incubés dans 1’Unité-test
contenant une bille de polystyréne revétue par un analogue de la vitamine B12 durant 30
minutes a 37°C sous agitation. Pendant cette incubation, la vitamine B12 de I’échantillon
prétraité entre en compétition avec I’analogue de la B12 sur la phase solide pour la fixation
sur un nombre limité de sites de liaison pour la vitamine B12 sur le facteur intrinseque de
porc purifié. Un anti-facteur intrinseque marqué a la phosphatase alcaline est ajouté et
I’Unité-Test est incubé pendant 30 minutes supplémentaires. L’anticorps marqué en exces est

éliminé par un lavage utilisant le principe de la centrifugat ion axiale.

Cycle d’incubation : 2* 30 minutes.

11.3.6.2. Dosage de I’acide folique

Ce dosage est un test en chimiluminescence utilisant un principe de compétition en phase
liquide avec un ligand marqué et une immobilisation in situ avec une protéine porteuse. La
révélation s’effectue au moyen d’un anti-ligand marqué par de la phosphatase alcaline. Les
échantillons a doser doivent subir une ébullition préalable. La phase solide, une bille de
polystyrenes contenue dans I’Unité-Test Immulite, est revétue d’un anticorps monoclonal de

souris spécifique de la protéine porteuse de I’acide folique.

Apres une étape de préparation, I’échantillon du patient ainsi que 1’analogue de ’acide
foligue marqué par un ligand et la protéine porteuse de I’acide folique sont introduits
simultanément dans 1’Unité-Test et incubés durant 30 minutes a +37°C sous agitation.
Pendant cette incubation, 1’acide folique de 1’échantillon rentre en compétition avec
I’analogue d’acide folique marqué par le ligand vis-a-vis d’une quantité limitée de protéine

porteuse de 1’acide folique. Cette protéine porteuse est capturée par 1’anticorps fixé a la
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surface de la bille. L’analogue en exces est éliminé par un lavage utilisant le principe de la
centrifugation axiale. Un anti-ligand marqué a la phosphatase alcaline (conjugué
enzymatique) est ensuite ajouté et 1’Unité-Test est incubée pour 30 min supplémentaire a
+37°C. L’excés de conjugué enzymatique est éliminé par centrifugation axiale.

Cycle d’incubation : 2* 30 minutes.

11.3.6.3. Préparation de la solution de travail pour le dosage de la vitamine B12 et de
I’acide folique

Puisque les échantillons vont étre testés a la fois en vitamine B12 et en acide folique, ils
doivent étre prétraités avec la méme solution de travail. Cette derniere doit contenir 1000
uL/test de solution tampon Borate-cyanure de Potassium, 20 uL/test de folate marqué par un
ligand et 20 plL/test de solution de dithiothréitol. Il convient de multiplier ces volumes par un

facteur légérement supérieur au nombre d’analyses a réaliser.

11.3.6.4. Préparation des échantillons pour le dosage de la vitamine B12 et de I’acide
folique

Dans des tubes préalablement préparés, 200 pL de chaque ajusteur (bas et haut) et
contréles de la vitamine B12 et de 1’acide folique, plasma de patient et 1000 uL de solution de
préparation ont été déposés. Tous ces tubes doivent étre fermés non-hermétiquement et placés
dans un bain d’eau chaude a ébullition (100°C) pendant 15 a 20 minutes. Aprés
refroidissement pendant 5 minutes dans un bain d’eau a température ambiante, au moins 350
uL de I’échantillon ainsi préparé sont pipetés dans une Unité-Echantillon IMMULITE.
Les échantillons ainsi préparés, sont stables a température ambiante (+15°C/+28°C) ou a

2°C/8°C pendant une heure avant la réalisation du dosage.

I1.3.7. Dosage de I’homocystéine (Immulite 1000, Siemens Diagnostics)

Le dosage de I’Hcy a ¢été effectué¢ sur I’automate Immulite 1000 (laboratoire central,
Sétif); il s’agit d’un immunodosage par compétition avec marqueur luminescent. Ce test
inclut une étape préliminaire manuelle de prétraitement des échantillons.

11.3.7.1. Préparation de la solution de prétraitement des échantillons

La solution de prétraitement B contenant le dithiothréitol (DTT) dans un tampon, doit
étre diluée au 1/10 dans de I’eau distillée ou désionisée avant d’étre ajoutée a un volume égal
de solution de prétraitement A. Cette derniere est constituée de S-adénosyl-L-homocystéine
hydrolase bovine dans un tampon avec conservateur. Des quantités suffisantes sont préparées

pour le nombre de tests a réaliser.
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Cette solution de prétraitement des échantillons doit étre utilisée dans les 2 heures suivant la

préparation.
11.3.7.2. Prétraitement des échantillons

Dans des tubes de verre étiquetés, 300 uL de solution de travail de prétraitement des
¢chantillons sont déposés avec 15 pL de plasma non prétraité. Aprés une incubation pendant
30 minutes a +37°C dans un bain-marie ou une étuve, I’homocystéine des échantillons
plasmatiques de patients est séparée des protéines de liaison et convertie en S-adénosyl

homocystéine (SAH).

Les échantillons prétraités sont stables a température ambiante (+15°C/+28°C) ou réfrigérés a

+2°C/+8°C 1 heure avant dosage.

L’échantillon prétraité et 1’anticorps anti-SAH marqué a la phosphatase alcaline sont
introduits simultanément dans 1’unité test qui contient une bille de polystyréne recouverte de
SAH. Pendant une incubation de 30 minutes, le SAH provenant de 1’échantillon prétraité entre
en compétition avec le SAH fixé pour se lier a I’anticorps anti-SAH marqué a la phosphatase
alcaline. Le conjugué non lié est éliminé par lavage et séparé par centrifugation. Le substrat

est ajouté et la procédure continue comme décrite pour les immunodosages classiques.
Les concentrations de I’Hcy sont exprimées en umol/L.

I1.4. Recherche de la mutation

I1.4.1. Extraction d’ADN a partir de leucocytes isolés

L’ADN génomique a été isolé des leucocytes a partir de 10 mL de sang total prélevé sur
EDTA (I’héparine inhibant 1’action de la Taq polymérase) par la méthode conventionnelle au
Phenol-Chloroforme.

Protocole d’extraction

e Lyse des Cellules : Tout le matériel doit étre stérile

- dans un tube conique de 50 mL; le sang total (10 mL) complété a 50 mL avec du TE
est mis dans la glace durant 20 min. Il est homogénéisé puis centrifuge a +4°C pendant
20 min a 4000 rpm.

- a I’issue de la centrifugation, le surnageant est déversé.
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- le TE est ensuite ajouté jusqu’a 35 mL au culot, le tout est agité en suspension et

laissé 20 min dans la glace puis centrifugé dans les mémes conditions précédentes.

- ensuite le surnageant est encore une fois déversé pour obtenir du culot de leucocytes

(la méme opération de lavage est refait 2 a 3 fois jusqu’a 1’obtention d’un culot blanc).

- enfin 1000 pL du TE 10:1 sont ajoutés au culot et homogénéisé vigoureusement au
vortex (suspension de leucocytes) puis conservé a —20°C dans le congélateur (si

nécessaire) jusqu’a utilisation.

- la suspension des leucocytes est décongelée puis homogéenéisée par le vortex et mise

en suspension.

- dans un tube eppendorf, 200 pL de la suspension des leucocytes déja préparé sont
pipetés. Ensuite, 500 pL de tampon de lyse 1X, 20 pL de protéinase K (2%) et 30 pL
de SDS (20%) sont ajoutés. Les tubes eppendorf doivent étre couvris avec du papier
parafilm, mélangés délicatement par simple retournement, puis incubés une nuit au

bain marie a 56°C.

e Extraction au Phenol/Chloroforme/Alcool isoamylique (si possible sous hotte

chimique)

1% extraction
- Un mélange de Phénol/CHCLs/Alcool isoamylique (25 :24 :1) est placé dans un
flacon puis délaissé se stabiliser.

- 750 pL de ce mélange (1V/1V) sont ajoutés de la veille aux tubes eppendorf, apres
agitation énergiquement a la main, le papier parafilm est enlevé puis ces tubes sont

placés dans la glace 20 min puis centrifugés 20 min a 4000 rpm.

- a ’aide d’une pipette automatique dont ’extrémité effilé de I’embout a pointe

mousse, le surnageant (~ 750 uL) est transféré dans un nouveau tube eppendorf.

2°Me axtraction
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- 750 pL de CHCL3/Alcool isoamylique (24/1) sont ajoutés aux tubes qui vont étre
agités energiquement pendant 20 min, puis placés dans la glace 20 min et centrifugés
20 min a 4000 rpm.

- a I’aide d’une pipette automatique, le surnageant est transféré dans un nouveau tube
eppendorf contenant 75 pL d’acétate de sodium (3 M, pH 7) et le volume de ce tube

est complété avec de 1’éthanol 95% préalablement refroidi.

- Aprés mélange lentement par retournement, un précipité se forme petit a petit
(méduse d’ADN).

- la pelote d’ADN récupérée avec une pipette Pasteur recourbée est transférée dans un
autre tube eppendorf contenant 500 plL d’éthanol 70 %, ’ADN est remet en
suspension puis centrifugé 40 min a 4000 rpm.

- le précipité est "repéché”, égoutté sur les bords du tube et transféré dans un tube
contenant de TE. Selon la grosseur de la pelote et la concentration souhaitée, entre 50
et 300 uL de TE sont ajoutés.

- les tubes sont tournés sur un agitateur oscillant de 3-4 heures a 37 °C (ou 56 °C

pendant 1 heure)

- ’ADN pur est conservé a 4°C jusqu’a utilisation.
I1.4.2. Détermination de la pureté de ’ADN
11.4.2.1. Principe

L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent a
280 nm.

Par mesure spectrophotométrique de la densité optique (DO) de I’ADN et par le moyen
du rapport DO 260 nm/DO 280 nm, la pureté de ’ADN est déterminée en indiquant la

contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.

On considere que :
- ’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/D0O280 est compris entre 1,8 et 2
(1,8<R<2);
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- I’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/D0280 < 1,8 ;
- I’ ADN est contaminé par les ARN si : DO260/D0O280 > 2.

La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contamingé, un bon résultat est a écarter dans
les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable de procéder par la
réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté¢ souhaitée. Les ADN purs sont

conservés a + 4°C jusqu’a utilisation.
11.4.2.2. Technique

L’échantillon est dilué¢ au 1/100 dans 1’eau distillée (10 pL de I’ADN solubilis¢ dans 990
uL de I’eau stérile) et les DO sont lues par spectrophotométrie dans le méme type de cuve que

celle ayant servi a faire le zéro (eau stérile) a 260 et a 280 nm.

11.4.3. Détermination de la concentration de ’ADN
Principe

La concentration de I’ADN est déterminée directement par spectrophotométrie
(Nanodrop ND-1000). La densité optique & 260 nm permet de calculer la concentration de
I’ ADN sachant que: 1 unité de DOy nm = 50 pg/mL d’ADN double brin

La concentration de I’ADN en pg/mL = facteur de dilution x DOy x 50 pg/mL.

Une dilution a 50 ng/mL est réalisée pour utilisation au moment de la PCR.

11.4.4. Amplification d’ADN par PCR

PCR est I’abréviation de 1’expression anglaise Polymerase Chain Reaction ou réaction
en chaine par polymérase. La PCR est une technique de réplication ciblée in vitro, mise au
point par Karry Mullis en 1985.

Principe
La PCR permet 1’amplification d’un segment d’ADN compris entre deux régions de

séquences connues par un procédé d’extension d’amorce (ou primers). Elle consiste a utiliser
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deux amorces oligonucléotidiques de synthése 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 1’autre, une copie du brin non codant. Sous I’action d’une
enzyme (Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le sens 5°—3” d’une séquence
exactement complémentaire du brin recopié. A chaque étape de PCR, le nombre de segments
d’ADN cible double n cycles permettent ainsi d’obtenir 2" copies d’ADN.

La réaction de PCR se décompose en trois étapes:
* dénaturation en deux brins monocaténaires
* hybridation des amorces sur la cible
* syntheése d’un nouveau brin a partir des amorces par la Tq polymérase.
Il en résulte deux ADN bicaténaires.
11.4.4.1. Recherche de la mutation C677T du gene MTHFR
Principe

La mutation C677T du gene de la MTHFR a été déterminée pour la premiere fois par la
méthode PCR/RFLP décrite par Frosst et al. (1995).

Le principe de la PCR est la synthése de multiples copies d’une séquence d’ADN
spécifique, ’ADN cible amplifi¢ est analysé par RFLP (polymorphisme de longueur des
fragments de restriction). Le RFLP refléte une difféerence (un polymorphisme) au niveau d’un
site particulier de reconnaissance d’une enzyme de restriction donnée. Apres digestion
enzymatique, les fragments de restrictions sont soumis a une électrophorése sur gel qui
permet leur séparation en fonction de leur taille. La variabilité d’un site de restriction se
manifeste par la présence ou 1’absence de celui-Ci, ce qui se traduit par un polymorphisme des

longueurs des fragments de restriction.

Analyse du polymorphisme de la MTHFR C677T par LightCycler PCR®

Un fragment de 233 bp du gene de la MTHFR est amplifié¢ a partir d’ADN génomique

humain, a 1’aide d’amorces spécifiques et détecté par fluorescence a 1’aide de deux sondes
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HybProbe spécifiques en utilisant le Light Cycler®Fast Start""> DNA Master Hybridization
Probes (Roche Diagnostics), LightMix® (TIB MOL BIOL, Berlin, Germany) and
LightCycler®Instrument1.2.

3 uL d'ADN (concentration de 50 a 100 ng/uL) sont mélangés a 3,5 uLL d’H,0 (PCR-
grade), & 0,5 pL de chaque amorce® (& une concentration de 0,2 pM) et 1 pL du kit LC
hybridation probe?, et 2 uL contenant MTHFR R mix (voir, ci-dessous). Selon le principe de
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), des sondes d'hybridation fluorescentes Flu
et Red spécifiques sont ajoutées; la PCR comprend une étape de dénaturation a 95°C pendant
10 minutes, 45 cycles d'amplification a 95°C avec une dénaturation pendant 5 secondes (sec)
puis une hybridation a 55°C pendant 10 sec et enfin une extension a 72°C pendant 15 sec. La
courbe de fusion (melting curves) nécessite une étape de 20 sec a 95°C, de 20 sec a 40°C et de
0 sec a 85°C puis le refroidissement termine le cycle a 40°C pendant 30 sec afin de permettre
la fusion progressive des doubles brins d'’ADN et des sondes. Les résultats sont lus sur le

canal a 640 nm pour la mutation C677T.

! Les amorces utilisées pour 1’é¢tude du polymorphisme de la MTHFR C677T sont :

e séquences MTHFR sense: 5-TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3'
e seéquences MTHFR nonsense 5-TGATGCCCATGTCGGTGC-3'

2 Les séquences hybridation probe sont :
e 5-TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT-3’-
Flu
e 5’-LC-640-CGG GAG CCG ATT TCATCAT-3’-PHO

Réactifs — Solutions de travail

Les composants suivants sont ajoutés dans un tube eppendorf a 1,5 mL, ce dernier est

placé sur de la glace, en respectant I’ordre indiqué ci-dessous:

1. MTHFR DIL (Diluant MTHFR) (3,5 HL)

e H,0, qualité PCR grade
2. MTHFR MD Mix (Mélange de détection de la mutation MTHFR C677T) (2 puL)
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e amorce sens (0,5 pL) et antisens (0,5 uL) MTHFR

e sonde HybProbe Red 640 MTHFR (0,5 pL)

e sonde HybProbe Fluorescéine MTHFR (0,5 pL)
3. MTHFR R Mix (Mélange de réaction MTHFR) (2 uL)

e Tampon Tris-HCI
e Taq polymérase
e dNTP

e MgCl,

Ces composants sont melangés doucement. 7,5 pL de mélange principal sont pipetés dans
chaque tube capillaire LightCycler® préalablement refroidi. 3 pL d’ADN d’échantillon isolés
ou du contrdle sont ajoutés, puis chaque tube capillaire est fermé hermétiquement a ’aide
d’un bouchon en utilisant le dispositif de pose de bouchon LC Capping Tool. Ces tubes sont
centrifugés a 735 x g pendant 30 secondes. A 1’issue de la centrifugation, le carrousel
LightCycler® est transféré sur I’instrument LightCycler® 1.2.

Le résultat de I’analyse de I’ADN d’échantillon doit toujours afficher un profil de
courbe de fusion pour le génotype homozygote sauvage, homozygote mutant ou hétérozygote.
Les pics de fusion permettent de différencier les génotypes homozygotes (sauvage ou mutant)
et hétérozygotes. Les homozygotes 677CC donnent un pic a 63°C, les mutés (677 TT) un pic
a 54,5°C et les hétérozygotes (677TC) 2 pics a 54,5°C et 63°C (Fig. 13).
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Figure 13. Les courbes obtenues aprés PCR par le Light-Cycler pour la recherche du
polymorphisme 677 du géne de la MTHFR.

11.4.4.2. Recherche de la mutation 844ins68 du gene de la CBS

La mise en évidence de la mutation de la CBS 844ins68 a été déterminée par la PCR dans

le thermocycler (Biometra).
Les amorces utilisées pour I’étude du polymorphisme de la CBS sont :
» 5-CTG GCC TTG AGC CCT GAA-3' Forward

= 5-GGC CGG GCT CTG GAC T-3' Reverse

Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de la PCR

Dans des microtubes stériles de 0,5 mL, pour un volume total de 50 uL, les composants

suivants sont mis:
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ddH20 33puL
(NH4)2S04 Buffer (10x) 5 L
dNTP (10 mM) 2 uL
MgCl2 (25 mM) 3L
Primer sens (10 pM) luL
Primer anti-sens (10 pM) 1pL
Taq polymérase  (5U/uL) 2 UL
DNA 3puL

Taq polymérase doit étre distribuée trés rapidement car elle doit rester le plus possible a -
20°C.

La quantité de chaque composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un
autre. C’est le tube témoin négatif dans lequel on met uniquement le mélange sans ADN. Pour

les autres tubes, 3 pL d’ADN sont mélangés a 47 pL du mix.
Déroulement des cycles de la PCR

La séquence cible de I’ADN est amplifiée par 35 cycles. Chaque cycle se divise en trois
étapes qui se déroulent a différentes températures: la dénaturation, I’hybridation des amorces

et I’¢longation.

Les conditions d’amplification sont comme suit: une dénaturation initiale a 94°C pendant
4 min, suivie de 35 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant 1
min, une hybridation a 63°C pendant 30 sec et une élongation a 72°C pendant 1 min et enfin
une elongation finale & 72°C pendant 10 minutes. La PCR doit étre lancée rapidement pour

éviter une réaction non speécifique.
Electrophorese du produit PCR

Le contrdle du produit PCR s’effectue par une €lectrophoreése sur un gel d’agarose a 2%

additionné de 30 pl de bromure d’éthidium (BT) et coulé sur plaque de cuve horizontale.
Dans chaque puits du gel, il est déposé :
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- 10 pL du produit PCR + une goutte de bleu de bromophénol (BBP).
- 3 UL de marqueur de taille (PM 100 pb, DNA Loader +).

Les dépbts se font du c6té cathode (-). Le systétme soumis a une migration sous un

courant de 90 a 120 volts pendant 1 heure.

Les fragments sont révélés par le bromure d’éthidium, réactif intercalant qui se fixe entre
les bases nucléiques a I’intérieur de la double hélice et qui rendra les ADN fluorescents par

exposition a I’ultras violet (UV).

Plus le fragment a une taille élevée, moins la migration électrophorétique par rapport au
puits d’inclusion sera importante. A 1’oppose, les fragments de petites tailles auront une
distance de migration plus élevee (Fig. 14).

252 bp
184 bp

Figure 14. Profil d’¢lectrophorése sur gel d’agarose (2%) insertion/délétion de la CBS
844ins68.

I1.5. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été effectuée par le programme GraphPad Prism pour Windows.
Les donnees ont été exprimeées en pourcentages et frequences pour les variables qualitatives et

en moyenne + écart type pour les variables quantitatives.
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La comparaison entre variables continues a été réalisée par le calcul du test t Student et les
comparaisons multiples ont été faites par 1’analyse de variance des rangs suivie par le test de

Tukey.

La corrélation entre les différents parameétres a été déterminée par le calcul du coefficient de

corrélation de Pearson.

Pour déterminer la relation épidémiologique entre le facteur d’exposition a la mutation pour
le géne de la MTHFR et I’incidence des maladies cardiovasculaires, le calcul de 1'Odds ratio

peut étre une bonne approximation du risque relatif en utilisant le tableau de contingence.

Le seuil critique a priori est de 0,05 (risque o). Si la valeur de p calculée a posteriori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement

significative.
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I11. Résultats

I11.1. Description de la population d’étude et fréquences de différents

facteurs de risque

L’échantillon de la présente étude regroupe 61 hommes (46,56 %) et 70 femmes (53,44
%). Cette répartition des sujets selon le sexe montre que les MCV affectent avec les mémes
fréquences aussi bien les hommes que les femmes au cours des différentes classes d’age. En
revanche aprés 60 ans, le sex ratio est déséquilibré en faveur des femmes (y°=7,4, ddI=1, p
p<0,05)
Notre échantillon s’étale sur une étendue de 76 ans avec un &ge minimal de 20 ans et un age
maximal de 96 ans. L’age moyen était 56,21 *+ 16,85 ans. Il est de 52,52 + 16,89 ans chez les
sujets du sexe masculin et de 59,37 £ 16,33 ans chez les sujets du sexe féminin. Le tableau 9
et la figure 15 montrent une augmentation de ’atteinte cardiovasculaire avec 1’age pour les

deux sexes et notamment chez les femmes.

Tableau 9. Répartition des sujets atteints de MCV selon 1’age et le sexe

Total Hommes Femmes
Age % % %
20-29 |55 7,1 4,1
30-39 | 13,2 16,7 10,2
40-49 | 19,8 23,8 16,3
50-59 | 18,7 26,2 12,25
>60 42,8 26,2 57,15*
Total | 100 100 100

* p<0,05 entre les deux sexes
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Figure 15. Représentation graphique de la répartition des sujets atteints de MCV selon 1’age

et le sexe, * p < 0,05 (vs. Groupe d’hommes).

Les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des patients sont décrites dans

les tableaux 10 et 11.

Tableau 10. Variations des métabolites biochimiques en fonction des types de

MCV(moyenne + SD)
Insuffisance Cardiopathie | Pathologie Valvulopathies
cardiaque et ischémique vasculaire et Maladies du
cardiomyopathies péricarde et de

I’endocarde

Age (ans)

59,06+14,21 59,02+16,39 | 50,65+19,97 45,86+17,51

Homocystéine (umol/L)

39,69+10,12 36,31+11,14 34,9+8,87 30,5+7,08

Vitamine B12 (pg/mL)

489,4+342,1 337,8+227,1 | 317,3+243,8 305+140,4

Folates (ng/mL) 17,18+6,74 16,76+6,24 17,55+6,76 18,23+7,26
Glycémie (g/L) 1,34+0,74 1,3+0,64 1,01+0,28 1,5+1,01
Cholestérolémie (g/L) 1,42+0,43 1,7+0,37 1,54+0,55 1,33+0,38
Triglycéridémie (g/L) 1,14+0,5 1,71+0,91 1,97+1,89 1,29+0,34
Urémie (g/L) 0,4740,2 0,45+0,49 0,37+0,18 0,22+0,08

Créatininémie (umol/L)

127,7+80,65 107,3+54,21 106+47,71 71,33+12,26
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Tableau 11. Caractéristiques de la population d’étude (moyenne + SD; n)

Total Hommes Femmes
Age (ans) 56,21+16,85 52,52+16,89 59,37+16,33
Tabac (n) % 25,84 55 2,08***
Diabete (n) % 35,63 25,64 43,75
Obésité 13,48 0 24 4Q***
(n) %
Hypertension 34,83 27,5 40,82
(n) %
Dyslipidémie 26,97 21,74 31,32
(n) %
Homocystéine 35,74+10,28 35,40+10,35 36,04+10,32
(umol/L)
Vitamine B12 397,6+324.,9 375,0+£366,1 417,5+£285,8
(pg/mL)
Folates (ng/mL) 17,16+6,29 16,45+6,39 17,8046,19
Glycémie (g/L) 1,26+0,63 1,15+0,55 1,34+0,68
Cholestérolémie 1,59+0,42 1,59+0,47 1,59+0,38
(g/L)
Triglycéridémie 1,63+1,11 1,33+0,51 1,87+1,36*
(9/L)
Urémie (g/L) 0,41+0,37 0,33£0,22 0,47+0,45
Créatininémie 108,5+55,55 114,4+49,17 103.8+60.21
(umol/L)

* T-Test p<0,05 entre les deux sexes

*** p<0,001, test de Fisher, comparaison entre les deux sexes

Sur I’ensemble de la population d’étude, une grande frange des malades (53 %) est
affectée de cardiopathie ischémique, alors que 20 % ont de pathologie vasculaire et 18,82 %
d’insuffisance cardiaque et de cardiomyopathies. Les valvulopathies et les maladies du
péricarde et de I’endocarde ont été trouvées Seulement chez 8,23 % des patients. Les valeurs

des parametres biochimiques ne sont pas différentes entre ces sous groupes.
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L’obésité est significativement plus observée chez les femmes (24,49 % vs 0 %) dans
toutes les classes d’age avec qui, elle progresse pour culminer dans la tranche des 55-74 ans
(28,57 %, p=0,007) (Fig. 16). L’obésité est associée a un niveau légérement élevé des TG
chez les femmes (1,68 + 1,35 g/L chez les normaux vs 2,36 + 1,32 g/L chez les obeses, p =
0,1684), alors que le taux de cholestérol présente des valeurs homogenes chez les obeses et les
non obéses (1,66 + 0,43 g/L vs 1,57 £ 0,37 g/L, respectivement).
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Figure 16. Variations des fréquences de I’obésité selon les tranches d’age chez les sujets
atteints de MCV, ** p < 0,01 (Gp3 vs. Gpl).

La fréquence du tabagisme fumée atteint 25,84 %, elle est significativement plus élevée
chez les hommes (55 % vs 2,08 %, p<0,001).

Conformément aux recommandations pour la mesure de la pression artérielle, les résultats
indiquent une frequence de 34,83 %, avec un pourcentage plus important de femmes
hypertendues que d’hommes (40,82 % vs 27,5 %, p = 0,26), neanmoins cette différence ne
semble pas statistiquement significative. La fréquence de I’hypertension artérielle augmente
avec 1’age notamment chez les hommes (Fig. 17); en effet, elle passe de 14,28 % chez les 20-
44 ans (hommes: 8,33 %; femmes: 22,22 %) a 39,13 % chez les 45-54 ans (hommes: 28,57
%; femmes: 55,55 %) et 28,57 % chez les 55-74 ans (hommes: 14,28 %; femmes: 33,33 %)

pour atteindre 35,29 % au-dela des 75 ans (hommes: 71,43 %; femmes: 60 %).
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Figure 17. Variations des fréquences de I’'HTA selon les tranches d’age chez les hommes,
**n < 0,01 (Gp4 vs. Gpl).

Cette fréquence élevée de I’'HTA chez les hommes a age avancé, a été réaffirmée apreés
stratification de notre échantillon selon ce facteur de risque. En fait, I’Age moyen des hommes
hypertendus (63,73 + 17,2 ans) était significativement plus élevé que celui des normaux
(48,38 £ 15,61 ans) (p < 0,05) (Tab. 11).

En outre, 1’analyse de comparaison des moyennes a montré des différences dans les taux
plasmatiques d’Hcy et de Glc entre les hypertendus et les non hypertendus.
L’homocystéinémie et la glycémie sont respectivement de 33,44 + 9,29 umol/L et 1,06 + 0,45
g/L chez ces derniers, alors qu’elles atteignent 40,88 + 10,35 umol/L et 1,63 + 0,76 g/L chez
les sujets hypertendus (p < 0,0001). Ces constatations ont été décelées aussi bien chez les

hommes que les femmes (Tab. 12).
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Tableau 12. Variation des paramétres biochimiques en fonction de ’HTA

Total Hommes Femmes
PA normale HTA PA HTA PA HTA
normale normale
Age (ans) 53,02+17,16 62,52+15,17* | 48,38+15,61 63,73+17,2* | 57,66+17,64 | 61,85+14,30
Homocystéine 33,44+9,29  40,88+10,35*** | 33,33+9,32  40,79+11,4* | 33,56+9,43 | 40,94+10,0*
(umol/L)
Vitamine B12 398,4+301,9 299,2+155,8 343,6+268,5 242,5+136,1 | 453,2+327,5 | 330,3+160,3
(pg/mL)
Folates (ng/mL) | 17,37+6,46 16,71+ 6,21 16,1746,84  16,5845,82 | 18,58+5,93 | 16,79+6,57
Glycémie (g/L) 1,06+0,45 1,63+0,76*** 1,03+0,50 1,48+0,61* 1,08+0,39 | 1,71+0,83**
Cholestérolémie 1,6240,48 1,56+0,29 1,6340,52 1,56+0,28 1,6240,45 1,5740,3
(g/L)
Triglycéridémie 1,60+1,17 1,63+0,97 1,28+0,44 1,24+0,24 1,90+1,53 1,84+1,15
(g/L)
Urémie (g/L) 0,38+0,40 0,47+0,31 0,32+0,22 0,37+0,25 0,43+0,52 0,52+0,33
Créatininémie 97,00+35,57 126,2480,17* | 103,7+26,03 133,8+91,45 | 90,52+42,31 | 122,3+76,18
(umol/L)

* et *** p <0,05et <0,0001 respectivement. Comparaison réalisée par test de Fisher entre
PA normale vs HTA.

35,63 % de cet échantillon répond a la définition de I’OMS du diabéte (glucose
plasmatique a jeun > 1,26 g/L). Cette épidémie touche avec prédilection les femmes (43,75 %
femmes vs 25,64 % hommes, p = 0,114) et elle semble dépendante de 1’age. Sa fréquence
passe de 20 % chez les 20-44 ans (hommes: 9,1 %; femmes: 33,33 %) a 30,43 % chez les 45-
54 ans (hommes: 21,43 %; femmes: 44,44 %) pour atteindre 35,71 % chez les 55-74 ans
(hommes: 14,28 %; femmes: 42,85 %) et 62,5 % au-dela de 75 ans (hommes: 71,43 %;

femmes: 55,55 %) (p > 0,05).

La classification des sujets en deux sous groupes en fonction de la valeur critique du Glc
sanguin, a permis de ressortir une différence seulement au niveau des valeurs de 1’age et de
I’urée (53,27 £ 15,63 vs 62,35 £ 17,21 ans et 0,34 £ 0,21 vs 0,54 + 0,53 g/L, respectivement;
p < 0,05). Alors que les autres parametres biochimiques ne sont pas différents entre les

diabétiques et les non diabétiques.
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En plus, le regroupement des malades ayant ces deux facteurs de risque, diabete et
hypertension, a fait révéler chez eux une concentration moyenne élevée de créatinine (140,1 £
93,98 umol/L) mais non de I’homocystéine. La valeur de cette derniére chez les sujets
hypertendus et diabétique était similaire a celle trouvée chez les sujets hypertendus ayant une

glycémie normale (Tab. 13).

Tableau 13. Variation des paramétres biochimiques en fonction de I’'HTA et du diabéte

PA normale HTA
Sujets non Sujets diabétiques Sujets non Sujets diabétiques
diabétiques diabétiques
Age (ans) 51,86 £16,17 57,38+18,39 58,58+13,53 65,94+15,87 *
Homocystéine 32,78+8,9 37,07+9,98 43,57+10,04** 40,06+10,01*
(umol/L)
Vitamine B12 | 400,4+303,1 417+326,2 278,3£171,8 318,2+150,2
(pg/mL)
Folates (ng/mL) | 17,69+6,5 16,42+6,15 17,35+6,64 16,22+6,24

Glycémie (g/L) | 0,86%0,16 | 1,71+0,48***§8§ | 1,02+0,14 | 2,04+0,73***§§§

Cholestérolémie | 1,63+0,47 1,6+0,53 1,51+0,29 1,59+0,29
Trigl)sg({elr_i)démie 1,6+1,26 1,62+0,78 1,45+0,69 1,76+£1,14
Urér(r(fji/eng/L) 0,32+0,2 0,55+0,73 0,39+0,25 0,54+0,34
Creatininémie | 98,47£33,52 02,24+42,71 105,2+50 140,1+93,98*
(umol/L)

Comparaison réalisée par test ANOVA
*vs groupe des sujets non hypertendus et non diabétiques, * p < 0,05 et *** p < 0,0001
§ vs groupe des sujets hypertendus et non diabétiques, §88 p < 0,001

L’anomalie lipidique a touché 4,28 % des patients, ses fréquences étaient similaires chez
les deux sexes: 0 % hommes vs. 7,69 % femmes (p = 0,25) (Tab. 11).

L’hypercholestérolémie est rencontrée chez 11,11 % (hommes 13,16 %; femmes 9,3%,
p=0,72) alors que I’hypertriglycéridémie chez 45,07 % des cas (hommes 32,26 %; femmes 55
%, p=0,09).
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I11.2. Caracteristiques biochimiques des sujets atteints de maladies

cardiovasculaires

e Glycémie

Les concentrations moyennes du glucose étaient 1,34 + 0,68 g/L vs 1,15 + 0,55 g/L (p >
0,05) respectivement chez les femmes et les hommes. Notre population d’étude semble
toucher par ce facteur de risque; en effet, on a colligé plus d’un tiers des sujets atteints du
diabete et une moyenne de glycémie (1,26 + 0,63 g/L) proche de la limite critique du diabéte
définie par I’ American Diabetes Association (> 1,26 g/L) (Tab. 11).

e Triglycérides

Le niveau des triglycérides plasmatiques atteint 1,63 + 1,11 g/L, et est plus élevé chez les
femmes (1,33+0,51 hommes versus 1,87+1,36 g/L femmes, p < 0,05) (Tab. 11).
Ces valeurs de triglycérides plasmatiques ont des conséquences sur 1’état sanitaire des
malades étant donné que les concentrations moyennes obtenues sont supérieures de la

catégorie d'un bilan normal surtout chez les femmes.

e Cholestérol

Les analyses biochimiques ont montré des concentrations en cholestérol non
pathologiques (< 2g/l). La cholestérolémie moyenne atteint 1,59 + 0,42 g/L, sans différence
entre les deux sexes (1,59 + 0,47 g/L hommes vs 1,59 + 0,38 g/L femmes) (Tab. 11). Ainsi, le
test de corrélation n’a pas révélé une interaction entre la cholestérolémie et les autres facteurs

dosés.

e Créatinine

La créatininémie moyenne atteint 108,5 + 55,55 umol/L, sans différence selon le sexe
(hommes: 114,4 £ 49,17 pmol/L vs femmes: 103,8 £ 60,21 pmol/L). La fonction rénale
semble étre moins bonne chez les hommes a un age avancé (> 75 ans, créatinine 159,2 +
93,51 umol/L) (Fig. 18). Pour les valeurs des autres classes, elles se situent dans la catégorie
d’un bilan normal. (Tab. 11). Ces résultats indiquent que la fonction rénale est normale, et

qu’aucune corrélation ne peut étre suscitée entre cette fonction et les MCV.
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Figure 18. Variation de la créatininémie en fonction des groupes d’age chez les patients avec
maladies cardiovasculaires, * p <0,05 (Gp4 vs Gp2: 45-54 ans, ANOVA).

e Urée

D'aprés les résultats obtenus, la fonction rénale des sujets atteints de MCV est intacte,
donc I'absence de toute corrélation entre la maladie en question est I'insuffisance renale. Les
concentrations plasmatiques de ce métabolite sont 0,41 + 0,37, 0,33 + 0,22 et 0,47+0,45 g/L
colligées en respective chez le total, le groupe des hommes et le groupe des femmes (Tab.
11). Les analyses statistiques ont révélées une corrélation positive entre la créatininémie et
I’urémie (r=0,42; p <0,0001).

e Folates et vitamine B12

L’évaluation des taux des vitamines B12 et B9 ont permet d’enregistrer des valeurs qui
se situent dans les limites de la normale. En effet, leurs concentrations atteignent
respectivement 397,6 + 324,9 pg/mL et 17,16 + 6,29 ng/mL et elles sont indépendantes des
facteurs de risque cardiovasculaire étudiés (sexe, age, obésité, HTA et diabete). Par ailleurs,
comme il est prévu, le test de corrélation a révélé un lien étroit entre ces deux vitamines (r=
0,43, p<0,0001).
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Effet des folates sur les métabolites biochimiques

La stratification des sujets atteints de MCV selon les limites de folatémie (< et > 16
ng/mL), nous n’a pas permis de resurgir une différence entre les taux de Glc, de TG, de Chol,
de tHcy, d’urée et de créatinine dans les deux classes. Puisque les folates sont corrélés
positivement a la vitamine B12, la diminution de taux de folates (< 16 ng/mL) entraine
I’abaissement de celui de la vitamine B12 (309,7 £ 221,6 pg/mL) et vice versa (folates > 16
ng/mL, 485,5 + 385,4 pg/mL de vitamines B12) (Tab. 14).

Tableau 14. Caractéristiques biochimique selon les concentrations des folates

Folates < 16 ng/mL Folates >16 ng/mL

Age (ans) 53,64 + 16,42 58,62 + 17,07
Vitamine B12, pg/mL 309,7 £ 221,6 485,5 + 385,4 **
Folate, ng/mL 11,62 + 2,66 22,81 + 2,99 ***
Homocystéine, umol/L 36,44 + 10,05 35,04 £ 10,57
Glycémie, g/L 1,30 £ 0,65 1,21+ 0,62
Cholestérolémie, g/L 1,65+0,41 1,53+0,43
Triglycéridémie, g/L 151+0,41 1,74 £1,38
Urémie, g/L 0,35+0,21 0,47 + 0,47
Créatininémie, pumol/L 109,2 + 55,64 105,9 + 57,98

***p< 0,0001 et ** p< 0,001

e Homocystéinémie

Les valeurs de I’homocystéine plasmatique oscillent entre 16,1 et 51 pmol/L. La
concentration moyenne atteint 35,74 + 10,28 pmol/L. 22,45 % des sujets ont une
hyperhomocystéinémie modérée et 77,55 % possedent une hyperhomocystéinémie de grade
intermédiaire  (p<0,0001). Cette fréquence importante de [’hyperhomocystéinémie
intermédiaire comparée a celle modeérée est retrouvée ainsi aussi bien chez les hommes (21,15
% vs 78,84 %) que les femmes (23,91 % vs 76,09 %) (p < 0,0001).
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Lorsque tHcy a été corrélée avec I'age, I’analyse statistique a monté qu’il y avait un li

cn

significatif entre ces deux facteurs (p = 0,035, r = 0,22) (Tab. 15), ce lien est plus fort

notamment chez le groupe d’hommes (p = 0,035, r = 0,32).

Tableau 15. Les corrélations significatives colligées entre les différents parametres

r Y
Age vs urée 0,23 0,035
tHcy vs age 0,22 0,035
tHcy vs urée 0,23 0,037
tHcy vs creatinine 0,27 0,013
Vitamine B12 vs folates 0,43 P<0,0001
Créatinine vs urée 0,42 P<0,0001

En effet, la concentration moyenne de I’Hcy s’éléve continuellement avec 1’age passant
de 33,9 + 8,14 umol/L entre 20-45 ans a 43,6 + 7,99 umol/L au-dela de 75 ans (p < 0,01).

(Fig. 19). Cependant, cette différence n’apparait pas chez les femmes lorsque on stratifie

I’homocystéinémie selon les tranches d’age (p = 0,387) (Tab. 16).

[T

Hey total {(pmalfL)

- Age {ans)

<45 45-54 55-74

Figure 19. Concentration de tHcy selon les groupes d’age chez les patients avec maladies
cardiovasculaires. * p <0,05 (Gp4 vs. Gpl et Gp2, ANOVA).
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Concernant I’effet du sexe sur le taux de tHcy, nos résultats ont révélé que les valeurs
d’homocystéinémie étaient identiques entre femmes et hommes (36,04 £ 10,32 et 35,40 +1
0,35 pmol/L, respectivement) (Tab. 16).

Tableau 16. Concentration de I’homocysteine totale (tHCY)) en fonction les classes d’ages et
le sexe chez les sujets atteints de MCV

tHcy total tHcy chez les tHcy chez les femmes
(umol/L) hommes (umol/L)
(umol/L)
Total 35,74 + 10,28 35,40 + 10,35 36,04 + 10,32
Age: <55 ans 34,02 £10,15 33,43 £10,47 34,9 £9,86
>55 ans 38,53 £ 9,99* 40,79 £ 8,67* 37,5+ 105
*p<0,05

tHcy et les métabolites biochimiques

Quand les paramétres biochimiques ont été comparés entre le groupe des patients ayant
une HHcy modérée a celui d’HHcy intermédiaire, des légeres diminutions de folates et de
vitamines B12 et une augmentation non significative des taux de Glc, de TG, de Chol, d’urée

et de créatinine ont été enregistrées (Tab. 17).

Par ailleurs, des corrélations positives ont été identifées entre tHcy et la créatinine d’une part
(r = 0,27, p = 0,013) et entre tHcy et I'urée (r = 0,23, p = 0,037) d’autre part (Tab. 15).
Toutefois, ces associations étaient dépendantes du sexe.

En effet, chez le groupe d’hommes, elles sont significatives entre tHcy et créatinine (r =
0,418, p =0,009) et faible entre tHcy vs urée (r = 0,28, p = 0,098). Contrairement chez les
femmes, aucune corrélation entre ces métabolites n’a été décelée (tHcy vs créatinine r = 0,195
et tHcy vs urée r = 0,213, p > 0,05).

En outre, il a été démontré par des analyses statistiques que les concentrations de folates et de
vitamine B12 ne sont pas corrélées a ’homocystéine (r = —0,124 et r = —0,161, p > 0,05

respectivement).
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Tableau 17. Variations des parametres biochimiques en fonction des limites de

I’hyperhomocystéinémie.

Homocystéine <30 Homocystéine >30
(umol/L) (umol/L)
Age 52,26 + 14,38 58,25 + 17,76
Vitamine B12 (pg/mL) 410,80 + 281 390,2 +348,9
Folate (ng/mL) 18,60 + 6,28 16,34 £ 6,19
glucose (g/L) 1,17 £0,58 1,29 £ 0,65
Cholestérol (g/L) 1,62 £0,38 1,58 £0,44
Triglycerides (g/L) 1,41 £0,56 1,75+£1,29
Urée (g/L) 0,37 + 0,25 0,43 + 0,41
Creatinine (umol/L) 93,30 + 32,69 114,4 £ 64,13

I11.3. Répartitions des fréquences génotypiques de C677T du gene de la
MTHFR et de 844ins68 de la CBS

Le tableau 18 montre la fréquence de chaque génotype dans le groupe des témoins et dans
le groupe des malades. Les résultats des tests Chi carré ont été mentionnés en comparant
chaque génotype dans les deux groupes différents.

Chez les sujets sains, I’analyse génétique a révélé que les fréquences génotypiques
C677T de la MTHFR étaient respectivement, 45,6, 40,1 et 14,3 % pour les alleles sauvage
(CC) et mutés hétérozygote (CT) et homozygote (TT). Sur la base de nos données, on ne
constate pas d’écart significatif par rapport aux proportions de Hardy-Weinberg ()(2 = 2,58,
1ddl, NS).

Chez les sujets atteints de MCV, la mutation du gene C677T de la MTHFR a été trouvée
chez 78 patients dont lesquels les génotypes CT et TT inclurent respectivement 57 et 21
malades (soit respectivement 43,5 et 16,1 % des cas). La distribution génotypique de la
mutation MTHFR suit un équilibre de Hardy-Weinberg (x* = 0,73, 1ddl, NS), preuve que

I’échantillon est représentatif de la population. La fréquence de I’allele T estimé dans
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I’échantillon de 131 individus était égale a 37,8 % et pour 1’alléle dominant C, elle était de

62,2 %. Par ailleurs, la fréquence du géne d’insertion 844ins68 CBS, atteint 13,8 % (14/101).

Au point de vue génotypique et aprés comparaison entre les patients malades et ceux
sains, aucune augmentation significative des fréquences des alléles mutés n’a été observée
pour les polymorphismes C677T MTHFR (OR=0,86 [0,61-1,21], x* = 0,71) et 844ins68 CBS
(Tab. 18).

La combinaison des génotypes MTHFR C677T et CBS 844ins68 pour générer des

génotypes composites a permis de retrouver les six. Dans notre étude, les fréquences des 6
combinaisons observées CC/N, CC/INS, CT/N, CT/INS, TT/N et TT/INS étaient de 36,6 %,
2,9 %, 38,6 %, 7,9 %, 10,9 % et 2,9 % respectivement.
Donc, chez les 14 patients portant une mutation d’insertion, 3 ont les deux facteurs de risque
(MTHFR 677TT et CBS 844ins68), 8 ont les deux facteurs de risque (MTHFR 677CT et
CBS 844ins68) et 3 ont un seul facteur de risque (CBS 844ins68). Il n’existe pas une
association significative évidente entre les 2 mutations chez les patients atteints de MCV.

Concernant la distribution génotypique selon le sexe, on estime que les fréquences chez
les femmes et les hommes atteints de MCV sont respectivement comme suit: 44,3 et 36 %
pour CC, 40 et 47,6 % pour CT et 15,7 et 16,4 % pour TT. L’analyse statistique n’a pas
montré une différence significative des fréquences de I’alléle T entre les 2 sexes. Néanmoins,
chez les hommes, la fréquence de 1’allele T des sujets malades est élevée par rapport a celle
de sujets sains (40,2 % vs 29,2 %), mais également, cette différence n’était pas statistiquement
significative (OR = 0,62, ¥°=3,33) (Tab. 19).
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Tableau 18. Les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme de 1’enzyme
méthylénetétrahydrofolate réductase C677T et sa combinaison avec la mutation cystathionine
B-synthase 844ins68 chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires et les sujets

controles.
Génotype/ Patients Contréle OR
allele (n=131) (n =147) (95% CI)
Génotypes
CC 53 (40,4) 67 (45,6) 1
CT 57 (43,5) 59 (40,1) 0,82 (0,49-1,37)
TT 21 (16,1) 21 (14,3) 0,79 (0,39-1,6)
Alleles
C 163 (62,2) 193 (65,6) 1
T 99 (37,8) 101 (34,4) 0,86 (0,61-1,21)

Distribution combinée du génotype de MTHFR et de mutation CBS844ins68 chez les patients
atteints de maladies cardiovasculaires

CBS (N) CBS (INS)
CC 37 (36,6) 3(2,9)
CT 39 (38,6) 8 (7,9
TT 11 (10,9) 3(2,9)
Les valeurs entre parenthese indiquent les fréquences génotypiques (colonnes 2 et 3) ou Cl 95%

(colonne 4).
Cl, intervalle de confiance; OR, odds ratio; N, normale; INS, insertion; MTHFR,
méthylénetétrahydrofolate réductase; CBS, cystathionine -synthase.

Tableau 19. Distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme
génétique de MTHFR C677T selon le sexe chez les patients atteints de maladies
cardiovasculaires et les sujets contrdles.

Hommes Femmes

Patients  Controles OR Patients Controles OR

(n=61) (n=65) (95% CI)* (n=70) (n=82) (95% CI)
Génotype/allele
Génotypes
CC 22 (36,0) 34 (52,3) 1 31 (44,3) 33 (40,2) 1
CT 29 (47,6) 24 (36,9) 0,54 (0,25-1,16) 28 (40,0) 35 (42,7) 1,17 (0,58-2,35)
TT 10 (16,4) 7 (20,8) 0,45 (0,15-1,36) 11 (15,7) 14 (17,1) 1,2 (0,47-3,04)
Alléles
C 73 (59,8) 92 (70,8) 1 90 (64,3) 101 (61,6) 1
T 49 (40,2) 38(29,2) 0,62 (0,37-1,05) 50 (35,7) 63 (38,4) 1,12 (0,7-1,79)

Les valeurs entre parenthése représentent les fréquences génotypiques (colonnes 2, 3, 5 et 6) et ClI
95% (colonne 4 et 7). Les différences selon le sexe entre les génotypes de MTHFR ne sont pas
significatives.

7



Résultats

Toutefois, nous avons noté une différence de la distribution du polymorphisme C677T en
fonction de 1’age, puisque les fréquences étaient de 19,6 et 4,7 % respectivement chez les
sujets <55 ans (n = 46) et ceux au-dela de 55 ans (n = 43) (p < 0,05) (Tab. 20).

Par ailleurs, lorsqu’on stratific les génotypes selon les tranches d’age, on révéle que la
fréquence du génotype TT est significativement plus basse chez les sujets de 55 & 74 ans
(Tab. 21).

Tableau 20. Fréquences génotypiques du polymorphisme de la methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) selon le sexe et 1’age chez les patients atteints de maladies
cardiovasculaires

Age cC CT TT

n (%) n (%) n (%)
<55 ans (n = 46) 16 (34,8) 21 (45,6) 9 (19,6)
>55ans (n =43) 20 (46,5) 21 (48,8) 2(4,7)*
Hommes (n = 40)
<55ans (n = 28) 9(32,1) 14 (50,0) 5(17,9)
>55ans (n = 12) 5 (41,7) 7 (58,3) 0 (0,0)
Femmes (n = 49)
<55 ans (n = 18) 7 (38,9) 7 (38,9) 4 (22,2)
>55ans (n = 31) 15 (48,4) 14 (45,2) 2 (6,4)

*p<0,05

Tableau 21. Les polymorphismes de la methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) selon
les groupes d’age chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires.

Gpl (<45 ans) Gp2 (45-54 Gp3 (55-74 Gp4 (=75 ans)

(n=21) ans) (n = 25) ans) (n = 27) (n=16)
génotype
MTHFR
CcC 9 (42,8) 7 (28,0) 12 (44,4) 8 (50,0)
CT 10 (47,6) 11 (44,0) 14 (51,8) 7 (43,7)
TT 2 (9,6) 7 (28,0) 1(3,8)* 1(6,3)

* p<0.05(TT; Gp3 vs Gp2)
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I11.4. Effet de C677T de la MTHFR sur les facteurs biochimiques et son

interaction avec le désordre lipidique

111.4.1. Association du genotype C677T MTHFR avec I’homocystéine, les TG et le Chol
et I’effet du désordre lipidique

Pour étudier 'effet des génotypes mutés (CT/TT de la MTHFR) sur I’homocystéinémie et
les autres métabolites (Chol et TG), leurs concentrations plasmatiques ont été comparees
entre les génotypes CC et CT/TT dans I’ensemble de nos sujets (GP1). En tenant compte de la
rareté de la fréquence du génotype homozygote TT, nous avons opté d’assembler les
génotypes TT et CT (677CT/TT) dans un méme groupe.

En outre, GP1 est subdivisé en deux groupes dont le but était de déterminer si les désordres
des lipidiques plasmatiques accroitraient le taux d’homocystéine en présence du génotype
muté; le premier groupe inclut les sujets ayant une hyperlipidémie (GP2), tandis que le second

comprend les sujets indemnes d’hyperlipidémie (GP3) (Tab. 22).

Les résultats obtenus révélent qu’il n'y avait pas de différence significative de tHcy entre

les génotypes CC et CT/TT dans les GP1, 2 et 3. Les concentrations moyennes d’Hcy chez les
sujets du génotype CC étaient de 35,68 + 9,95, 36,71 + 9,24 et 36,27 + 11,65 umol/L
respectivement pour les groupes cités ci-dessus et de 35,78 + 10,59, 35,33 + 9,74 et 38,41 +
10,38 umol/L chez le sujets des genotypes CT/TT. Donc, aucune influence significative du
polymorphisme MTHFR C677T sur le taux plasmatique de tHcy n’a été notée (p > 0,05).
De méme, les concentrations des triglycérides étaient similaires chez les différents groupes et
indépendantes du génotype de la MTHFR. En revanche, la cholestérolémie était plus élevée
chez les sujets de GP1 porteurs du polymorphisme CT/TT en comparaison a ceux de CC
(1,68 £ 0,42 vs. 1,47 £ 0,39 ¢/L, p < 0,05).
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Tableau 22. Association des génotypes de MTHFR C677T avec le cholestérol (CH), les
triglycérides, la vitamine B12, les folates et I’homocystéine

(Moyenne * SD)
MTHFR
Génes variants cc crrT
Total Chol (g/L) 1,47+0,39 1,68+0,42*
(GP1) TG (g/L) 1,40+0,67 1,82+1,34
Vitamine B12 (pg/mL) 448,60+341,90 362,40+310,80
Folates (ng/mL) 18,66+6,10 16,15+6,26
Homocystéine (umol/L) 35,68+9,95 35,78+10,59
Hyperlipidémie Chol (g/L) 1,56+0,44 1,69+0,47
(GP2) TG (g/L) 1,94+0,62 2,03+0,96
Vitamine B12 (pg/mL) 361,90+411,70 298,30+257,30
Folates (ng/mL) 15,79+5,86 16,80+6,03
tHcy (umol/L) 36,71+9,24 35,33+9,74
Sans Chol (g/L) 1,44+0,35 1,5240,25
hyperlipidémie TG (g/L) 0,99+0,33 1,14+0,23
(GP3) Vitamine B12 (pg/mL) 544,30+307,50 322,80+255,60*
Folates (ng/mL) 21,52+5,49 16,02+6,28*
tHcy (umol/L) 36,27+11,65 38,41+10,38

*p<0,05; CT/TT vs CC test de Student

I11.4.2. Association du géenotype C677T de la MTHFR avec les vitamines B12 et B9 et
P’effet du désordre lipidique

Il a été démontré que les niveaux de folate et de la vitamine B12 plasmatiques n’étaient
pas strictement dépendants du polymorphisme de la MTHFR; il parait que les variants mutés
CT/TT avaient des taux plus bas en folates et en vitamine B12 (16,15 * 6,26 ng/mL et 362,40
+ 310,80 pg/mL) comparativement aux homozygotes 677CC (18,66 = 6,10 ng/mL et 448,60 +
341,90 pg/mL). Cependant, ces différences n’étaient pas significatives (Tab. 22).

En revanche, chez les patients sans desordres lipidiques (GP3), les taux de la vitamine
B12 et des folates plasmatiques étaient plus faible chez les porteurs des génes mutés pour le
polymorphisme C677T du géne de la MTHFR (Tab. 21). En effet, la concentration moyenne
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de folatémie etait de 21,52 + 5,49 ng/mL chez les CC, et de 16,02 + 6,28 ng/mL chez les
CT/TT (16,02 + 6,28 ng/mL). Quant a la vitamine B12, elle est passée de 544,30 + 307,50
pg/mL a 322,80 + 255,60 pg/mL chez respectivement les CC et CT/TT (p < 0,05).

Néanmoins, cet effet délétere du génotype muté sur les vitamines B12 et B9 s’absente en
présence d’hyperlipidémie (GP2). Les concentrations moyennes, chez les sujets de génotypes
CC et CT/TT en respective, sont de 15,79 £ 5,86 vs 16,80 + 6,03 ng/mL pour les folates et de
361,90 + 411,70 vs 298,30 £ 257,30 pg/mL pour la vitamine B12.

I11.5. Etude de Deffet de la folatémie sur Dinteraction entre le
polymorphisme C677T de la MTHFR, I’Hcy et le cholestérol

Afin de déterminer 1’action de la folatémie sur 1’homocystéine plasmatique et son
interaction avec le polymorphisme C677T du géne de la MTHFR, on a subdivisé les patients
en deux groupes selon le taux plasmatique de folates, en considérant la médiane 16 ng/mL
comme limite. Le tableau 22 démontre que I’influence de la mutation 677TT MTHFR sur les
taux de tHcy n’est pas confinée a la moitié des folates la plus basse (< 16 ng/ml, 11,62 + 2,67
ng/mL). Dans ce sous-groupe, la concentration moyenne de tHcy était de 37,35 + 9,31 umol/L

chez les patients du génotype CC contre 35,95+10,53 pumol/L chez ceux de génotypes CT/TT.

Cependant, la redistribution de I’échantillon par classes de folatémie et par génotypes de
MTHFR, a montré chez les patients ayant une folatémie >16 ng/mL, un taux bas de
cholestérol (1,38 + 0,36 g/L) mais ceci a été seulement démontré chez les porteurs du
génotype CC et non pour ceux de génotypes CT/TT (1,69 + 0,45 g/L) (Tab. 23). Néanmoins,
aucune action de synergie sur 1’augmentation de la cholestérolémie n’a ét¢ déterminée lors de

la présence simultanée de génotypes mutés C677T MTHFR et de folatémie < 16 ng/mL.
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Tableau 23. Effet de la folatémie sur la relation entre C677T MTHFR, tHcy, vitamine B12 et

cholestérol.
Folate Genotype tHcy (umol/L) | Vitamine B12 Chol (g/L)
(ng/mL) (n,%) (pg/mL)
CC (n=17, 32,61 %) 37,35%9,31 369+258,5 1,61+0,43
<16 N

CT/TT (n=32, 67,39 %) | 35,95+10,53 | 278,2+196,5°% | 1,67+0,41

CC (n=23, 47,06 %) 34,44+10,43 507,5+387,4 1,38+0,36*

>16

CT/TT (n=26, 52.94 %) | 35,56+ 10,87 466+390,1 1,69+0,45

%% ys le groupe de folatémie >16 ng/mL et du génotype CC, p < 0,01
“ys le groupe de folatémie >16 ng/mL et du génotype CT/TT, p < 0,05
*vs le groupe de folatémie >16 ng/mL et du génotype CT/TT, p < 0,05 et vs le groupe de

folatémie < 16 ng/mL et du génotype CC ou CT/TT, p < 0,05.
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1V. Discussion

IV.1. Description de la population d’étude et fréquences de différents

facteurs de risque cardiovasculaire

Plusieurs ¢tudes ont montré que 1’association de plus d’un facteur de risque contribue a la
progression du phénomeéne d’athérosclérose (Saito et al., 2003, Ridker, 2004). Les
complications cardiovasculaires sont de plus en plus importantes en fonction de

I’accumulation de plusieurs facteurs de risque (Bermudez et al., 2002).

La répartition de nos sujets malades selon le sexe et 1’age, a montré que 1’incidence des
MCYV est similaire entre hommes et femmes. Cependant apres 1’age de 60 ans, les femmes
deviennent les plus prédisposées aux MCV. Ceci pourrait €tre li¢ a la disparition de 1’effet

protecteur des cestrogeénes naturels apres 10 a 15 ans de la ménopause (Menu, 2002).

Nos résultats ont rapporté une fréquence élevée de 1’obésité chez les femmes par rapport
aux hommes. Ce facteur de risque a montré un impact significatif sur 1’accroissement des TG
plasmatiques chez les femmes. Ceci, pourrait expliquer en partie la différence décelée entre
les triglycéridémies chez les deux sexes. Contrairement a ce qui a été rapporté par plusieurs
études (WHO/MONICA Project, 1988; Rapport de I’approche Step Wise, 2004), I’obésité n’a

pas montré une influence sur I’accroissement du niveau de cholestérol total.

Similairement ce qu’on a présagé, le tabagisme était plus fréquent chez les hommes que
chez les femmes. Les données nationales ont indiqué que le tabagisme chez les femmes est
rare, et méme si le pourcentage des ex-fumeurs (19,7 %) parmi les hommes reste acceptable.
Le programme de lutte contre le tabagisme en est encore a son début dans notre pays.
Néanmoins ’influence de 1’Occident sur le comportement et le mode de vie est de plus en
plus manifesté et 1’épidémie de tabagisme menace dans les prochaines années (Yahia-

Berrouiguet et al., 2009).

Une enquéte épidémiologique réalisée par la Société Algérienne d’hypertension artérielle
(SAHA), avait enregistré en 2005, une prévalence d’HTA de 35,3 %. Elle est largement plus
élevée que les prévalences publiées pour la Tunisie (28,9 %) (Ben Romdhane et al., 2005).

Ces données réaffirment que la prévalence de ’'HTA en Algérie est une des plus élevées des
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pays a forte prévalence, tels que 1’Italie (38 %) et I’Espagne (45 %) (WHO/MONICA Project,
1988).

Sur la base de nos résultats, nous avons rapporté des frequences d’HTA et de diabéte plus
importantes chez les femmes. Ces fréquences augmentent aprés 1’dge de 45 ans.
L’accroissement de I’HTA avec 1’age a été rapporté par la plupart des études citées (Institut

National de Santé Publique, 2005; Benkhedda et al., 2005).

Concernant la fréquence élevée de I’'HTA chez les femmes, celle-ci pourrait étre attribuée a
I’association avec d’autres facteurs de risque. Plusieurs facteurs y contribuent, dont
I’élévation de la PA suivant I’'IMC: 40 % des hypertendus sont obéses contre 13,8 % chez les
non hypertendus. En effet, malgré la politique de couverture sociale de prise en charge des
soins a 100 % soutenue par notre pays, Yahia-Berrouiguet et ses collaborateurs (2009) ont
démontré que seulement 23,6 % des individus hypertendus réussissent a équilibrer leur PA en
accord avec les recommandations. Ce constat d’échec pourrait s’expliquer par I’attitude des
patients qui considérent que le traitement se limite a la prise médicamenteuse, alors que les
mesures diététiques et ’activité physique réguliére, volets importants de la prise en charge, ne
sont pas encore intégrés par les patients, et méme par certains praticiens, comme faisant partie

intégrante de la prise en charge.

La prévalence du diabéte connait une forte augmentation dans tous les pays du monde,
prenant méme des allures épidémiques dans certains pays en développement. A Sétif, la
prévalence du diabéte estimée est de 7,3 % (Malek et al., 2001).

Par ailleurs, notre étude indique une proportion significativement plus élevée du diabéte chez
les femmes avec CVD qui sont beaucoup plus touchées par 1’obésité, et comme il est habituel,
la prévalence du diabéte augmente avec 1’age et 'IMC (Rapport de I’approche Step Wise,
2004; Ben Romdhane et al., 2005; Institut National de Santé Publique, 2005). Il est a noter
que la prévalence du diabéte a doublé en 15 ans devant I’importance des facteurs
environnementaux par 1’abandon du mode de vie traditionnel au profit d’'un comportement

basé sur le modéle occidental favorisant 1’accroissement de 1’obésité et de la sédentarité.

Quant & la fréequence de I'HTA chez les diabétiques, elle atteint 58 % qui sont tres
significativement élevés par rapport a 21,4 % colligés chez les non diabétiques hypertendus.

Par voie de conséquence, ’accumulation de ces deux facteurs de risque chez nos patients
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atteints de MCV, avait altérer les fonctions rénales, action authentifiée par I’accroissement du

taux de la créaténine surtout chez les hommes a &ge avancé.

Les patients porteurs d’une MCV ¢étaient plus souvent atteints d’insuffisance rénale
chronique, méme modérée, comparativement a la population générale. Nombre des facteurs
de risque traditionnels de MCV, sont également des facteurs de risque d’insuffisance rénale
chronique, entre autre 1’age, I’hypertension artérielle, le diabéte et le tabagisme (Charriere et
al., 2009). L’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur dans 1’insuffisance rénale
chronique, dont elle est a la fois une cause et une conséquence. Plusieurs mécanismes
contribuent a ’élévation de la pression artérielle dans I’insuffisance rénale chronique: la
rétention hydrosodée et I’activation du systéme rénine-angiotensine essentiellement, mais
¢galement d’autres facteurs comme [’hyperactivité du systéme sympathique, le défaut de
production du NO et I’hyperparathyroidie (Laville, 2004). La dyslipidémie est également une
complication fréquente de 1’insuffisance rénale chronique. Elle se traduit en général par une
hypertriglycéridémie, liée & une altération de la clearance des VLDL et des chylomicrons,
associee a une diminution du cholestérol HDL, le taux de cholestérol total et LDL étant
variable. Ce profil lipidique est fortement athérogéne. Bien qu’il ne soit pas formellement
démontré que, chez les patients en insuffisance rénale chronique, traiter la dyslipidémie
réduise la morbi-mortalité cardiovasculaire, ce qui incite a depister et a traiter cette

dyslipidémie (Charriere et al., 2009).

Donc, ’épidémie de MCV peut s’expliquer, en grande partie, par le vieillissement de la
population et par 1’accroissement de I’exposition a certain nombre de facteurs de risque
(interaction des facteurs comportementaux et génétiques). Cependant, les différences
d’incidences constatées entre pays, au sein d’un méme pays et selon les époques, indiquent
que les MCV dépendent fortement des caractéristiques sociales, culturelles et économiques
(Marmot et Mstard, 1996).
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IV.2. Caractéristiques biochimiques des sujets atteints de maladies

cardiovasculaires

IV.2.1. Effets de la glycémie et des triglycérides et du cholestérol plasmatiques et leur

relation avec les facteurs de risque cardiovasculaire

La présente étude a montré un niveau légerement élevé du glucose plasmatique a jeun
chez les femmes par rapport aux hommes. Cette appréciation est liée a la frequence élevée du
diabéte chez les femmes (43,75% F vs 25,64% H).

L’hyperglycémie chronique s’accompagne de complications apparaissant au long cours et
touchant de nombreux organes particulierement le rein, ’oeil, et les systémes nerveux et

cardiovasculaire (Raccach et al., 1999).

Le diabete, qui représente un facteur de risque important du développement des maladies
cardiovasculaires, est associ¢é a l’augmentation des marqueurs sensibles de la réaction
inflammatoire. Plusieurs études cliniques et épidémiologiques suggerent que 1’inflammation
joue un rdle essentiel dans le développement de 1’athérosclérose (Gustavsson et al., 2004,
Lagrand et al., 1999). En effet, des études récentes montrent que 1’augmentation des taux de
la CRP chez les diabétiques représente un facteur prédictif du diabete de type 2 (Aouni et al.,
2008).

En ce qui concerne le bilan lipidique chez nos sujets, on rapporte des concentrations
similaires du cholestérol chez les deux sexes et une valeur des TG significativement élevée
chez les femmes. Ce dernier constat pourrait étre d0 a la grande proportion des femmes
obeses recensées vu que le taux des TG augmente avec le surpoids. Leur augmentation peut
accroitre le risque de maladies cardiovasculaire surtout en présence d'un taux élevé de
cholestérol LDL (Alfthan et al., 1994; Yavasoglu, 2008). En fait, les arguments
épidémiologiques pour associer les hyperlipidémies au risque cardiovasculaire sont nombreux
(Keys et al., 1963; Kannel et al., 1971; Stamler et al., 1986; Pekkanen et al., 1990; Assmann
et al., 1998).
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IV.2.2. Homocystéine

IV.2.2.1. Effet de ’age et du sexe sur I’homocystéine

Plusieurs études publiées et réalisées sur des échantillons de petite ou de grande taille ont
rapporté que les taux de tHcy sont positivement corrélés avec 1’age et plus élevés dans le sexe
masculin que féminin (Brattstrom et al., 1994; Koehler et al., 1996; Ma et al., 1996;
Friedman et al., 1999; Russo et al., 2003).

Cependant, les résultats de ce présent travail ont indiqué seulement un lien entre le
vieillissement et I’homocystéine. Les concentrations moyennes d’Hcy étaient identiques pour

les deux sexes.

Il a été démontré par des études antérieures réalisées chez des populations de différentes
ethnies que les concentrations de tHcy augmentent en moyenne de 1,3 umol/L par vingtaine
d’années. Les raisons de 1’élévation de tHcy a des ages avancés sont toujours inconnues, bien
que les modifications de la fonction rénale et notamment le métabolisme rénal de 1’Hcy
(Norlund et al., 1998), la détérioration accrue des fonctions de certains organes et le
ralentissement de certains processus biologiques dont lequel le métabolisme de la méthionine

(Stampfer et Grodstein, 2002) puissent étre impliqués.

Les altérations touchant les organes au cours de vieillissement reflétent la prévalence plus
élevée du diabete et de I'nypertension chez les personnes agées. Ces deux facteurs de risque
alterent les riens et par conséquent leur métabolisme de I’Hcy, ce qui pourrait expliquer en
grande partie I’augmentation de 1’homocystéinémie surtout chez les insulino-résistants et les
patients atteints d’insuffisance rénale (Giltay et al., 1998; Benjafield et al., 2001). Une part
importante de la relation avec 1’age chez les femmes peut étre attribuée a la ménopause. En
effet, les concentrations élevées en tHcy ont été trouvées essentiellement chez les femmes

post ménopausées (Andersson et al., 1992).

Concernant la différence selon le sexe, il a été démontré que les hommes ont une
augmentation moyenne de 1 pmol/L de tHcy par rapport aux femmes, alors qu’aux Etats-

Unis, cette augmentation était de 1’ordre de 1,9 umol/L (Ganji et Kafai, 2003).
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Ces élévations sont probablement dues a la différence du statut vitaminique entre les deux
sexes, la masse musculaire importante et la synthése de créatine phosphate chez les hommes

et I’effet des cestrogénes chez les femmes (Graham, 1999).

Dans notre étude, 1’4ge moyen féminin est élevé (59,37 = 16,33 vs 52,52 + 16,89 ans chez le
groupe d’homme) avec une proportion de femmes jeunes non ménopausées assez faible
(14,28 %, age < 40) qui coincide bien avec les taux d’homocystéine les plus élevés (36,04 +
10,32 vs 35,40 £ 10,35 pmol/l chez les hommes).

Par contre, on ne sait pas clairement, si cette augmentation de tHcy chez les femmes d’age
moyen et avancé est attribuable a une baisse des concentrations d’cestrogéne ou s’il s’agit

d’une manifestation générale du vieillissement.

Avant la ménopause, les cestrogénes contribuent a garder un haut taux de HDL et un bas taux
de LDL. Il semble donc que ces hormones protégent le cceur et les vaisseaux sanguins
(Mendelsohn et Karas, 1999). Etant donné que le taux d’cestrogénes chute a la ménopause,
cette protection peut s’en trouver diminuée. Une réduction des concentrations d’cestrogene
apres la ménopause peut aussi entrainer des modifications indésirables de la tension artérielle,
de la distribution des matieres grasses, des facteurs de coagulation sanguine, du métabolisme
du glucose ainsi que 1’obésité et le diabéte, tous des facteurs susceptibles de faire augmenter

le risque de maladies coronariennes (Abramson et al., 2002).

Des études ont permis d’observer a la fois les effets bénéfiques et les effets indésirables de
I’cestrogene. Il a été¢ prouvé que les cestrogénes oraux réduisent le cholestérol LDL et les
lipoprotéines (a) et augmentent le cholestérol HDL (Herrington et al., 2000). On accumule de
plus en plus de preuves a ’appui du fait que 1’cestrogene améliore la fonction endothéliale et,
par conséquent, la vasodilatation. De plus, 1’cestrogénothérapie substitutive a pour effet de
réduire les concentrations sanguines de fibrinogénes et de I’inhibiteur-1 de I’activateur du
plasminogéne, ce qui pourrait avoir des effets anti-thrombotiques et pro-fibrinolytiques (Kon
Koh et al., 1997). Par contre, d’autres effets peuvent se révéler pro-inflammatoires
(augmentation de la protéine C-réactive) et pro-coagulants, par conséquent, nuisibles au profil

cardiovasculaire global (Cushman et al., 1999; van Baal et al., 1999).
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Ainsi, des études antérieures ont indiqué que I’hormonothérapie augmente les risques de
maladies coronariennes et d’accidents vasculaires cérébraux (WGWII, 2002). Ceci fait
ressortir que les effets des cestrogenes sur les maladies cardiovasculaires demeurent encore

mal connus.

IV.2.2.2. Hyperhomocystéinémie et MCV

Il est actuellement bien établi que I’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque
indépendant des maladies cardiovasculaires (Stampfer et al., 1992; Arnesen et al., 1995;
Faria-Neto et al., 2006).

En effet, nous avons trouvé chez nos sujets atteints de MCV des concentrations
plasmatiques en tHcy trés élevées par comparaison a celles colligées par une autre étude chez
des sujets sains (14,69 = 7,30 umol/L) (Hambaba et al., 2008).

Nos valeurs en homocystéine plasmatique varient entre 16,1 et 51 pmol/L. La concentration
moyenne atteint 35,74 + 10,28 umol/L. D’aprés la définition de I’hyperhomocystéinémie
avancée par la littérature (> 15 pumol/L), nos sujets sont hyperhomocystéinémiques dont 22,45
% ont une hyperhomocystéinémie modérée et 77,55 % une hyperhomocystéinémie
intermédiaire. Ce constat est retrouvé aussi bien chez les hommes (21,15 et 78,84 %) que les
femmes (23,9 et 76,09 %).

Les événements cardiovasculaires surviennent dans la plupart des cas, avec des
hyperhomocystéinémies modérées (15-25 pumol/L) (Ueland et al., 1992; Green et Jacobsen,
1995). Cependant, le taux de tHcy peut atteindre des concentrations intermédiaires si la
fonction rénale est altérée (25-50 umol/L) (Dennis et Robinson, 1996; Bostom et Lathrop,

1997). Cela refléte ainsi que la grande frange d’individus aurait été hyperhomocystéinurique.

La toxicité de I’homocystéine (en cas de taux trop élevé) a initialement été décrite dans le cas
de certaines maladies vasculaires: coronaropathies, infarctus, thromboses veineuses,

artériopathies et atteintes céerébrovasculaires.

Dans ce méme contexte, d’autres €tudes ont montré que a chaque élévation du facteur de
I’homocystéine correspond une élévation proportionnelle du risque. Alors qu’une élévation de
5 umol/L augmente d’apres Boushey, le risque vasculaire, autant qu’une élévation de la

cholestérolémie de 0,2 g/L (0,5 mmol/L) (Boushey et al., 1995).
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Par ailleurs, une étude menée sur une population tunisienne (Belkahla et al., 2008) admise au
service de cardiologie, a révélé, d’une part, une augmentation significative de tHcy chez les
patients du groupe sténose (+) par rapport a ceux du groupe sténose (-) et, d’autre part, en
calculant 1’OR de sténose coronaire significative (SCS) associ¢ avec une
hyperhomocystéinémie, a montré que les sujets ayant une Hcy au troisieme et quatriéme
quartiles (> 13umol/L) présentent environ deux fois plus de risque d’avoir une SCS que les
sujets présentant une Hcy au premier quartile (< 9 umol/L). En effet, différentes études ont
rapporté une corrélation entre I’augmentation de tHcy et les maladies coronariennes (Frosst et
al., 1995; Hanson et al., 2001; Bowron et al., 2005; Kerkni et al., 2006; Huh et al., 2006;
Laraqui et al., 2006). En se basant sur une relation linéaire entre tHcy et le risque de maladies
coronariennes, Boushey et al. (1995) ont rapporté des OR des maladies coronariennes de 1,12

et 1,6 associés respectivement avec une augmentation de tHcy de 1 et 5 umol/L.

La relation entre homocystéinémie et risque cardiovasculaire est linéaire, dose-dépendante et
sans seuil. Des concentrations élevées (> 95eme centile) constituent un facteur indépendant de
morbi-mortalité cardio-vasculaire (coronaire, cérébrale et périphérique) dans la population
générale, chez I’insuffisant rénal et le diabétique de type 2, avec ou sans micro-albuminurie
(Graham et al., 1997; Giles WH, 2000). L’excés de risque apparait dés 10 pmol/L. Une valeur
> 15 pumol/L vs < 10 umol/L double la probabilité d’infarctus myocardique. A tout
accroissement de 5 umol/L (+ 1 DS) correspond un odds ratio de coronaropathie de 1,6 (1,4-
1,7) pour les hommes et 1,8 (1,3-1,9) pour les femmes. Dix-pour-cent du risque coronaire
sont imputables a I’hyperhomocystéinémie (Boushey et al., 1995), laquelle est également
associée a l’atteinte cérébro-vasculaire et a 1’artériopathie des membres inférieurs (méta-
analyse de Boushey, 1995).

Dans la “BUPA prospective study” (21520 hommes, 35-64 ans), I’homocystéinémie des
sujets décédés de cardiopathie ischémique était de 13,1 vs 11,8 pumol/L chez les témoins
(Wald et al., 1998). L’homocystéinémie est un puissant prédicateur de mortalité globale et
cardio-vasculaire (Hordaland Study: 4700 sujets de 65-72 ans suivis pendant 4 ans) (Vollset
etal., 2001).

L’hyperhomocystéinémie est également associée au risque de mort subite coronaire (Burke et
al., 2002), en particulier chez les diabétiques, et prédit la morbi-mortalité coronaire apres
angioplastie (Schnyder et al., 2002). Si le poids du risque lié a 1’hyperhomocystéinémie
diminue avec 1’age, il reste synergique des autres facteurs (tabac, dyslipidémie, diabéte, HTA,

insuffisance rénale). La relation avec la morbi-mortalité cardiovasculaire est retrouvée,
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amplifiée, chez les diabétiques. Ainsi, dans la cohorte de Soinio et al. (2004) qui compte 840
diabétiques de type 2 d’age moyen, I’hyperhomocystéinémie prédit a sept ans la survenue
d’une cardiopathie ischémique (RR 2,21 [1,38-3,54]) et la mortalité coronaire. Le taux de
survie actuariel a 7 ans est de 70 % pour une homocystéinémie > 15 pumol/L vs 89 % <15
umol/L. Cette association reste significative chez les sujets indemnes a 1’inclusion:
I’hyperhomocystéinémie interviendrait des le développement initial de I’athérome. Enfin, elle
prédispose également a la thrombose veineuse profonde, avec ou sans embolie pulmonaire
(RR 1,60 ; 1,15-2,22).

Cependant, I’homocystéinémie reste ¢levée (> 100 pumol/l) chez certains patients sans
qu’aucun événement pathologique ne soit noté chez ces derniers (Wilcken et Wilcken, 1997;
Yap et Naughten, 1998). L’hyperhomocystéinémie sévére n’est donc pas toujours associée a
une pathologie cardiovasculaire probablement du fait de 1’absence d’autres facteurs de risque.
Cette observation souligne le caractére multifactoriel de la genése de 1’athérosclérose et
I’existence probable d’une interactivité entre 1’hyperhomocystéinémie et d’autres facteurs de
risque (Guilland et al., 2003).

Il a été démontré que I’Hcy, en association avec le tabagisme, accroit de fagon trés importante
le risque de complications cardiovasculaires en accélérant le processus athéromateux (Avci et
al., 2009).

En ce qui concerne la relation entre I’Hcy et I’HTA, notre étude a révélé qu’il y a une
augmentation significative de I’Hcy chez les sujets hypertendus par comparaison a ceux
normaux. Cela concorde avec les résultats rapportés par Glew et al, (2004) dans la population
des Foulani nigériens, ou la concentration sérique d’Hcy a été corrélée positivement avec
I’augmentation de la pression artérielle systolique et diastolique. En revanche, Garcin et al.

(2005) ont trouvé une faible corrélation entre ’Hcy avec la pression artérielle.

A présent, les preuves tangibles concernant la relation de causalité ou de conséquence entre
I’Hcy avec I’hypertension restent obscures. Cependant, 1’hypothése qui indique que I’Hey
pourrait jouer un role dans 1’apparition de I’hypertension a été¢ fondée sur les effets éventuels
générés par I’Hcy. En effet, des études expérimentales ont permis de montrer que
I’hyperhomocystéinémie induisait une constriction artériolaire, un dysfonctionnement rénal
avec hausse de reabsorption du sodium, et une augmentation du resserrement artériel

(Vermeulen et al., 2001; Stehouwer et van Guldener, 2003). En outre, I’HHcy est connue
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d’étre liée a augmentation du stress oxydatif qui entraine une dysfonction endothéliale, une
diminution de la vasodilatation induite par NO, une stimulation de la prolifération de cellules
musculaires lisses et une altération des propriétés élastiques de la paroi vasculaire (van
Guldener et al., 2003). Tous ces effets sont incriminés de générer une hypertension artérielle.
Par conséquent, I’HHcy pourrait donc contribuer a 1’¢1évation de la pression sanguine (Sen et
Tyagi, 2010).

Ces études ont cependant été menées avec des concentrations extrémement élevées
d’homocystéine, dans [’hypothése que les conséquences seraient les mémes en cas

d’hyperhomocystéinémie modérée mais maintenue de nombreuses années (Vesin et al.,

2007).

1V.2.2.3. Relation de I’homocystéine avec le glucose, les triglycérides et le cholestérol

sanguins

L’analyse statistique de nos résultats n’a pas révélé une corrélation entre I’Hcy et le taux
du glucose sanguin. Cependant, apres stratification de notre échantillon en fonction des
limites de tHcy (< et > 30 umol/L), une légére augmentation mais non significative de la

glycémie a été notée.

Dans une cohorte de diabétiques de type 2, 70 % des patients ayant une HHcy avaient une
macroangiopathie comparativement a 40 % des normohomocystéinémiques (p<0,001)
(Buysschaert et al., 2000). Une autre étude a été réalisée chez 185 diabétiques de type 2 et
apres ajustement pour 1’age et la créatinine, I’Hey était de 13,1 + 2,3 umol/L chez les patients
sans complications cardiovasculaires alors qu’elle était de 15,4 £+ 3,5 umol/l chez ceux ayant
des complications cardiovasculaires (p <0,001). De ce fait, les auteurs ont conclu que I’HHcy
était un facteur de risque de complications cardiovasculaires pour les patients souffrant de
diabéte de type 2 indépendamment de leur age et de leur fonction rénale (Vangelder et al.,
2006).

L’hyperhomocystéinémie est associée aux plusieurs facteurs de risque cardiovasculaires,
parmi lesquels la dysfonction endothéliale et des anomalies de fonctions de coagulation, qui
sont également des caractéristiques communes du syndrome de résistance a l'insuline (Bar-On
et al., 2000). Plusieurs études ont montré que l'augmentation de la résistance a l'insuline a été

concomitante avec la hausse de tHcy plasmatique (Meigs et al., 2001; Fonseca et al., 2003).

92



Discussion

En outre, il a été démontré chez le modele murin que I'hyperinsulinémie supprime I'expression
hépatocytaire d’une enzyme, en I’occurrence la cystathionine 3 synthase (McCarty, 2000). En
effet, cette suppression répercute sur le métabolisme de I’homocystéine avec comme

conséquence la génération d’une hyperhomocysteinémie (McCarty, 2000).

Ce qui ressort également de nos résultats, c’est ’absence de corrélation entre tHcy et les
taux des TG d’une part et de cholestérol d’autre part.
En revanche, d’autres études ont noté un lien proportionnel entre 1’hyperhomocystéine et le
cholestérol plasmatique. Cette association pourrait s'expliquer par une relation de causalité
entre ces deux facteurs. Li et al. (2002) ont démontré que 1’hyperhomocystéinémie a un effet
positif sur la méthyl hydroxyle glutaryl-CoA synthase, enzyme limitante dans la biosynthese
du cholestérol, ceci entraine donc une hypercholestérolémie. En outre, ils ont suggéré que
I’hyperhomocystéinémie accroit I'accumulation de cholestérol dans les cellules endothéliales
et ils ont suggéré l'utilisation de statines chez les patients hyperhomocystéinémique méme

sans hypercholestérolémie.
IV.2.2.4. Relation de I’homocystéine avec les folates et la vitamine B12

Nos résultats ont montré une corrélation entre les folates et la vitamine B12 plasmatique.
En effet, les relations étroites entre la vitamine B12 et le métabolisme des folates sont mises
en évidence avec I’hypothése du « methyl trap ». La MS, avec son coenzyme, enléve le
groupe méthyle du 5-MTHF et permet la régénération de la méthionine a partir
d’homocystéine et du THF, accepteur de groupements monocarbonés et impliqué entre autre
dans la synthese des acides nucléiques. Mais avec une carence en vitamine B12, la MS ne
déméthyle pas efficacement le 5-MTHF qui va alors s’accumuler dans le plasma car il n’est
pas bien retenu par les tissus (Smith et Osborne-White, 1973). De telles conditions entrainent
alors une carence fonctionnelle en folates qui empéche la régénération de la méthionine, ce

qui peut entraver le cycle des méthylations (Shane et Stokstad, 1985).

Par ailleurs, les analyses statistiques de nos résultats n’ont pas révélé une corrélation entre
I'hnomocystéine plasmatique avec l'acide folique et la vitamine B12. Cela pourrait étre
expliqué par la présence d'insuffisance rénale légere chez nos patients, comme en témoigne le

niveau significativement plus élevée de créatinine chez les sujets hypertendus. Cette

93



Discussion

insuffisance rénale légére pourrait entrainer une hyperhomocystéinémie résistante (Brosnan et

al., 1995), malgré le taux elevé de folates (16,71 + 6,21 ng/mL, chez les patients avec HTA).

Cependant, des études antérieures ont rapporté des relations étroites entre homocystéine et
vitamines B6, B12 et acide folique. Au niveau plasmatique, les taux d’homocystéine varient
de maniére opposée aux concentrations en vitamines B6, acide folique et B12 (De Bree et al.,
2001; Jacques et al.,, 2001; Hao et al., 2007). C’est grice a cette spécificité que
I’homocystéine suscite autant d’intérét en termes de prévention cardiovasculaire.

En effet, il est actuellement largement démontré que la supplémentation en acide folique et
autres vitamines du groupe B permet d’abaisser le niveau d’homocystéine de maniere
significative (> 25%) (Homocysteine Lowering Trialists’Collaboration, 1998).

La diminution de I’homocystéinémie sous traitement vitaminique (acide folique, vitamines B6
et B12) réduit la morbi-mortalité cardio-vasculaire en prévention primaire comme en
prévention secondaire, chez le non diabétique et le diabetique de type 2 (Schnyder et al.,
2002; Wald et al., 2002; Homocysteine Lowering Trialists' Collaboration, 1998). Une
réduction de 25 % (# 3 umol/L) de son taux abaisse le risque coronaire de 11 % (RR 0,89;
0.83-0.96) et d’AVC de 19 % (0.81; 0.69-0.95) (The Homocysteine Studies Collaboration,
2002).

Le traitement par 1’acide folique, simple et bon marché, est envisagé chez
I’hyperhomocystéinémique d’age moyen de risque cardiovasculaire absolu élevé (cumul de

facteurs de risque, prévention secondaire). 1l faut ainsi:

e corriger les déficits en vitamine B6 et en acide folique (2/3 des
hyperhomocystéinémies). Une dose optimale d’acide folique de 0,8-1 mg/j réduit
I’homocystéinémie de 25 % en 2 a 6 semaines (The Homocysteine Studies
Collaboration, 2002). Elle préviendrait les sténoses coronaires (Schnyder et al., 2002).

e corriger un éventuel déficit en vitamine B12 (risque neurologique) par 0,5-1 mg/j per

0s.

Chez le sujet agé, la supplémentation en acide folique doit systématiquement étre associée a la
vitamine B12, car il est démontré que de fortes doses d’acide folique peuvent entrainer une
détérioration des fonctions cognitives, en masquant une carence en vitamine B12 (Vesin et
al., 2007). Une alimentation riche en folates (fruits, légumes, céréales enrichis) améliore
I’homocystéinémie. Les modifications du style de vie et le contr6le des autres facteurs de

risque s’inscrivent dans la prévention cardiovasculaire globale et intéressent toute la
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population. Toutefois a I’heure actuelle, il n’existe pas de preuve tangible que la baisse du
niveau d’homocystéine par une thérapie vitaminique soit associée a une baisse du risque

cardiovasculaire (Vesin et al., 2007).

Deux méta-analyses récentes résument les résultats des essais de prévention vasculaire avec
les vitamines B6, B12 et B9 chez des patients présentant des antécédents de maladies
coronaires ou vasculaires cérébrales (Bazzano et al., 2006; Wang et al., 2007). Dans la
premicére, la consommation de vitamine B9 s’accompagnait de diminutions non significatives
de 4 % du risque de mortalité totale et de 5 % du risque d’événement cardiovasculaire.

Des résultats similaires sont rapportés dans la seconde méta-analyse avec une sélection
différente d’études (Wang et al., 2007). Le risque relatif (RR) d’accident vasculaire cérébral
diminuait de 18 %. La réduction du risque était corrélée a la durée de I’étude et a la
diminution des niveaux plasmatiques d’homocystéine. L’ensemble de ces résultats ne permet
pas de conclure tres clairement a un bénéfice des compléments de vitamines B6, B9 et B12

pour la prévention des récidives coronaires et cardiaques (Dallongeville, 2009).

Il est possible que des posologies trop élevées de vitamines antioxydantes aient été utilisées,
compromettant les mécanismes de défense de 1’organisme. Les expériences biologiques
récentes semblent confirmer cette hypothése. La notion d’équilibre antioxydant, plutot que de
« renforcement » des défenses antioxydantes, semble étre privilégiée dans les travaux les plus
récents. 1l est aussi possible que des combinaisons de plusieurs molécules antioxydantes
soient plus efficaces ou au contraire interagissent défavorablement. La combinaison idéale
reste encore a trouver. Enfin, pour la plupart, les essais (prévention secondaire) ont eteé
conduits chez des patients présentant des Iésions vasculaires avancées a un stade ou peut-étre

la maladie n’est plus réversible sous I’action des vitamines.
IV.2.2.5. Effet de la créatinine et de I’urée et leur relation avec ’HHcy

La présente étude a montré une corrélation positive entre l'urée, la créatinine et tHcy. La
fonction rénale eétant incriminée avec une faible proportion dans les variations des
concentrations de tHcy dans notre étude, cela nous laisse de suggérer que non seulement les

interactions entre le génotype C677T MTHFR et folates peuvent étre prises en considération.
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L’altération des fonctions rénales constitue probablement une des conséquences de
complications cardiovasculaires (par exemple I'nypertension ou l'insuffisance cardiaque),
étant donné que les patients atteints de maladie rénale primaire n'étaient pas inclus dans cette

étude.

De méme, conformément a la littérature, une corrélation a été notée entre I’Hcy et la
créatininémie (Davies et al., 2001). L’altération de la fonction rénale est un facteur majeur
d’élévation de I’Hey. L’Hcey s’¢éleve des que le taux de filtration glomérulaire est inférieur a
70 mL/min, pour des créatininémies de ’ordre de 200 a 300 mol/L et elle double environ par
rapport & une population témoin (Zimmet et al., 2005). Par ailleurs, il existe une forte
corrélation entre créatininémie et Hcy & jeun et apres test de charge en méthionine dans des
populations comportant des sujets avec fonction rénale normale ou modérément altérée. Les
sujets tres agés, dont la fonction rénale est habituellement altérée, sont trés souvent
hyperhomocystéinémiques. Dans I’étude de Hermann (Ambrosi, 2000), 58 % des sujets de
plus de 84 ans étaient hyperhomocystéinémiques. Par ailleurs, 85 a 100 % des dialysés sont
hyperhomocystéinémiques. Chez ces patients, les concentrations plasmatiques totales d’Hcy
atteignent souvent des valeurs relativement ¢€levées de 1’ordre de 50 umol/L, soit nettement
plus élevées que chez les coronariens. Les mécanismes de 1’hyperhomocystéinémie de
I’insuffisant rénal demeurent discutés. Ils ont constaté que 1’explication n’est pas dans la
diminution de I’excrétion urinaire de I’Hcy qui est habituellement trés faible. Classiquement
le rein est un des organes assurant une partie importante de la transformation de I’Hcy.
Cependant, tous les auteurs n’ont pas trouvé au niveau rénal une différence artérioveineuse
notable de concentration plasmatique d’Hcy. Le rdle épurateur de I’Hcy du rein est donc
contesté par certains. Ceux-ci évoquent la responsabilité de toxines accumulées en cas
d’insuffisance rénale et agissant par exemple sur le métabolisme hépatique de 1’Hcy. Il existe
des arguments pour penser que chez le sujet présentant une insuffisance rénale modérée non

seulement la transsulfuration est altérée mais également la reméthylation (Ambrosi, 2000).
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IVV.3. Genotypes
IV.3.1. Fréquence de la MTHFR (C677T)

Le polymorphisme MTHFR C677T relatif aux enzymes du métabolisme de
I'hnomocystéine est celui qui a fait l'objet du plus grand nombre d'études dans les différents
types de MCV et autres pathologies. Dans la plupart des études, les génotypes CC et CT ont
été regroupés et comparés au génotype TT. Ce dernier est associé & une réduction tres
considérable de l'activité enzymatique de l'ordre de 50 % a 37°C, ce qui vaut a l'enzyme
mutée d'étre qualifiee de thermolabile (Bosco et al., 2003; Krajinovic et al., 2005). Toutefois,
I'nétérozygotie s'accompagne d'une diminution de l'activité de I'enzyme moins importante
gu'en cas de mutation homozygote (Frosst et al., 1995; Isolato et al., 2000; Amouzou et al.,
2004).

Cette variante du géne consiste en une mutation ponctuelle ou la cytosine est remplacée par la
thymine, soit une substitution de l'alanine par la valine au niveau protéique noté A222V ou au
niveau allélique: C677T (Ueland et al., 2001 b; Zetterberg et al., 2002).

Dans la présente étude, la prévalence de la mutation C677T de la MTHFR chez les
témoins (14,3 %) est similaire a celle retrouvée en France au sein du recrutement témoin du
CEPH (Faure-Delanef et al., 1997), en Italie (de Franchis et al., 1996) et au Canada (Jacques
etal., 1996).

La distribution mondiale du polymorphisme C677T est trés hétérogene et correspond
géographiquement a une répartition croissante Nord-Sud, notamment en Europe et en
Amérique du Nord. C’est ainsi qu’en Europe, la fréquence du génotype TT est faible au nord
(4 a7 % en Finlande et en Russie), intermédiaire au centre (8 a 10 % en France, 12 a 15 % en
Espagne et au nord de I’Italie) et élevée au sud (20 a 26 % en Silice) (Wilcken et al., 2003).
Un gradient similaire a été trouvé en Amérique du Nord, ou la fréquence du génotype TT
augmente de 1’ouest du Canada (Alberta) au sud-est des Etats-Unis, pour atteindre un pic au
Mexique (Wilcken et al., 2003). Dans les pays arabes du golfe, les fréquences tournent toutes
autour de 2,5 % (Al Habboubi et al., 2004). En Algeérie, une étude portée sur des sujets
apparemment sains de la région de Batna, a révélé une fréquence allélique T de 30,5 % et une
fréquence génotypique TT de 6 % (fréquence genotypique faible par rapport a la notre)
(Hambaba et al., 2008). Ces résultats semblent proches des notres (34,4 % et 14,3 %,

respectivement). Les fréquences de la présente étude sont intermédiaires entre celles
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observées en Afrique (par exemple en Tunisie, fréquence génotypique 17,8 %; Jerbi et al.,
2005) et celles estimées dans les pays occidentaux.

Par ailleurs, nos résultats ont montré que les prévalences de la mutation C677T de la
MTHFR sont identiques entre les patients et les témoins. Cela suggere que la forme
thermolabile homozygote de la MTHFR ne soit pas un facteur déterminant direct du risque
vasculaire lié¢ a I'nyperhomocystéinémie. Dans le méme contexte, beaucoup d’études n'ont pas
trouvé une association entre le gene muté C677T de MTHFR et le développement ultérieur
des maladies cardiovasculaires (Brugada et Marian, 1997; Folsom et al., 1998; Thogersen et
al., 2001). De plus, il est démontré en Europe, en Amérique du nord et en Australie (Lewis et
al., 2005) qu’il n’y a pas d’association évidente entre le polymorphisme C677T et la maladie
coronarienne. Dans les thromboses veineuses profondes, ils ont révélé que cette mutation a
I'état homozygote ne constituait pas en soi un risque de thromboses mais augmentait ce risque
lorsque le mutant V Leiden était associé (Cattaneo et al., 1997). En fait, dans la mesure ou
cette mutation commune C677 => T est associée généralement a une hyperhomocystéinémie
modérée et a une diminution des folates, il est possible que le risque accru de thromboses soit
lié a des interactions génétiques et environnementales (Ma et al., 1996).

Cependant le réle du polymorphisme MTHFR C6777T dans la survenu de la maladie
coronarienne reste controverse.

La mutation C677T a été retrouvée avec une fréquence plus élevée chez des sujets ayant une
pathologie coronaire (Kang et al., 1991). Cette mutation Ala => Val est considérée dans
certaines études comme un facteur de risque de thromboses artérielles et veineuses (Arruda et
al., 1997) et notamment de maladie cardiaque coronaire (Gallagher et al., 1996; Morita et al.,
1997).

1V.3.2. Effet de I’age et du sexe sur la distribution du polymorphisme chez les sujets

atteints de MCV

Nous avons noté une différence de distribution du polymorphisme C677T de la MTHFR
en fonction de I’age, puisque la fréquence était de 19,6 % et 4,7 % respectivement chez les
sujets <55 ans et ceux de plus de 55 ans. Ceci est en accord avec d’autres études qui ont
montré que la fréquence de cette mutation est significativement plus basse chez les personnes
agées que chez les sujets plus jeunes (Matsushita et al., 1997; Heijmans et al., 1999; Jerbi et
al., 2005).
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La survie des personnes agées, sujettes aux carences vitaminiques suite aux vieillissements
des villosités intestinales et a un apport alimentaire diminué, pourrait étre amoindrie en
présence du génotype TT. Ceci pourrait indiquer 1’effet délétere du génotype TT avec comme

répercussion la diminution de sa fréquence chez les sujets agés (Devlin et al., 2006).

En outre, nous n’avons pas observé de différence significative selon le sexe, ce qui est en

accord avec des études antérieures dont I’'une est menée en Espagne et 1’autre en Tunisie

(Guillen et al., 2001; Jerbi et al., 2005).

IV.3.3. Relation entre la variation de la fréquence du génotype TT et I’apport

nutritionnel en folates

Les auteurs ont souligné que cette hétérogenéité dans la distribution mondiale du
polymorphisme C677T est attribuée a ’interaction géne-nutriment. Le contenu alimentaire en
acide folique semble plus important dans les populations du sud par rapport aux populations
nordiques, ce qui contrebalancerait I’effet du génotype sur I’homocystéine et donc sur

I’espérance de vie.

Par ailleurs, la fréquence de ’allele T est de 7 % chez les Noirs africains avec 0 % de
génotype TT et pour ce méme génotype, la fréquence est tres basse: de 1 a 2 % chez les Noirs
du Brésil et des Etats-Unis (Botto et Yang, 2000; Wilcken et al., 2003). Ainsi, la faible
fréquence de I’allele T observée en Afrique, pourrait étre liée & une carence en folates,
puisque la malnutrition et les maladies infecticuses (a 1’origine d’une diminution de
I’absorption intestinale des folates), sont fréquentes dans ces pays (Saweda et al., 2002).
Selon Rosenberg et al. (2002), la faible augmentation de la fréquence du génotype TT chez
les Noirs américains en comparaison avec les Noirs africains, pourrait étre expliquée par la
consommation réguliére de folates alimentaires et la prise d’acide folique aux Etats-Unis
(enrichissement des farines), mais pourrait également étre due a un mélange de populations.
Néanmoins, les importantes variations géographiques et ethniques du polymorphisme C677T

suggerent également une pression de sélection dont les raisons sont peu claires.

Les apports nutritionnels quotidiens recommandés de folates est d'environ 200 et 180 g pour

les hommes et les femmes respectivement (National Research Council, 1989; Dawson et
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Waters, 1994). Toutefois, Poitier de Courcy a recommandé des valeurs assez élevées (330 et
276 pg/j pour les hommes et les femmes, respectivement) (Poitier de Courcy, 2001).

La fréquence intermédiaire du génotype TT trouvée dans notre population et qui se situe entre

les valeurs trouvée en Espagne et au nord de 1’Italie, pourrait étre expliquée comme suit:

e [’alimentation algérienne rejoint la typologie alimentaire méditerranéenne a base de
Iégumes et céréales, qui constituent des importantes sources de folates. Cependant, les
modalités de préparation des aliments comme 1’ébullition prolongée des légumes
contenant des fibres réduit jusqu’a 90 % leur contenu en folates (Hoffbrand et al.,

1966),

¢ Notre régime social est relativement bien protégé contre les maladies infectieuses.

En revanche, une étude antérieure portée chez des sujets sains de la région de Sétif, a montré
aprés comparaison avec les apports journaliers recommandés (AJR), que les apports
quotidiens en folates sont satisfaisants pour les besoins de 1’organisme des femmes (183 vs
180 mg/j) et insuffisants pour ceux des hommes (165 vs 200 ug/j) (Houcher et al., 2003). En
outre, par rapport a la moyenne conseillée chez les personnes de plus de 40 ans (287 ug/jour
dans Third National Health and Nutrition Survey, la phase 1, Alaimo et al., 1994), I'analyse
des données individuelles a permis d'identifier, qu’une proportion appréciable de la
population étudiée est sous risque de carence et, que cet apport en folates totaux était
globalement faible (165 pg/j chez hommes et 183 ug/j chez les femmes) (Houcher et al.,
2003). Ces données disponibles suggerent fortement que les criteres de "carence en folates"
peuvent étre redefinis (Stanger, 2002). Dans les pays industrialisés, 1’insuffisance en
micronutriment est rare. Ainsi, I'apport en folate total moyen par habitant en Grande-Bretagne
en 1998 était d'environ 241 pg/jour (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, 1994).

Les facteurs responsables de carence en acide folique et en vitamine B12 sont présagés d’étre
liés a la consommation insuffisante de légumes verts et des céréales, la malabsorption de ces
micronutriments due a une gastrite atrophique, l'utilisation d'agents thérapeutiques et la
consommation d'alcool (Health & Welfare Canada, 1990).
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La carence en vitamine B12 (cobalamine) pourrait étre un autre facteur contributif. Les
métabolismes de folates et de vitamine B12 sont liés: dans les carences en vitamine B12, le
taux de folates sériques s’éléve alors que ce érythrocytaire diminue. Il serait donc souhaitable
d'envisager une fortification des céréales a la fois avec de l'acide folique et de la vitamine B12
(Candito et al., 2003). Donc, I’hétérogénéité de la distribution de polymorphisme C677T est

de cause multifactorielle et illustre bien les interactions géne-environnement.

IV.3.4. Association des génotypes de C677T MTHFR et 844ins68 CBS avec

I’homocystéinémie

En ce qui concerne la relation de tHcy avec les différents génotypes des deux
polymorphismes étudiés, nous n’avons pas identifi¢ une augmentation de tHcy associée aux
génotypes mutés de polymorphismes C677T MTHFR et 844ins68 CBS. Cette constatation est
conforme a celle montrée par Morelli et ses colaborateurs (2002), qui n’ont révélé aucune

association entre I'nomocystéine plasmatique et la mutation C677T de la MTHFR.

En revanche, depuis que Frosst et ses collaborateurs (1995) ont proposé la mutation C667T
comme une raison possible de I'apparition de complications vasculaires; plusieurs groupes de
recherche ont évalué cette hypothése chez les patients cardiovasculaires de différents groupes
ethniques (Mogk et al., 2000; Esfahani et al., 2003; Qi et al., 2003) et une augmentation de
tHcy chez les sujets de génotype TT a été rapportée (Frosst et al., 1995; Hanson et al., 2001;
Klerk et al., 2002; Zhang et al., 2002; Barbosa et al., 2008).

Dans I'¢tude actuelle, lorsque nos malades classés en fonction de 1’age ont été stratifiés
selon I'expression de l'alléle T et réanalysés pour tHcy, le résultat obtenu n'a pas révélé une
augmentation significative de tHcy chez les individus de génotypes TT/CT par rapport au
génotype CC dans les différentes classes d’ages. Cela prend en charge plus de l'absence
d'association entre la présence de l'allele T et le taux de tHcy élevée chez nos patients. Donc,
cette hyperhomocystéinémie pourrait étre attribuée a: la présence dautres facteurs qui
déterminent son taux, en particulier les valeurs de folate et de vitamine B12 plasmatique
(Jacques et al., 1999), la présence d'autres mutations qui pourraient affecter son métabolisme
(par exemple mutation MTHFR A1298C) (Friedman et al., 1999) et I’action des facteurs de

risque cardiovasculaire conventionnels comme I’HTA.
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Pour le polymorphisme 844ins68 CBS, aucune étude n’a rapporté un effet délétére de ce
génotype sur tHcy (Tsai et al., 2000; Zhang et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005; Belkahla et
al., 2008). Bien au contraire, Zhang et al. (2001) ont rapporté que la mutation 844ins68 CBS
semble avoir un effet protecteur contre les pathologies coronariennes. L’OR d’IDM calculé
associé au génotype muté est égal a 0,26. De méme, Belkahla et ses collaborateurs (2008) ont
rapporté des valeurs d’OR ajusté de SCS associée a 844ins68 CBS également inférieures a 1
(muté: OR= 0,8; hétérozygote: OR= 0,75), suggérant un effet protecteur; cependant, cet effet

ne semble pas étre significatif.

Ces discordances entre les différents résultats traitant la relation de ces deux
polymorphismes avec I’hyperhomocystéinémie et les MCV, pourraient étre expliquées par :

* la population d’étude (ethnie, origine géographique,...);
* les conditions d’étude (les critéres d’inclusion et d’exclusion,...);

* les autres facteurs de risque des maladies cardiovasculaires et leur distribution en fonction

des différents génotypes (d’ou I’intérét des ajustements des OR a ces facteurs);

* le statut nutritionnel et notamment le statut en folates (Bostom, 1996; Selhub et al., 2000).

IV.3.5. Etude de I’effet de la folatémie sur I’interaction entre génotypes, tHcy et MCV

Il a ét¢ démontré par plusieurs études qu’un déficit en folates peut entrainer un
accroissement de tHcy. En outre, les folates ont été proposés comme un facteur de risque
indépendant de maladie vasculaire (Pancharuniti et al., 1994). Par conséquent, I'effet positif
de l'apport en folates sur la réduction de taux de tHcy et la diminution subséquente de
I'incidence des maladies cardiovasculaires a été confirmé expérimentalement (Selhub et al.,
2000; Kim et al., 2003).

Dans la présente étude, il n'y avait pas de différence significative entre les taux de folates
dans les différents groupes (groupes classés selon: le sexe, le taux de I’homocystéine, la
perturbation lipidique, et les génotypes). La concentration moyenne de folates chez nos sujets
(17,16 £ 6,29 ng/mL) est au-dessus de I’intervalle critique (5-15 ng/mL). Cette constatation
bien que surprenante, elle est en conformité avec le résultat de Verhoef et al. (1997) qui n’ont
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trouvé aucune différence significative entre les taux de folates plasmatiques chez les patients
atteints de maladies vasculaires et les témoins (Verhoef et al., 1997).

La moyenne de folatémie dans notre population d’étude était relativement haute, ce qui

expliquerait I’absence d’effet significatif du génotype muté (TT) sur tHcy.

Guéant-Rodriguez et ses collaborateurs (2006) en comparant quatre populations différentes,
ont montré que I’effet du génotype TT sur tHcy dépend de 1’origine géographique des
populations dont les apports en folates varient d’une maniére importante. En effet,
I’hyperhomocystéinémie chez les TT n’a été significative que chez les populations de
I’ Afrique de I’ouest, de 1’Italie et de la France, chez lesquelles les moyennes respectives de
folatémies ont été 5,01, 6,47 et 6,29 ng/mL, mais pas chez la population mexicaine ou la
folatémie a été de 8,6 ng/mL (Guéant-Rodriguez et al., 2006).

Egalement, Belkahla et ses collaborateurs (2008) ont déterminé, que lorsque la folatémie est
supérieure a 6,1 ng/mL, la concentration plasmatique de tHcy entre génotype CC et TT
devient non significative. Donc, Deffet de la mutation n’est observé qu’en cas
d’hypofolatémie (< 6,1 ng/mL). Dans le méme sens, Jacques et al. (1996) ont rapporté que si
la folatémie est supérieure a 15 umol/L, aucune interaction entre le génotype TT et tHcy ne

s’établira.

Une étude antérieure réalisée par Abdessemed et ses collaboratrices (2009) a montré que le
génotype MTHFR 677TT interagit avec les taux de folates sériques faibles pour produire un
phénotype élevé de tHcy, surtout chez les hommes (9,6 £ 5,4 nmol/L).

Les travaux de Guenther et al. (1999) expliquent comment la supplémentation peut protéger
les sujets avec 1 ou 2 alléles T d’un déficit en folate et d’une concentration élevée de
I’homocystéine. En effet, un approvisionnement optimal en folates empéche la perte de flavin

adenine dinucleotide et évite I’inactivation de 1’enzyme.

Une méta-analyse publiée en 2002 a montré que le risque de développer une maladie
coronarienne en présence du génotype TT augmente lorsque la folatémie est inférieure a la
médiane (OR = 1,44 ; IC 95%: 1,12-1,83), alors que ce risque diminue si la folatémie est
supérieure a la mediane (OR = 0,99 ; IC 95%: 0,77-1,29) (Mariska et al., 2002). Une autre
méta-analyse publiée en 2005, a noté que ’augmentation de tHcy et les OR des maladies

coronariennes associées a TT est faible chez les populations américaines dont 1’alimentation
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est supplémentée en folates, alors qu’ils sont plus €levés chez les populations du moyen orient

et d’Asie ou I’apport en folates est plus modéré (Lewis et al., 2005).

Les conséquences d’une supplémentation par 1’acide folique peuvent étre ajoutées a cette
évidence de I’effet métabolique de la mutation C677T sur le folate et I’homocystéine (Van der
Put et al., 1996; Van der Put et al., 1997). En effet, une différence de changement du taux de
folate et d’homocystéine, suite a une supplémentation de 0,5 mg/j d’acide folique entre les

individus TT et CC a été constatée (Nelen et al., 1998).

La plupart des études visent le génotype TT, bien que le génotype CT puisse aussi causer
une baisse des folates, une augmentation d’homocystéine et une réponse positive a la
supplémentation en acide folique (O'Leary et al., 2004). En effet, il est admis que la
production de méthyles disponible est abaissée de 70 % chez les porteurs homozygotes de la
mutation et de 35 % chez les hétérozygotes (Eskes, 2005).

La présence de la mutation entraine un ralentissement de 1’activité du cycle folique, augmente
le besoin de ce nutriment et diminue du potenticl méthylant de 1’organisme, y compris sa
capacité a reméthyler I’homocystéine. Par conséquent, ce polymorphisme peut étre impliqué
dans les MCV, expliquant 1’augmentation du taux d’homocystéine chez les sujets atteints de
MCV.

Dans la population noire africaine ou la fréquence du génotype MTHFR 677TT est tres
faible (0,02 %), le seul modulateur des concentrations de tHcy était la carence en folate
malgré une fréquence tres faible du génotype MTHFR 677TT puisque la malnutrition et les
maladies infectieuses (a I’origine d’une diminution de I’absorption intestinale des folates) sont
fréquentes dans ces pays (Amouzou et al., 2004). En revanche, dans une population noire
américaine de I’Ouest, la variabilité des concentrations en tHcy était attribuée uniquement aux

facteurs génétiques (Tsai et al., 2000).

La relation entre polymorphismes génétiques des enzymes clés de la reméthylation de
I’homocystéine et I’apport alimentaire des vitamines, cofacteurs de ces enzymes, est ['un des
meilleurs exemples de D’effet interactif entre déterminants génétiques et nutritionnels
impliqués dans 1I’hyperhomocystéinémie, facteur de risque associé a plusieurs pathologies
dont les malformations foetales (Botto et al., 1998), les grossesses a risque (Mitraoui et al.,
2006), les maladies cardiovasculaires (Danesh et Lewington, 1998; Wald et al., 2002),
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I’insuffisance rénale chronique (Suliman et al., 2000), les maladies neurodégénératives, dont
la maladie d’Alzheimer (Arinami et al., 1997; Clarke, 1998) et le syndrome de fatigue
chronique (Regland et al., 1997).

IV.3.6. Effets de génotypes mutés C677T MTHFR sur les taux de vitamines B12 et B9 et

de cholestérol

Il a été démontreé par plusieurs études que la mutation au niveau du géne C677T MTHFR
augmente les besoins en folates et en vitamine B12 sériques (Delvin et al, 2000; Yong et al,
2008).

Dans I’ensemble de nos sujets atteints de MCV, les taux de folates et de la vitamine B12
ne semblent pas étre influencés directement par la mutation du polymorphisme du géne de la
MTHFR. Ce résultat concorde bien avec celui trouvé par Andrea et al. en 2002.

Cependant, chez nos patients non hyperlipidimique, les sujets de génotypes mutés (CT/TT
MTHFR), ont montré des taux amoindries en vitamine B12 et en folates plasmatiques en
comparaison avec ceux du génotype sauvage CC. Ces résultats confirment 1’action délétére du
génotype muté de MTHFR sur les micronutriments ce qui nous laisserait penser que ces
patients porteurs de géne muté répondraient bien a une supplémentation en folates. Plusieurs
investigateurs ont trouvée que les taux plasmatiques de folates sont significativement bas chez
les individus de génotype TT (Van der Put et al., 1995; Jacques et al., 1996; Brattstrom et al.
1998; Nelen et al., 1998).

L’interaction folate/génotypes MTHFR, a été déja décrite chez des enfants grecs (Papoutsakis
et al., 2005) et chez des femmes japonaises (Hiraoka et al., 2004). Il est possible que la
mutation elle-méme affecte la folatémie, puisque la forme primaire circulante des folates est

le 5-methyltétrahydrofolate.

Le génotype 677TT de la MTHFR rendant I’enzyme thermolabile, diminue 1’efficacité et par
voie de conséquence la quantité de méthyl-THF qui en résulte, et partant une perturbation du
métabolisme de folates et un changement de la composition cellulaire des dérivés foliques
(Bagley et Selhub, 1998).

En revanche, chez les sujets hyperlpidimiques, les concentrations moyennes de folates et de
vitamine B12 étaient basses pour tous les variant du polymorphisme C677T MTHFR. Il parait

105



Discussion

que cette perturbation lipidique a entrainé le camouflage de 1’action délétere du génotype

muté sur ces micronutriments.

Par ailleurs, d’aprés les analyses de nos résultats, on a rapporté des concentrations
élevées du Chol chez les sujets ayant des valeurs basses de folates ou chez ceux porteurs des
génotypes mutés de la MTHFR C677T.

Cependant, apres stratification de la cholestérolémie en fonction de génotypes et de limites de
folatémie, on a observé chez les sujets de folatémie < 16 ng/mL et de génotypes mutés, de
folatémie < 16 ng/mL et du génotype sauvage et ceux de folatémie >16 ng/mL et de
génotypes mutés, des concentrations similaires de Chol. Ceci pourrait s’expliquer par
I’absence d’effet délétére cumulatif de la mutation avec 1’hypofolatémie sur le Chol. En outre,
le taux élevé de ce dernier ne semble pas étre rétabli par un apport suffisant en folates en
présence du gene muté pour le polymorphisme C677T de la MTHFR.
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Les MCV sont les maladies qui font le plus de décés dans le monde. Les efforts financiers
et humains déployés dans le domaine de la recherche pour la lutte contre ces maladies sont
énormes. Cependant, les résultats restent encore en deca des espérances et des attentes des
populations malades. Un changement d’axe de recherche qui s’appuie sur le profil génétique
des patients, semble en effet une évidence et fait ressurgir d’une médicine de type prédictif.
Le but de cette médicine est d’adapter le mode de vie au risque de développer une pathologie,
mais aussi orienter le choix d’un traitement et prédire sa tolérance.

L’identification de geénes déterminant la variabilité interindividuelle des facteurs de risque
représente une étape indispensable dans la compréhension des mécanismes qui conduisent au

développement et/ou a la progression de la pathologie.

L'hypothése de départ de ce travail a consisté a établir une éventuelle relation entre
I'hyperhomocystéinémie comme facteur de risque de MCV et les mutations des génes de la
MTHFR C677T et de la CBS 844ins68.

Les principales conclusions de cette étude, sont les suivantes:

e L’analyse des données a montré des différences significatives dans la répartition des
facteurs de risque cardiovasculaire entre femmes et hommes. Les femmes étaient plus
souvent obeses, tandis que les hommes étaient des fumeurs.

e 100 % des patients souffrant de pathologies cardiovasculaires ont présenté une
hyperhomocystéinémie modérée a intermédiaires. Le taux de ce métabolite était
significativement plus élevé chez les patients 4gés par rapport a ceux jeunes. En effet,
le test de corrélation a indiqué un lien positif entre tHcy et I'age.

e La concentration moyenne de tHcy était plus élevée chez les sujets hypertendus par
comparaison a celle trouvée chez les non hypertendus. Cela témoigne d’une
association entre 1’Hcy et le syndrome métabolique et appuie 1’intérét du dosage de ce
métabolite chez les patients ayant un syndrome métabolique sévére.

En plus, 1’hyperhomocystéinémie était associée a la présence dune élévation
significative des taux sériques de la créatinine et du glucose chez les patients
hypertendus, indiquant que nos malades soufrent d’une 1égére détérioration au niveau

des fonctions rénales et leur glycémie est male équilibrée.
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e Les mutations des genes de la MTHFR C677T et de la CBS 844ins68 n’ont été
associées ni a la survenue de maladies cardiovasculaires, ni a la hausse de tHcy. Il
parait que 1’action délétére des variants mutés C677T de la MTHFR sur tHcy n’est
particuliérement significative qu’en cas d’hypofolatémie. Un statut correct en folates,
comme nous I’avons enregistré chez nos malades, pourrait donc annuler I’effet de la
mutation.

e |l parait aussi que I’hyperlipidimie ou les deux polymorphismes CT et TT de la
MTHFR engendrent une diminution des taux de folates et de vitamine B12, mais ils
n’interagissent pas en synergie pour les régresser encore plus. Cela a éteé déduit suite a
I’absence d’effet des génotypes mutés sur les valeurs de la vitamine B12 et de folates
chez les malades hyperlipidimiques. De plus, la mutation C677T au niveau du géene de
la MTHFR associée ou non au taux sérique de folates<16 ng/mL, a entrainé une
hypercholestérolémie. Ces observations ouvrent des perspectives physiopathologiques
intéressantes dans plusieurs domaines des maladies meétaboliques. L’élucidation du
réle des micronutriments et leur relation avec les différents facteurs biochimiques et
génétiques constitue une voie d’investigation particuliérement passionnante puisque

une grande frange de la population algérienne est atteinte de maladies métaboliques.

Bien que I’homocystéine soit conditionnée par les facteurs génétiques, environnementaux
et nutritionnels, la part de chacun d’entre eux est difficile a déterminer dans
I’hyperhomocystéinémie observée en pathologie. Les études futures devraient s’intéresser en
plus des facteurs abordés dans cette étude, aux autres facteurs incriminés a la survenue d’une
HHcy, soit nutritionnel comme la vitamine B6 et les folates érythrocytaires, ou bien une autre
mutation sur le gene de la MTHFR ou encore un autre géne, en particulier de la MS, les génes
codant les récepteurs de folates ou les enzymes comme la MTHFD et la SHMT (Morrison et
al., 1998, Wilson et al., 1999; Zhu et al., 2003). L’interaction de ces différents facteurs
nutritionnels et héréditaires et leur relation avec les différentes voies biologiques contribuant
au développement du processus athérosclérotique, dont principalement les voies de
I’inflammation, du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, de la régulation de la
pression artérielle, de la coagulation ou encore du stress oxydatif, mériteraient ainsi d’étre
clairement évaluées.

Dans les pays développés, les taux de mortalité selon 1’age pour la plupart des types de
maladies cardiovasculaires sont désormais a la baisse, alors que dans les pays en voie de

développement, le manque d’accés aux soins ainsi que la pénurie de programmes de
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prévention entrainent une augmentation des déces par maladies cardiovasculaires. Notre
investigation suggére donc 1’implantation d’un programme gouvernemental pour une prise en
charge des perturbations métaboliques, la poursuite des mesures de santé publique,
I’information de la population et la pratique réguliere du sport. Comme le démontrent
aujourd’hui les récentes études d’intervention, la modification raisonnable du mode de vie
peut laisser entrevoir la régression de la véritable épidémie d’obésité, de diabéte de type 2 et
d’HTA, qui frappe a la porte de nos pays et qui conduira a la progression de toutes les

conséquences de 1’athérosclérose.

Enfin, un traitement simple et bien toléré comme les complexes vitaminiques B visant a
abaisser le taux d’homocystéine ne permet pas de diminuer la survenue ou la récidive
d’infarctus myocardique/cérébral, ni la mortalité globale. L’indication clinique, la posologie
efficace et la combinaison optimale de molécules sont parfaitement inconnues (Dallongeville,
2009). Mais a I’heure actuelle, il semble difficile de délaisser complétement la piste de
I’homocystéine. Il existe probablement d’autres raisons expliquant 1’absence d’efficacité de la
vitaminothérapie dans I’hyperhomocystéinémie: la relation acide folique-homocystéine-MCV
est vraisemblablement plus complexe sur le plan métabolique qu’il n’avait été initialement
pensé. La tentative de réduction de I’homocystéinémie par d’autres voies (métabolisation
hépatique ou excrétion urinaire) mérite d’une étude plus approfondie qui permettra peut-étre

de prouver I’intérét de la diminution de I’homocystéinémie en pratique clinique.
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