
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE  

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE  

 

Université Mentouri Constantine 

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie 

Département de Biologie Animale 

 

N° de série : 261/ Mag/ 2008 
N° d’ordre : 016/ SN/ 2008 
 

 
 
 

En vue d'obtention du diplôme de magistère  
En génétique des pathologies humaines 

 
Présenté par: Mr Mechri adem 

 
Présenté et soutenu le : 30/ 06/ 2008 

                         

Membres du jury: 
Président :         Mr ABADI N                                              Prof.  C. H. U. de Constantine 

Rapporteur :     Melle BENLATRECHE  C                        Prof.  C. H. U. de Constantine     

Examinateurs:  Mme SATTA D                                           Prof.   Université Mentouri    

                           Mr ROULA D                                             Prof .  C. H. U. de Constantine 

Année universitaire :  2007/ 2008 

Etude de la mutation C677T de la 

méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) 

dans   les accidents thromboemboliques veineux 



 2

 
Remerciement 

 
 

     Je tiens à remercier toutes personnes qui ont contribué de pré 

ou de loin à la réalisation de ce mémoire : 

     Professeur  Belatreche C du CHU de Constantine, pour sa 

disponibilité à encadrer ce travail à travers ses critiques et ses 

propositions d’améliorations.  

     Professeur  Satta D de l’université de Constantine par sa 

générosité et son aide, son orientation et sa disponibilité. 

     Professeur  Abadi N du CHU de Constantine par sa prise 

en charge au laboratoire de génétique et biologie moléculaire du 

CHUC au cours de notre cycle d’étude. 

     Je remercie tous les membres du comité pédagogique du 

magistère Pr Belatreche C, Pr Abadi N, Pr Satta D et Pr Naimi 

D. 



 3

     Docteur Samra K et docteur Sifi K du CHU de Constantine 

qui ont été  toujours a notre besoin. 

     Ainsi que tout le personnel du laboratoire de génétique et 

biologie moléculaire du CHU de Constantine : Mlle Abla, Mme 

Manel, Mme yasmina, Mme Yamina, Mme Zbeida , Mr hamed, 

Mr Zouhir.  

     Sans oublier toute l’équipe du laboratoire de biochimie du 

CHU de Constantine et les infirmiers du service de cardiologie 

du CHU de Constantine.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4

 
Dédicace 

 
 

Je dédie ce mémoire à mes très chers parents. 

        A mes très chers frères et sœurs, nièces et neveux. 

             Ainsi qu’a toute la famille Mechri. 

A toutes les équipes de recherche scientifique du monde 

entier. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 5

Sommaire 
Abréviation…………………………………………………………………………….  

Intitulé des figures……………………………………………………………………..  

Intitulé des tableaux……………………………………………………………………  

Introduction……………………………………………………………………………. 11 

Partie Théorique……………………………………………………………………….. 14 

I. Les maladies thromboemboliques veineuses……………………………………….. 15 

I.1. Le système veineux……………………………………………………………... 15 

I.2. Physiologie de l'hémostase……………………………………………………… 16 

I.2.1. Hémostase primaire……………………………………………………….. 16 

I.2.2. Coagulation……………………………………………………………….. 17 

I.2.3. La fibrinolyse……………………………………………………………... 17 

I.3. La physiopathologie de l'hémostase…………………………………………….. 18 

I.4. La thrombose veineuse………………………………………………………….. 19 

I.5. Les facteurs de risques des thrombose veineuse………………………………... 19 

I.5.1. Les anomalies biologiques au cours des thrombose veineuse……………. 19 

I.5.1.1. Déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation…………. 20 

I.5.1.2. Taux élevé des facteurs de coagulation…………………………… 21 

I.5.1.3. Lupus anticoagulant ou anticorps antiphospholipidiques………… 22 

I.5.1.4. L’hyperhomocystéinemie…………………………………………. 22 

I.5.1.5. Le fibrinogène…………………………………………………….. 23 

I.5.2. Les facteurs de risque thrombotique acquis ou circonstanciels…………... 23 

I.5.2.1. Le facteur ethnique………………………………………………... 23 

I.5.2.2. Le groupe sanguin………………………………………………… 23 

I.5.2.3. L’age………………………………………………………………. 23 

I.5.2.4. L’obésité…………………………………………………………... 24 

I.5.2.5. Contraception hormonal………………………………………....... 24 

I.5.2.6. Substitution hormonale……………………………………………. 25 

I.5.2.7. La grossesse……………………………………………………….. 25 

I.5.2.10. Pathologies sous jacentes………………………………………... 

 

25 



 6

I.6. Complication……………………………………………………………………. 26 

I.6.1. L'embolie pulmonaire……………………………………………………... 26 

I.6.2. Syndrome post-thrombotique……………………………………………... 26 

I.6.3. La maladie post-phlébitique et l’insuffisance veineuse profonde………… 26 

I.6.4. La récidivité de la TVP…………………………………………………… 26 

I.7. Traitement et prévention………………………………………………………... 27 

I.8.Epidémiologie…………………………………………………………………… 27 

II. L'homocystéine…………………………………………………………………….. 28 

II.1. Introduction…………………………………………………………………….. 28 

II.2. Métabolisme……………………………………………………………………. 28 

II.3. Anomalies du métabolisme de l'homocystéine………………………………… 29 

II.3.1. Les facteurs génétiques…………………………………………………... 29 

II.3.2. Les facteurs nutritionnels………………………………………………… 30 

II.3.3. D'autres facteurs…………………………………………………………. 30 

II.4. Les mécanismes pathologiques potentiels de l'hyperhomocystéinemie…………. 30 

III. La MTHFR………………………………………………………………………... 31 

III.1. Protéine MTHFR……………………………………………………………… 21 

III.2. Le gène de la MTHFR………………………………………………………… 32 

III.2.1. Localisation du gène…………………………………………………….. 32 

III.2.2. Séquence du gène……………………………………………………….. 32 

III.2.3. Les mutations de la MTHFR……………………………………………. 32 

III.2.3.1. La mutation C677T……………………………………………… 32 

III.2.3.2. La mutation A1298C……………………………………………. 33 

III.2.3.3. Autres variants du gène MTHFR……………………………….. 34 

Partie Pratique…………………………………………………………………………. 35 

Patients et méthodes…………………………………………………………………... 36 

I. Population étudiées………………………………………………………………….. 37 

I.1. Population témoin………………………………………………………………. 37 

I.2. Population malade………………………………………………………………. 37 

II. Techniques employées……………………………………………………………... 38 

II.1. Le prélèvement sanguin………………………………………………………... 38 

II.2. Le recueil des données…………………………………………………………. 

 

38 



 7

II.3. Dosage de l’homocystéine……………………………………………………... 38 

      II.3.1. Recueil des échantillons………………………………………………….. 38 

II.3.2. Principe du test…………………………………………………………… 39 

II.4. Extraction d'ADN………………………………………………………………. 40 

II.5. La PCR…………………………………………………………………………. 41 

     II.5.1.Préparation du milieu réactionnel de la PCR……………………………… 41 

     II.5.2. Déroulement des cycles de la PCR……………………………………….. 41 

     II.5.3.Préparation du gel d’agarose du contrôle de PCR………………………… 42 

     II.5.4. Les produits de la PCR…………………………………………………… 42 

     II.5.5. Préparation du gel d’agarose pour digestion……………………………… 43 

II.6. Digestion par l'enzyme de restriction Hinf I…………………………………… 43 

III Les paramètres statistiques………………………………………………………… 45 

III.1. Moyenne………………………………………………………………………. 45 

III.2. Ecart-type et variance…………………………………………………………. 45 

III.3. Calcul de l’odds ratio………………………………………………………….. 45 

III.4. Les intervalles de confiances………………………………………………….. 46 

III.5. P value………………………………………………………………………… 46 

Résultats et discussion………………………………………………………………… 48 

I. La répartition selon le sexe et l'age…………………………………………………. 49 

I.1. La répartition selon le sexe……………………………………………………… 49 

I.2. La répartition selon l'age………………………………………………………... 51 

II. Etude du taux d'homocystéine……………………………………………………... 52 

III. Etude de la mutation C677T du gène de la MTHFR……………………………… 55 

Conclusion…………………………………………………………………………….. 59 

Références bibliographiques………………………………………………………….. 61 

Annexes……………………………………………………………………………….. 76 
 

 

 

 

 

 



 8

 
 

 

 

 

MTEV : Maladie thromboembolique veineuse. 

MTHFR : Méthylènetetrahydrofolate réductase. 

EP : Embolie pulmonaire. 

TVP : Thrombose veineuse profonde. 

TV : Thrombose veineuse. 

AT : Antithrombine. 

RS: Reactive Site. 

HBS: Heparing Binding Site. 

PE : Pleitropic Effect. 

PC : Protéine C. 

PCa : Protéine C activé. 

PS : Protéine S. 

DD : D-Dimères. 

HNF : Héparine non fractionné 

HBPM : Héparine de bas poids moléculaire 

AVK : Antivitamine K. 

SAM : S-adénosyl-L-méthionine. 

SAH : S-adénosyl-homocystéine. 

5-M-THF : 5-méthyl-tétrehydrofolate. 

CBS : Cystathionine-β-synthase.  

BET: Bromure d’éthidium. 
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La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) regroupe dans son entité la 

thrombose veineuse profonde (TVP) et l'embolie pulmonaire (EP), elle demeure une cause 

de morbidité et de mortalité fréquente dont l'incidence se situe en moyenne autour de 

1/1000 par an toute confondus. La MTEV survient lors d'une obstruction d'une veine suite 

à un déséquilibre hémostatique conduisant à la formation d'un thrombus. De nombreux 

facteurs favorisent la survenue d'un tel accident et qui se potentialisent pour induire un état 

instable d'activation de l'hémostase. Deux éléments majeurs participent directement a cet 

accident: l'anatomie du système vasculaire, dont les valvules favorisent dans leurs 

concavité une stase sanguine relative, et un déséquilibre du système de la coagulation 

conduisant à un excès de la formation de la thrombine (1). 

 

Les facteurs de risque de la MTEV peuvent être d'ordre génétique (déficits en 

antithrombine, déficit en protéine C, déficit en protéine S, résistance a la protéine C 

activée), et notons en particulier les facteurs acquis qui jouent également un rôle important 

qu’il soit circonstanciels (immobilisation prolongées, chirurgie, grossesse) ou 

iatrogènes (contraceptif oraux ou hormonothérapie substitutive) ou liés à certaines 

pathologies tel que le cancer et le syndrome néphrotique (2). 

 

Au cours de cette  dernière décennie des progrès considérables ont été apportés à 

l'étude des facteurs de risque de MTEV (3), en particulier ceux liés a certaines voies 

métaboliques fortement corrélées à cette maladie. Parmi ces facteurs la MTHFR constitue 

l'enzyme clé qui catalyse la conversion du 5,10 méthylènetetrahydrofolate en 5, 

méthyltetrahydrofolate, et qui assure le cycle des folates ce qui permet à l'homocystréine 

d'être reméthylée en méthionine et d'être épurée de l'organisme (4). La MTHFR est codée 

par un gène localisé au niveau du chromosome 1 en position 1p36 et dont la mutation la 

plus fréquente est la C677T, une telle mutation crée une enzyme thremolabile qui possède 

une activité réduite d'environ 50 % à 37°C et une perte complète d'activité à 46°C. La 

mutation a lieu en position 677 et transforme la base C en T, ceci a pour conséquence la 

formation d'un acide aminé : valine au lieu d'alanine en position 222 de la chaîne protéique 

(5). Cette mutation est reconnue dans plusieurs études comme étant un facteur important 

dans l'augmentation du taux d'homocystéine plasmatique. Cette hyperhomocystéinemie 

représenterait l'un des facteurs de risque des MTEV avéré (6).  
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A fin de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre l'hyperhomocystéinemie 

d'une part et la mutation C677T d'autre part et les MTEV nous nous sommes proposés à 

travers une étude cas témoins: 

 

v Déterminer le pourcentage des cas des thromboses veineuses liées à la 

mutation C677T du gène de la MTHFR. 

v Etablir la relation entre la mutation C677T du gène de la MTHFR et le taux 

sérique de l'homocystéine. 
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I. Les maladies  thromboemboliques veineuses : 
I.1. Le système veineux: 

Le système vasculaire sanguin est formé par un circuit de vaisseaux dans lequel le 

courant sanguin est entretenu par le mouvement continu de la pompe cardiaque. Le 

système veineux assure le retour de sang des capillaires vers le cœur (figure 1) (7). 

Les veines sont constituées de trois couches: 

• L'intima est constitué d'un revêtement endothélium qui repose sur une lame 

basale. On distingue des valvules qui sont l’expansion de l'intima dans la 

lumière, recouverte de cellule endothéliales et renforcée par des fibres 

élastiques et de collagènes.  

• La média est une mince couche, contient des cellules musculaires lisses et des 

fibres élastiques. 

• L'adventice est constituée de fibres de collagène, de fibroblastes et de quelque 

fibres nerveuses (8). 
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Figure 1: Schéma simplifié montrant le système du retour veineux (9). 

I.2. Physiologie de l’hémostase : 
A l'état normal, le sang circule dans des conditions hémodynamiques variées au contact 

de l'endothélium, des cavités du cœur, des artères, des veines et de la microcirculation. Le 

phénomène d'hémostase  à l’état physiologique a pour but de colmater une brèche 

vasculaire, par la formation d'un caillot fibrinoplaquettaire et d'éliminer ce caillot une fois 

qu'il a cessé d'être utile (10). 

On distingue classiquement trois temps: 

§ L'hémostase primaire ferme la brèche vasculaire par un "thrombus blanc" (clou 

plaquettaire) (figure 2). 

§ La coagulation consolide ce premier thrombus en formant un réseau de fibrine 

emprisonnant des globules rouges "thrombus rouge"  (figure 2). 

§ La fibrinolyse, permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension. 
 

I.2.1. Hémostase primaire: 
Dès qu'une brèche vasculaire se constitue, le processus d'hémostase primaire se met 

en jeu, il comprend trois étapes essentielles: 

• Le temps vasculaire : correspond à la première réaction de l'organisme qui est 

une vasoconstriction localisée qui peut arrêter les hémorragies soit au moins 

réduire le flux sanguin et modifier les conditions hémodynamiques, favorisant 

le processus d'interaction  molécules et cellules. 

• L'adhésion plaquettaire : les plaquettes dès leur sortie du vaisseau adhèrent à 

la structure sous endothéliale mise a nu par la brèche vasculaire. L'adhésion se 

produit en grande partie par la GP Ib qui se colle au sous endothélium grâce au 

facteur de Willebrand qui sert de ciment. 

• L'agrégation plaquettaire :  les plaquettes adhérentes s'activent et recrutent 

d'autres plaquettes circulantes. Les GP IIbIIIa de surface, lors de l'activation 

plaquettaire subissent une modification conformationnelle qui leur permet de 

fixer le fibrinogène en présence de calcium. L'agrégation plaquettaire se fait 

ainsi grâce au fibrinogène qui établit des ponts entre les plaquettes, créant un 

premier thrombus fragile (agrégation réversible). Grâce à la libération des 

enzymes et contenu granulaire des plaquettes, le caillot se solidifie (agrégation 

irréversible), constituant le thrombus blanc (11).  
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1.2.2. Coagulation: 
Le thrombus plaquettaire est fragile, il doit donc être consolidé. La coagulation 

comme l'hémostase primaire met en jeu des cellules et des facteurs plasmatiques. La 

coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant à la formation de 

fibrine. L'enzyme central permettant de transformer le fibrinogène en fibrine est la 

thrombine, le processus de formation de la thrombine est complexe avec une série 

d'activations enzymatiques qui surviennent à la surface des phospholipides 

membranaires des plaquettes, cellules endothéliales ou monocytes (12). 
 

1.2.3. La fibrinolyse: 
La fibrinolyse est le troisième temps de l'hémostase, elle tend à empêcher 

l'installation mais surtout l'extension du caillot en déterminant les polymères de fibrine. 

Lorsque le caillot est formé, la fibrinolyse physiologique permet de le reperméabiliser. 

Elle fait intervenir une substance circulante sous forme inactive dans le plasma qui est 

le plasminogène, synthétisée par le foie. Sous l'influence d'activateurs, le plasminogène 

se transforme en plasmine qui est une enzyme protéolytique très puissante, capable de 

dégrader le caillot de fibrine mais aussi de détruire le fibrinogène, voire d'autres 

facteurs de coagulation (12). 

L’activation du plasminogène en plasmine se fait grâce à des activateurs de deux 

types : 

• La voie de l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA). Cette substance est 

synthétisée de façon quasi exclusive par la cellule endothéliale qui la libère sur 

le site du caillot lors de tout phénomène d’agression. 

• La voie de pro-urokinase-urokinase (U-PA) la forme circulante est la                 

pro-urokinase synthétisée par les cellules rénales et d’autres cellules 

parenchymateuses. La pro-urokinase s’active en urokinase essentiellement au 

cantact du caillot de fibrine. 

Le système fibrinolytique est régulé par deux types d’inhibiteurs : 

• Inhibiteurs de la plasmine : alpha 2 antiplasmine, alpha 2 macroglobuline. 

• Inhibiteurs des activateurs du plasminogène : PAI-1 est l’inhibiteur surtout du t-

PA et le PAI-2, présent essentiellement chez la femme enceinte, est inhibiteur 

de l’urokinase (12). 
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Figure 2 : Formation d’un clou hémostatique (10). 
 
 

I.3. La physiopathologie de l'hémostase : 
La thrombose veineuse est induite par trois facteurs principaux la triade de Virchow :  

§ facteur pariétal : Les lésions de l’endothélium vasculaire sont nécessaires à 

l’agrégation plaquettaire, il entraînent des phénomènes réactionnels locaux de 

thrombose, considéré comme un facteur mineur, sauf dans certaines situations 

(cathéter veineux central, foyers septiques locorégionaux…etc). 

§ altération du flux sanguin : Le ralentissement du flux sanguin ou stase joue un 

rôle essentiel en favorisant l’accumulation des facteurs de la coagulation. La stase 

veineuse est liée à l’alitement ou l’immobilisation prolongée, à l’insuffisance 

veineuse chronique, aux compressions extrinsèques (adénopathies, cancers digestifs 

ou pelviens). 

§ modification du sang circulant : l’apparition d’un déséquilibre hémostatique,  fait 

pencher la balance de coagulation, par diminution des facteurs de fibrinolyse (13). 
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I.4. La thrombose veineuse : 
Lorsque se forme un caillot sanguin, dans un vaisseau et qu'il provoque une occlusion, 

on parle de thrombose. Une thrombose peut se produire dans les artères mais, beaucoup 

plus souvent, ce sont les veines qui sont touchées et on parle dans ce cas là de thrombose 

veineuse (TV). Elle survient généralement dans une veine des membres inférieurs, au 

niveau des jambes ou des hanches, rarement au niveau des membres supérieurs. La TV 

peut être superficielle lorsqu’elle touche une veine proche de la surface de la peau ou 

profonde lorsqu’elle est localisée à l’intérieur d’un muscle (14, 15).  

Si le thrombus ou une partie de celui-ci se détache (embole), il part dans le flux 

sanguin et entraîne une embolie dès qu'il atteint un segment de vaisseau plus étroit où il se 

coince et il l’obstrue. Les thrombus qui se détachent des veines de la jambe ou du bassin 

migrent souvent à travers le cœur droit et provoquent une obstruction au niveau de la 

circulation pulmonaire, pouvant ainsi entraîner une embolie pulmonaire qui est une 

complication grave et souvent fatale (16). 
 

I.5. Les facteurs de risque des thromboses veineuses : 
La MTEV est reconnue comme étant une maladie multifactorielle dans la quelle une 

seule anomalie n’est pas suffisante pour déclencher une thrombose veineuse, mais une 

accumulation d’anomalies, constitutionnelles et/ou acquises est nécessaire. 

 

I.5.1. Les anomalies biologiques au cours des Thromboses veineuses : 
Un certains nombre d’anomalies biologiques de l’hémostase sont associées aux 

thromboses veineuses, permettant d’évoquer leurs responsabilité dans la survenue de 

ces thromboses : 

• Déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation. 

• Hyperhomocystéinemie. 

• Elévation du taux des facteurs de coagulation. 

• Lupus anticoagulant ou anticorps antiphospholipidiques. 

• Fibrinogène. 

I.5.1.1. Déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation : 
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La prévalence d’un déficit en inhibiteur de la coagulation est estimée à moins 

de 10% des patients avec MTE. Elle augmente dans les cas de thrombose 

idiopathique récidivante ou d’antécédent familial (16). 

• Déficit en antithrombine (AT) : 

C’est un majeur inhibiteur du mécanisme de la coagulation et un déficit en 

AT est considérer comme un facteur de prédisposition da MTEV (17). La 

première publication de déficit en AT date de 1965 par Egeberg (15). Le gène 

de l’AT  a été identifié et localisé au niveau du chromosome 2 (2q23-25), 

plusieurs types de déficits ont été identifiés. 

§ Déficit de type I : La protéine présentée est normale mais en quantité 

diminuée. 

§ Déficit de type II : La protéine présentée est dans ce cas là anormale, 

cette classe est répartie en trois sous classes : 

o Type II RS (Reactive Site). 

o Type II HBS (Heparing Binding Site). 

o Type II PE (Pleitropic Effect) (18). 

 

• Déficit en protéine C : 

La PC est découvert en 1976 par Stenflo. C’est une protéine vitamine K 

dépendante qui inhibe les facteurs Va et VIIIa, qui permet de freiner 

efficacement la cascade de coagulation. Le gène de la PC est localisé au niveau 

du chromosome 2 (2q13-14). 

L’association de déficience en PC et la TV à été rapportée pour la première 

fois en 1981, l’hétérozygote en PC a été identifié chez 1,5 à 11,5% des patients 

avec TV et seulement chez 0,2 à 0,4% des sujets sains. 

Les déficits en PC sont divisés en deux types : 

§ Type II : C’est un déficit quantitatif, le plus fréquent. 

§ Type II : C’est un déficit qualitatif de la PC, le moins fréquent (19). 

 

 

 

 

 

• Déficit en protéine S : 
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La protéine S (PS) est une glycoprotéine dépendante de la vitamine K, 

principalement produite au niveau du foie.  

Une association entre la déficience en PS et la TV a été établie en 1984. La 

déficience en PS dans la population générale est entre 0,2 et 0,5% et la 

prévalence de la déficience hétérozygote est de l’ordre de 1 à 3%. 

Le déficit en PS est autosomique dominant présent dans 2 à 6% de patient 

ayant un accident thrombotique (20). 

 

• Résistance à la PC activée (mutation du facteur V Leiden): 

Dahlbâck a identifié en 1993 une résistance plasmatique à l’activité 

anticoagulante de la PCactivée (PCa). Cette résistance est du à la présence 

d’une mutation du facteur V, qui correspond à la substitution de l’Arg  506 par 

une glutamine. Ce facteur V muté devient un obstacle à une inhibition efficace 

de la cascade de coagulation par la PCa (21).  

La transmission de cette anomalie est autosomique dominante. La 

population porteuse de cette mutation à un risque de survenue d’une MTE 

multiplié par 5 à 10 par rapport à une population témoin et ce risque atteint 50 à 

100 chez les patients homozygotes, sa prévalence est estimée entre 0,06 et 

0,25% (16). 

 

I.5.1.2. Taux élevé des facteurs de coagulation : 

• Mutation du gène du facteur II (prothrombine): 

Le changement d’un nucléotide en position 20210 du gène de la 

prothrombine a été identifié par Poort et al en 1996, il est la conséquence d’une 

transition en position 20210 du gène codant la prothrombine avec 

remplacement d’une guanine par une adénine (21). 

La prévalence de cette mutation G20210A est comprise entre 1 à 4 % dans 

la population Européen générale et de 5,5 % en UK, mais elle est rare en 

Afrique et en Asie (21). 

La prothrombine mutante semble associée à un risque de thrombose 2 à 3 

fois plus élevé (15).  

 

 

• Elévation du taux plasmatique du facteur VIII : 
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Selon une étude en 1995, le facteur VIII apparaît comme un facteur de 

risque indépendant de TVP. Un taux supérieur à 150 UI/dl majore le risque de 

TVP par 5 en comparaison d’un taux de référence de 100 UI/dl. Cependant, 25 

% des patients et 11 % des témoins  ont un taux supérieur à 150 UI/dl et les 

auteurs estiment donc que ce facteur de risque est fréquent et ne peut à lui seul 

entraîner un épisode thrombotique. Par contre, associé à un autre facteur de 

risque, il expose à un risque comparable à celui des déficits en inhibiteurs de la 

coagulation ou à celui de la résistance de PCa (22). Une augmentation de la 

concentration plasmatique du facteur VIII accroît le risque de MTEV dont la 

valeur du risque est corrélé au degré d’élévation du facteur VIII (22, 23). 

 

• Elévation du taux plasmatique du facteur IX: 

L’équipe de Leiden a montré qu’un taux du facteur IX supérieur a 129UI/dl  

(90ème percentile de la population témoin) multiplie le risque de thrombose 

veineuse par 2,3 que les sujets ayant des taux du facteur IX inférieur à 129 

UI/dl. 

Cette élévation est présente dans 10 % de la population (23).  

 

I.5.1.3. Lupus anticoagulant ou anticorps antiphospholipidiques: 

La présence de cette anomalie acquise augmente le risque de thrombose 

veineuse, de fausse couche, d’accidents vasculaire cérébral et d’hypertension 

artérielle pulmonaire. Il s’agit d’une affection acquise, qui est plutôt la 

manifestation d’un trouble auto-immunitaire (15).  

 

I.5.1.4. L’hyperhomocystéinemie: 

On a associé un haut taux d’homocystéine dans le sang avec les maladies 

cardiovasculaires athérosclérotiques (blocage des artères du cœur, du cerveau et/ou 

dans les membres inférieurs) et thrombotiques veineuses (4).  

L’hyperhomocysteïnemie est la conséquence d’un déficit constitutionnel en 

cystationine Bétasyntase (CBS), ou en méthylènetétrahydrofolate réductase 

(MTHFR) ou d’un déficit acquis en folates, vitamine B12 ou B6 (4). 
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I.5.1.5. Le fibrinogène : 

Le fibrinogène est bien connu pour être un facteur de risque des maladies 

coronariennes et aussi de mortalité cardio-vasculaire. Le rôle que pourrait jouer le 

fibrinogène dans la MTEV a été envisagé en 1994 par Koster et Rosendaal dans 

leur étude cas témoin. Leur conclusion est que le fibrinogène constitue un véritable 

facteur de risque de thrombose veineuse dont le risque relatif est doublé lorsque la 

concentration est comprise entre 4 et 5 g/L et multiplié par 4 si elle est supérieure à 

5 g/L (24).  
 

I.5.2. Les facteurs de risque thrombotique acquis ou circonstanciels : 
Parmi ces facteurs on a : 

I.5.2.1. Les facteurs ethniques :  

Une prévalence de d’EP est de 15% en Amérique du nord  alors qu’au Japon 

elle de 0,7%. White et al, a montré que l’incidence annuelle de MTEV idiopathique 

en Californie est de 23 pour 100 000 pour des sujet d’origine caucasienne, 29 pour 

100 000 des sujets Africo-Américains, 14 pour 100 000 chez les Hispaniques et 6 

pour 100 000 pour les Asiatiques du Pacifique en Island (25). 

 

I.5.2.2. Le groupe sanguin :  

L’étude cas témoin de Koster et coll. fait apparaître une diminution du groupe 

O chez les sujets de MTEV par rapport aux témoins (25 % contre 43 %). Une 

analyse univariée corrèle positivement les groupes non-O, des taux de facteur VIII 

et de facteur Von Willebrand élevés à la thrombose veineuse (22). 

 

I.5.2.3. L’age :  

Des études ont montré qu’une incidence d’une MTEV pour la première fois est 

inférieur à 5 pour 100 000 par an pour des enfants de moins de 15 ans, devant une 

incidence de 450 à 600 pour 100 000 par an chez des individus de plus de 80 ans 

(figure 3) (25, 26). 
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Figure 3: Incidence annuelle de la thrombose embolique veineuse chez des sujets résidents 

a Worcester MA 1986, par age et sexe (27).  

 

I.5.2.4. L’obésité : 

 C’est un facteur de risque de maladie veineuse thromboembolique post 

opératoire, Les patients obèses (indice de masse corporelle ≥ 27) nécessitant une 

attention particulière. L’obésité est un facteur de risque de MTEV chez les patients 

hospitalisés en milieu médical ou devant subir une chirurgie bariatrique. L’obésité 

semble jouer un rôle potentialisant, à côté des autres facteurs de risque, dans le 

développement d’une MTEV chez les patients hospitalisés. Le faible nombre 

d’essais prospectifs dans cette population interdit aujourd’hui de porter des 

conclusions définitives quant à la méthode thromboprophylactique la plus efficace 

et la moins dangereuse pour les patients obèses ; c’est pourquoi des essais cliniques 

randomisés comparant les différentes méthodes chez ces patients sont plus que 

jamais justifiés (28). 

 

I.5.2.5. Contraception hormonal : 

Le risque de MTEV est de 0,8 pour 10 000 chez des femmes qui n’utilisent pas 

de contraception hormonale alors qu’elle est de 3 pour 10 000 chez des femmes qui 

utilisent la contraception hormonale (29).  

Une autre étude faite en Bretagne montre un risque  de 2 pour 10 000 pour des 

femmes qui utilisent une contraception hormonale (30). 
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I.5.2.6. Substitution hormonale :  

Le risque de thrombose veineuse des femmes recevant une substitution 

oestrogestative de la ménopause est trois fois supérieur à celui des femmes ne 

prenant pas de telles substitutions (31).  

 

I.5.2.7. La grossesse : 

La grossesse provoque un état d’hypercoagulabilité physiologique dont le rôle 

essentiel est de prévenir les hémorragies de la délivrance (32, 33). Les femmes 

ayant une thrombophilie ont un risque élevé pour les MTEV (34).  

 

I.5.2.8. Pathologies sous jacentes : 

• Antécédents de maladie thromboembolique veineuse 

• Lupus érythémateux (15).  

• Insuffisance cardiaque et cardiopathies ischémiques à la phase aiguë 

• Affections neurologiques avec paralysies des membres inférieurs (28).   

•  Insuffuisance caridaque (28).  

• La chimiothérapie et tumeurs malignes (35, 36).  

• Le syndrome néphrotique (37).   

• Syndrome de Behcet (28).  

• Traumatisme ou intervention chirurgicale, en particulier du basin, des 

hanches ou des membres inférieurs (28, 38).  

• Au cours des infections graves (39).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.6. Complication : 
I.6.1. L’Embolie pulmonaire : 
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C’est une complication la plus fréquente et la plus grave des TVP, qui résulte a la 

migration d’un caillot provenant d’une thrombose veineuse profonde. La thrombose 

causale est le plus souvent située sur le réseau cave inférieur, pour des raisons 

anatomiques évidentes l’embole s’arrête dans la circulation pulmonaire et peuvent 

entraîné ainsi une EP (40).  
 

I.6.2. Syndrome post-thrombotique : 
Il consiste en un ensemble de symptômes et de signes. Suite à une destruction des 

valvules par le thrombus, celles-ci deviennent incontinentes, il se développe alors une 

hypertension veineuse secondaire en amont avec comme conséquences : douleur, 

crampes, lourdeur, prurit, paresthésies, œdèmes, induration, varices, pigmentation de la 

peau et ulcère cutané. 

L’apparition du syndrome post-thrombotique chez le tiers des sujets ayant une 

TVP. L’incidence de syndrome post-thrombotique est de 22,8 après deux ans, 28% 

après 5 ans et 29,1% après 8 ans (41).  
 

I.6.3. la maladie post-phlébitique et L’insuffisance veineuse profonde : 
La persistance d’une obstruction veineuse nécessite le développement d’une 

circulation collatérale de suppléance sans fonction valvulaire, engendrant un reflux 

veineux responsable de stase à l’origine de l’hyperpression veineuse génératrice 

d’oedèmes des membres inférieurs, eux mêmes majorant la stase veineuse. 

Dans d’autre cas, la recanalisation du vaisseau se fait avec une destruction des 

valvules veineuses, à l’origine de l’insuffisance veineuse (42). 
 

I.6.4. La récidivité de la thrombose veineuse profonde : 
L’incidence la récidivité d’une TVP est de 17,5% après 2 ans, 24,6% après 5 ans et 

30,3% après 8 ans (41).  

 

 

 

I.7. Traitement et prévention : 
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Il permet de prévenir l’extension du thrombus veineux avec une perméabilisation 

maximale, prévient à la récidivité des TV et lutte contre le syndrome post-

thrombotique (43).  

• Les anticoagulants : Les héparines non fractionnées (HNF) et les héparines 

de bas poids moléculaires (HBPM) sont les seuls anticoagulants à posséder une 

activité anticoagulante rapide (44).  

• Les antivitamines K (AVK) : est un traitement curatifs et préventif 

secondaire, est un relais précoce des héparines par les AVK qui permettent de 

réduire le coût de la maladie tout en limitant le risque de thrombopénie à 

l’héparine (45). 

• La contention élastique : réduit la douleur et l’oedeme ; elle permet de 

plus, grace à une diminution du calibre des veines profondes et superficielles 

d’améliorer le retour veineux dans les veines saines et de fixer le thrombus à la 

paroi, evitant son extension et son embolisation. La contention doit etre porté au 

moins pendant l’année suivant l’épisode de thrombose aigue car elle limite à 

long terme le developpement d’une maladie post-phlébitique (46, 47, 48) .  
 

I.8. Epidémiologie :  
Au Etat Unis, le nombre de sujets Présentant de MTEV  pour la première fois, est 

d’environ 100 cas pour 100 000 chaque année, approximativement le tiers des sujets ayant 

une EP alors que les deux tiers ont une thrombose veineuse profonde (TVP) (25). 

En 1999, une étude faite en Angleterre, sur les habitants de Worcester a donné une 

statistique de thrombose embolique veineuse (TEV) avec approximativement 128 cas par 

100 000 (49).  

En France, 547 patients ayant une MTEV dans une période comprise entre juillet 1992 

et Décembre 1994, dans 446 ayant une TVP et 387 ayant une EP (50).  
 

 

 

 

 

 

II. L'homocystéine : 
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II.1. Introduction: 
L'homocystéine est un acide aminé soufré. Il est formé durant le cycle métabolique de 

la méthionine, un cycle très important de l’organisme qui aboutit à la formation de 

donneurs de méthyle et à la réparation cellulaire.  Dans le plasma 80% de l’homocystéine 

est liée aux protéines, l’homocystéine non liée existe essentiellement sous forme de 

dissulfide mixte homocystéine-cystéine. De petites quantités existent sous forme de dimère 

homocystéine-homocystéine encore appelés homocystine ou sous la forme d'homocystéine 

libre vraie. Cette dernière fraction constitue environ 1 % de toute l'homocystéine circulante 

mesurée. L'homocystéine totale représente la somme de toutes les fractions libres ou liées 

de l'homocystéine (51). 
 

II.2. Métabolisme: 
La méthionine est initialement transformée en S-adénosyl-L-méthionine (SAM), une 

réaction catalysée par la méthionine-adénosyl transférase puis en S-adénosyl-homocystéine 

(SAH) qui est par la suite hydrolysée pour produire de l'adénosine et de l'homocystéine. 

L'homocystéine est ensuite métabolisée soit par reméthylation pour produire 

méthionine, soit par la transsulfuration pour produire la  cystathionine et puis enfin de la 

cystéine     (figure 4). 

La reméthylation de l’homocysteine en méthionine se produit lors d'un déficit en 

méthionine, le 5-méthyl-tétrehydrofolate (5-M-THF) cède son groupement méthyle à 

l’homocysteine sous l’action de la méthionine synthase (5-méthyl THF-Homocysteine 

méthyl-transférase) et de son coenzyme, la cobalamine ou vitamine B12. Le produit 

déméthylé, le THF reçoit, en présence de vitamine B6, un groupement méthylène de la 

sérine, formant le 5,10-méthylène-tetrahydrofolate. Ce dernier est réduit en 5-méthyl-

tétrahydrofolate (5-CH3-T4HF) sous l’action de la 5,10-méthylènetetrahydrofolate 

réductase, dont le fréquent déficit constitue une cause possible d’hyperhomocysteinemie. 

La transsulfuration de l’homocysteine  est une voie alternative comportant une 

sulfoconjugaison de l’homocysteine en cystathionine à partir de la sérine, sous l’action de 

la cystathionine-β-synthase (CBS) dont la vitamine B6 ou pyridoxal-5’-phosphate 

(pyridoxine) est le cofacteur, sous l’action de la gama-cystathionase et de la vitamine B6, 

la cystathionine est dégradée en cystéine (28). 
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Figure 4: Métabolisme de l'homocystéine (28). 
 

II.3. Anomalies du métabolisme de l'homocystéine: 
Les dysfonctionnements du métabolisme de l'homocystéine dépendent de déficits 

congénitaux en enzyme impliqués dans ce métabolisme ou du déficiences dans l'apport, le 

transport et le métabolisme des folates et des vitamines B12 et B6 ou encore d'un apport 

excessive en méthionine (52). 
 

II.3.1. Les facteurs génétiques: 

• Altération de la voie de transsulfuration correspond à un déficit en CBS. 

• Altération de la voie de reméthylation secondaire soit à un défaut d'activité de la 

MTHFR, soit à une déficience fonctionnelle en méthionine synthase. 
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II.3.2. Les facteurs nutritionnels: 
De nombreuses études ont montré que des déficiences nutritionnelles en B12 ou en 

B9 conduisent à une élévation modérée ou intermédiaire de l'homocystéine dans les 

conditions basales, seule une déficience sévère et prolongée en vitamine B6 aurait une 

incidence sur l'homocystéine basale (53). 
 

II.3.3. D'autres facteurs: 

• L'age : la concentration plasmatique de l’homocystéine augmente progressivement 

avec l’age dans les deux sexe (54).  

• Le sexe : la concentration plasmatique de l’homocystéine est d’environ 10 % 

supérieur chez les hommes par rapport aux femmes (54). 

• Le tabac : la concentration plasmatique de l’homocystéine augmente chez les 

fumeurs par rapport aux non fumeurs (54). 
 

II.4. Les mécanismes pathogéniques potentiels de 

l'hyperhomocystéinemie: 
La concentration de l’homocystéine pourrait favoriser l’athérosclèrose et/ou la 

thrombose par les mécanismes suivants (55, 56): 

• Effet cytotoxique direct sur les cellules endothéliales, en partie lié à la formation de 

radicaux libres lors de l’oxydation de l’homocystéine réduite (57, 58). 

• Stimulation de la prolifération des cellules musculaires vasculaires lisses comme en 

témoignent l’augmentation de la synthèse d’ADN et l’augmentation de l’expression 

de l’ARNm à la cycline A dans ce modèle cellulaire. La cycline-kinase associée la 

cycline A est à la fois un initiateur et un marqueur de mitose (59). 

• Effet prothrombotiques divers, comprenant l’atténuation des sites de liaisons 

endothéliaux au tPA, l’activation du facteur V, l’inhibition de la PC, et une 

diminution de l’activité antithrombotique endothéliale liée à des modifications de la 

fonction thrombomoduline (60, 61). 

• L’homocystéine modifie directement l’expression de nombreux gènes dans un 

modèle de cellules endothélial humaines de cordon ombilical ; au moins 6 gènes 

sont surexprimés dont l’un codant pour la protéine de stress GRP 78/BIP et un autre 

codant pour un enzyme bi fonctionnel ayant des propriétés de types MTHFR (62).  
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La signification des ces constatation est encore imprécise mais suggère que 

l’homocystéine est impliquant dans un système complexe dynamique de lésions et de 

réparations vasculaires. 
 

 

III. La MTHFR: 
III.1. Protéine MTHFR: 
La MTHFR est une enzyme catalysant la réduction du 5,10-méthlènetetrahydrofolate 

en                              5-méthyltetrahydrofolate. Cette réaction est irréversible dans les 

conditions physiologiques normales (63). La MTHFR utilise comme donneur d’électron le 

NADPH. 

La MTHFR a été isolé pour la première fois au niveau du foie de cheval en 1962, et par 

la suite au niveau du foie de porc, l’analyse de la MTHFR issu du foie de porc a montrer 

que l’enzyme est un homodimère de 77 KDa (64, 65).  

La protéine humaine à deux isoforme de PM de 77 KDa et 70KDa (66). Ce dernier a 

été retrouvé qu’au niveau du tissu hépatique et qu’au niveau du tissu rénal que chez 

l’enfant (67). 

La structure protéique de la MTHFR est subdivisée en deux domaines l’un catalytique    

(N terminal) de PM 40 KDa et l’autre régulateur (C terminale) de PM 37 KDa. A l’union 

de ces deux domaine se trouve une région hydrophobe avec séquence d’AA : Lys-Arg-

Arg-Glu-Glu, qui représente le site de clivage de la trypsine. 

La digestion de la MTHFR par la trypsine n’a pas d’effet sur sa fonction catalytique 

mais la rend plutôt insensible a sa régulation par la S-adenosylmethionine (SAM). La SAM 

a un rôle inhibiteur de la MTHFR, alors que la S-adenosylhomocystéine (SAH) est 

régulateur de l’activité de la MTHFR. 
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III.2. Le gène de la MTHFR : 

III.2.1. Localisation du gène : 
Le gène de la MTHFR se localise au niveau du bras court du chromosome 1 

(1P36.3) (Figure 5) (63, 66). 
 

 
 
Figure 5 : localisation du gène de la MTHFR au niveau du premier chromosome humain 

(76). 
 

 

III.2.2. Séquence du gène : 
L'ADNc de la MTHFR humain est de 2.2 Kb de longueur, répartie en 11 exons de 

taille comprise entre 102 Pb à 432 Pb, chevauché par 10 introns de taille comprise entre 

25 Pb à 1.5 Kb avec une seule exception 4.2 Kb (63) (Voire annexe). 
  

III.2.3. Les mutations de la MTHFR : 

III.2.3.1. La mutation C677T : 

En 1995, Frosst et al, a identifier une mutation commune au niveau du gène de 

la MTHFR (68), cette mutation correspond à une substitution du gène de la 

MTHFR de la base cytosine en thymine en position 677, qui se traduit au niveau de 

la protéine par la conversion de l’acide aminé alanine en valine en position 222, 

cette mutation rend l'enzyme thermostable et diminue sont activité (66).Cette 
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mutation est associé a une augmentation du risque aux maladies cardiovasculaire et 

au déficit du tube neurale (69, 70) . 

 

Allèle normal : 

                           Séquence génétique : GCG GGA GCC G CC GAT 

                           Séquence protéique :  Ala    Gly    Ala   Ala    Asp 

 

Allèle muté : 

                           Séquence génétique : GCG GGA GCC G TC GAT 

                           Séquence protéique :  Ala    Gly    Ala   Val    Asp 

 

La fréquence allélique de l’allèle muté T du gène de la MTHFR dans la population 

générale est estimée a environ 19 à 30 % et la fréquence de l’homozygote muté T/T 

est d’environ 7 à 12 % (71, 72). 

Des études récentes montrent la relation entre le phénotype MTHFR thermolabile 

et la concentration de l’homocystéine plasmatique, les individus homozygotes T/T 

tend a avoir une élévation de leurs taux d’homocystéine mais ceci concerne 

essentiellement les sujets ayant des taux de folate plasmatique anormal (73). 

  

III.2.3.2. La mutation A1298C : 

La mutation A1298C a été identifiée pour la première fois en 1995 durant des 

études faites sur des patients ayant un cancer ovarien, elle se localise dans la région 

régulatrice du gène au niveau de l'exon 7 du gène de la MTHFR (74), et qui n’a pas 

d’effet sur l’activité de la MTHFR, elle correspond à une substitution d'une adénine 

par une cytosine en position 1298 dans la séquence nucléotidique et qui se traduit 

dans la séquence protéique, par la substitution d'un acide glutamique par une 

alanine au niveau du codon 429. 

Cette mutation est associée à une diminution de l'activité enzymatique (79), 

mais qui n'entraîne pas une thermolabilité de l'enzyme (80).  

Plusieurs études considère que la mutation A1298C comme un facteur de risque 

des MTEV (81). 
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III.2.3.3. Autres variants du gène MTHFR: 

D'autres mutations ont été régulièrement découvertes, certains d'entre eux 

correspondent à des mutations missens, tel que la G167A au niveau de l’exon 1, la 

C692T au niveau de l’exon 4 ainsi que des mutation non sens comme la mutation 

C559 T au niveau de l’exon 3 (figure 6) (77, 78, 79, 80). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

Figure 6 : Structure schématique du gène et de la protéine MTHFR (81). 
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I. Populations étudiées : 
Notre étude est de type cas témoins, faite sur deux types de populations l’une témoin et 

l’autre malade. 
 

I.1. Population témoin : 
Elle représente la population témoin apparemment saine de différentes tranches d’age 

et des deux sexes, habitant essentiellement à Constantine. 

Cette population est prise en fonction de certains critères : 

Critère d’inclusion : 

• Les sujets sains. 

Critères d’exclusions : 

• Les sujets ayant un antécédent avec pathologie cardiovasculaire (MTEV, 

IDM, HTA…). 

• Les sujets ayant un cancer. 

• Les fumeurs. 

 

I.2. Population malade : 
Elle correspond a des sujets présentant une MTEV pour la première fois ou récidivante, 

admis essentiellement au niveau du service de cardiologie au CHU de Constantine et qui 

réfère a nos critères d’exclusions et d’inclusions. 

Critère d’inclusion : 

• Les malades ayant une MTEV. 

Critères d’exclusions : 

• Les malades qui sont sous traitement vitaminique (folate, vitamine B12, 

vitamine B6) 

• Les malades qui se traitent par des médicaments qui interfèrent avec le 

métabolisme des folates, B12, B6. 

• Les sujets ayant une transfusion sanguine. 

• Les sujets ayant une insuffisance rénale. 
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II. Techniques employées : 
II.1. Le prélèvement sanguin : 

Le prélèvement sanguin est fait dans un tube vacuténaire à EDTA au niveau du service 

concerné, une quantité d’environ 10 ml est prélevé le matin à jeun de préférence et 

conservés directement dans la glace entre le prélèvement et la centrifugation (condition du 

dosage de l’homocystéine).    

  

II.2. Le recueil des données : 
Un questionnaire a été réalisé afin d’enregistrer toute les informations nécessaires à 

notre étude avec le malade lui-même et par la consultation de son dossier médicale (voire 

annexe). 

Le questionnaire est relié à notre malade par une numérotation appropriée et les tubes 

de prélèvement sont étiquetés par la suite par la même numérotation, et tous cela est 

mentionné dans un cahier d’enregistrement pour assurer une bonne organisation du travail. 
 

II.3. Dosage de l’homocystéine : 
II.3.1. Recueil des échantillons : 

Des échantillons hémolysés peuvent être révélateurs d’une préparation inadéquate 

du prélèvement avant son envoi au laboratoire il faudra donc interpréter les résultats 

avec prudence. 

Les plasmas héparine ou EDTA sont particulièrement recommandés, mais le sérum 

est également utilisable. Il est important de séparer le plasma ou sérum des cellules dès 

que possible après prélèvement, car la synthèse d’homocystéine peut avoir lieu dans les 

hématies après le prélèvement. Les échantillons doivent être conservés dans la glace 

entre le prélèvement et la centrifugation. Noter que la conservation sur glace rend 

particulièrement difficile l’utilisation d’échantillons sériques. 

La centrifugation des échantillons sériques avant la formation complète du caillot 

peut entraîner la présence de fibrine. Pour éviter les résultats erronés dus à la présence 

de fibrine, s’assurer de la formation complète du caillot avant de centrifuger les 

échantillons, en particulier ceux provenant de patients sous anti-coagulants, peuvent 

nécessiter un temps plus long pour la formation du caillot. 

Les condition de conservation est de 14 jours à 2 à 8 °C ou 6 mois à -20 °C. 



 39

II.3.2. Principe du test : 
Représente un dosage quantitatif de la L-homocystéine dans le plasma ou sérum 

dans un analyseur qui est l’IMMULITE 2000, et qui est fait par un immunodosage par 

compétition. 

Le test IMMULITE homocystéine inclut une étape de préliminaire manuelle de 

prétraitement des échantillons.  

La solution de travail de prétraitement est préparé comme suit :  

On fait une dilution de la solution B de prétraitement (dithiothreitol )au 1/10 dans 

l’eau distillée ou désionisée, la solution obtenues est mélangé a une quantité égale avec 

la solution A de prétraitement (S-adénosyl-L-homocystéine). 

La quantité de la solution de travail de prétraitement est préparée en fonction du 

nombre d’échantillons à analysés 

Exemple : 1 ml de solution A avec 1 ml de solution B suffit pour  6 échantillons.    

On ajoute par la suit 300 μl de solution de travail de prétraitement avec 15 μl du 

serum.  

L’homocystéine des échantillons plasmatique ou sériques de patients est séparée 

des protéines de liaison et convertie en S-adénosyl homocystéine (SAH) après un 

incubation de 30 minutes à 37°C en dehors du système et en présence des deux 

solutions de prétraitement A et B. 

L’échantillon prétraité et l’anticorps anti-SAH marqué à la phosphatase alcaline 

sont induits simultanément dans l’unité test qui contient une bille de polystyrène 

recouverte de SAH. Pendant une incubation de 30 minutes, le SAH provenant de 

l’échantillon prétraité entre en compétition avec le SAH fixé pour se lier à l’anticorps 

anti-SAH marqué à la phosphatase alcaline. Le conjugué non lié est éliminé par le 

lavage et séparé par centrifugation. 
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II.4. Extraction d’ADN : 
Toutes les études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acide 

nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN, les autres 

sources cellulaires peuvent être des biopsies (biopsie de villosités choriales …). Dans la 

grande majorité des cas la technique d’extraction  des acides nucléiques  doit être adaptée à 

l’échantillon, à la nature du génome, au nombre de copies et de méthode de biologie 

moléculaire utilisée ultérieurement (PCR). 

Il existe plusieurs techniques utilisées pour l’extraction d’ADN, celle employée dans 

notre étude est la technique au NaCl. 
 

      Principe : 
Les leucocytes sont séparé du sang total par lyse hypotonique et traits ensuite par un 

détergent (SDS) et une protéinase K. l’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les 

protéines qui lui sont associé sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl. La 

pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation avec l’éthanol. 

L’ADN est solubilisé en phase aqueuse par le rapport de la DO à 260 nm sur DO à 

280nm (longueur d’onde d’absorption des protéines) qui doit être compris entre 1.8 à 2. 
 

      Détermination de la pureté : 

La contamination de l'ADN extrait par des protéines a été appréciée en mesurant la 

densité optique des extraits à 260 et 280 nm et en effectuant le rapport DO 260 nm/DO 280  

On considère que 

• L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris 

entre 1.6 et 2  (1.6 < R ≤ 2). 

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

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

 La pureté de l’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction 

utilisées par la suite. Dans le cas où l’ADN est contaminé, ce dernier  ne laisserait  pas 

aboutir à un bon résultat  dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc  

indispensable de procéder par la réextraction  de la pelote de l’ADN afin d’obtenir la 

pureté souhaitée. Les  ADN purs sont conservés  à + 4°C jusqu'à utilisation. 
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     Détermination de la concentration de l’ADN : 
La densité optique à 260 nm  permet de calculer la concentration de l’ADN  sachant 

que : 

                         1 unité de DO 260 nm = 50 μg/ ml d’ADN double brin. 

Sachant que l’ADN obtenu est dilué à 1/100, la quantité obtenue est multipliée par 100.   
 

II.5. La PCR : 
En 1985, Kary Mullis et une équipe de chercheurs à Cetus corporation ont met en 

évidence une technique de biologie moléculaire appelée PCR (Polymerase Chain 

Reaction), c’est une technique moléculaire qui permet l'amplification d'un segment 

d'ADN compris entre deux régions de séquences connues par un procédé d'extension 

d'amorce. Elle consiste à utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthèse de 20 à 

25 nucléotides complémentaires des extrémités 3' des deux brins d'ADN encadrant la 

séquence à amplifier. Une de ces amorces est une copie du brin codant et l'autre, une 

copie du brin non codant. Sous l'action d'une enzyme (l'ADN polymérase), chaque 

amorce est allongée dans le sens 5' à 3' d'une séquence exactement complémentaire du 

brin recopié. La répétition des cycles aboutit à une amplification exponentielle de la 

séquence cible considérée (82, 83). 

La technique de PCR comprend trois étapes : 

§ La dénaturation (séparation des brins). 

§ L’hybridation.  

§ L’élongation. 
 

II.5.1. Préparation du milieu réactionnel de la PCR :  
Le milieu réactionnel de PCR comprend tous les constituants nécessaires à la 

réalisation d'une PCR (voire annexe). 
 

II.5.2. Déroulement des cycles de la PCR :  
Suite a la préparation du Mix on met dans des tubes nuques 49 μl du Mix et 2 μl de 

l’ADN soluble, le mélange ainsi obtenus est mis dans un thermocycleur qui est 

programmé au préalable pour la réalisation d'une PCR comprenant les étapes suivante: 

Un premier cycle de 5 minutes et a une température de 94°C 
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30 cycles d'une minute et de 40 secondes subdivisé en 30 seconde à une 

température de 94°C ( dénaturation), 30 sec à une température de 65°C (hybridation) et 

finalement pendant 40 sec à une température de 72°C ( élongation). 

A la fin et pendant 10 minutes à une température de 72°C. 
 

II.5.3. Préparation du gel d'agarose du control de PCR:  
A la suite de notre PCR un gel d'agarose à 1.5 % sera préparé comme suit : 

• Mélanger tampon TBE 1 X et l’agarose à raison de 1.5 g d'agarose pour 100 

mL de tampon.   

• Faire fondre l'agarose au four à micro-ondes en surveillant pour éviter les 

projections ou au bain marie. Agiter de temps à autre pour homogénéiser le 

mélange. On laisse le quelque seconde et en lui rajoute 10 μl de BET 

(bromure d'éthidium) 

• Préparer la cuve et en coule lentement le gel, on met le peigne à 1 mm du 

fond et à environ 1 cm de l’extrémité du support.  

• Laisser refroidir, enlever le peigne. Le gel sera prêt ainsi pour le dépôt des 

échantillons.  

 

II.5.4. Les produits de la PCR : 
Les produits obtenus de la PCR sont contrôlés par une électrophorèse horizontale 

sur gel d’agarose (1.5 %) déjà préparé. Cette migration d'une partie de notre produit de 

PCR a pour bute de confirmé  l’amplification de notre ADN et d’exclure toute 

contamination d’ADN.  
 

 
Figure 7: Profil d’électrophorèse sur gel d'agarose des produits de PCR 
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II.5.5. Préparation du gel d'agarose pour la digestion:  

• Mélanger tampon TBE 1 X et l’agarose à raison de 3 g d'agarose pour 100 

mL de tampon.   

• Faire fondre l'agarose au four à micro-ondes en surveillant pour éviter les 

projections ou au bain marie. Agiter de temps à autre pour homogénéiser le 

mélange. On laisse le quelque seconde et en lui rajoute 10 μl de BET 

(bromure d'éthidium) 

• Préparer la cuve et en coule lentement le gel, on met le peigne à 1 mm du 

fond et à environ 1 cm de l’extrémité du support.  

• Laisser refroidir, enlever le peigne. Le gel sera prêt ainsi pour le dépôt des 

échantillons.  
 

II.6. Digestion par l'enzyme de restriction Hinf I : 
L’enzyme de restriction HinfI « Haemophilus influenzae » reconnaît la séquence : 

 

 
 

Un milieu de digestion de l’enzyme HinfI est préparé (voire annexe). 

On prenant 30 μl du produit de PCR et on rajoute 10 μl du milieu de digestion et on 

l'incubés dans un bain marie à 37°C pendant une nuit, le lendemain et a fin de concentré 

notre quantité d'ADN digéré par l'enzyme HinfI on la met dans un speed-vac. Par la suite 

on les dépose on lui rajoutant du bleu, dans les puits et les soumis des un courant électrique 

et on augmentant progressivement le voltage. 

Après environ deux heures et demi le gel et mis dans une chambre noire et visualisé sur 

ultra violet. 

La présence d’une mutation C677T crée un site de coupure pour l’enzyme de 

restriction Hinf I (figure 10), les fragments d’ADN obtenu seront de 176 bases s’il y a 

mutation soit des fragment de 198 bases en cas d’absence de mutation, et par conséquent 

on peut faire la différence entre des sujets porteurs ou homozygotes (figure 8). 
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Figure 8: Site de coupure de l’enzyme de restriction HinfI. 
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Figure 9: Profil d’électrophorèse sur gel d'agarose des fragments obtenus après digestion 

par HinfI (M: Marqueur de taille) 
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III. Les paramètres statistiques : 
Tous ces paramètres ont été calcule par l’Excel. 

III.1. Moyenne : 
Le calcul de moyenne du taux d’homocystéine dans les deux populations ainsi que par 

tranche d’age de 10 ans d’intervalle est fait par la formule suivante : 
 

                                    Xa = Σ x                Sa
2 =    Σ (x- x a)2    

                                                                na
     

                                        na-1 

III.2. Ecart-type et variance : 
Le calcule de la variance ainsi que l’écart-type pour les taux d’homocystéine a été réaliser 

par la formule deux formules suivantes : 
 

La variance : 

                                    Sa
2 =    Σ (x- x a)2    

                                                                            na-1 
L’écart-type: 

                                  S = √ Σ (x- x a)2   

                                                                   na-1 

 

  III.3. Calcul de l’odds ratio : 
Pour calculer l’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : 

Il est présenté sous forme de tableau croisé 2×2. Le statut malade/non malade des sujets de 

l’étude est présenté en colonne et le caractère exposé/non exposé en ligne. 

  

 
 
 
 
                                                          
                   

 

 

 

 Malades  Témoins  

 Exposée (E+)         A          b     a + b 

 Non exposés (E-)         C          d     c + d 
       a+c                      b+d           Total 
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Le calcul du odds ratio se fait par la formule suivante : 

 

                                                           OR = a*d / b*c     

 

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une 

maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence 

<5%).Dans ce cas l'Odds ratio peut être une bonne approximation du risque relatif que 

donnerait une enquête de cohorte pour la population. 

 

III.4. Les intervalles de confiance: 
L'approche estimative de l'analyse statistique vise à quantifier l'effet étudié et le degré de 

certitude de cette estimation grâce à un intervalle de confiance, qui identifie généralement 

une fourchette de valeurs situées de part et d'autre de l'estimation et l'on peut être sur à 

95% de trouvé la valeur réelle .  

La notion d’un intervalle de confiance  repose sur l'idée suivante : Si la même étude était 

réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultas ne seraient pas identiques, mais 

seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu .l'intervalle de confiance estime 

cette  variation due à l'échantillon (100). 

Il a été calculé selon la méthode de Woolf (méthode des logits) pour la probabilité = 0.05 : 

Intervalle de confiance Odds Ratio = (e)LN (OR) ± 1,96(1/A+1/B+1/C+1/D)1/2  

(e) = 2.71828182845904  
 

III.5. P value :  
            Le seuil critique a priori est de  0.05 (risque α) .Si la valeur de p calculée à 

posteriori est inférieure à ce seuil, la différence entre les paramètres est déclarée  

statistiquement significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour 

l'homogénéité de la présentation des résultats.  
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L'usage a retenu de manière consensuelle l'ensemble des seuils (0.05, 0.01, 0.001)  qui 

représentent des risques raisonnables pour prendre une décision. 

Le seuil 0.01 doit d'être choisi lorsqu'en complément d'une étude épidémiologique 

descriptive; on teste le lien entre deux variables sans que l'on puisse a priori argumenter 

quand il existe une relation logique entre ces variables.            
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I. La répartition selon le sexe et l'age: 
Notre étude inclus 71 patients hospitalisés et correspond aux critères présentés dans le 

chapitre matériels et méthodes. Les patients ont était subdivisés en tranches d'age de 10 ans 

allant de 10 ans à 60 ans et plus, ainsi qu'une distribution selon le sexe a été établie. Les 

sujets témoins supposés sains sont répartis selon l'age et le sexe de la même façon que 

celles des malades. 
 

I.1. La répartition selon le sexe: 
* La population témoin: 

Notre population témoins comprend 118 sujets apparemment saints dans 58 

hommes et 60 femmes (Tableau I, Figure 10). 

 

Tableau I : Répartition du sexe dans la population témoin. 

Sexe Effectifs 

Hommes 58 

Femmes 60 

 
 

51%

49%

Femmes Hommes
 

 

Figure 10: sexe ratio de la population témoin. 
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* Les sujets malades: 
Les sujets malades sont au nombre de 71 dans 9 hommes et 62 femmes 

(Tableau II, Figure 11). 

 

Tableau II : Répartition du sexe chez les sujets malades. 

Sexe Effectifs 

Hommes 9 

femmes 62 

 

 

 

12,68%

87,32%

Hommes Femmes
 

Figure 11: Sexe ratio les sujets malades. 
 

On remarque un nombre important des femmes (87.32 %) par rapport aux 

hommes (12.68 %). Dans notre cas les patients correspondaient en grande partie à 

des femmes enceintes ou en post-partum présentant des complications et retenues à 

l'hôpital ce qui explique ce sexe ratio de 0.15. Il a été monté que les femmes ont un 

risque plus élevé que les hommes (84). De plus, les femmes enceintes ou en post-

partum augmente leurs risque de développé une MTEV (34, 85, 86). 

Plusieurs études ont montrés que les femmes enceintes ou en post-partum ont un 

risque élevé d'avoir un maladie thromboembolique veineuse (87, 88, 89). 
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I.2. La répartition selon l'age: 
La population témoin et sujets malades sont regroupée en tranche d'age de 10 ans 

jusqu'à  59 ans, puis un groupe de 60 et au delà (Tableau III). 

 

Tableau III: Répartition en tranche d'age dans la  population témoins et chez les sujets 

malades. 

Tranches d'age Population témoins Sujets malades 

10 - 20 0 % 4.35 % 

20 - 29 28.81 % 30.44 % 

30 - 39 24.58 % 15.94 % 

40 - 49 23.73 % 20.29 % 

50 - 59 13.56 % 17.39 % 

≥ 60 9.32 % 11.59 % 

 

Il est à noter que l'incidence de la maladie est particulièrement importante dans la 

tranche d'age 20 à 29 ans avec un taux de malades de 30.44 % ce taux baisse au-delà de 

60 ans. 

D'après notre enquête menée auprès des malades nous avons observé que la 

majorité d'entre eux sont des femmes hospitalisées pour complications en cours de 

grossesse ou après accouchement (34). 
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II. Etude du taux d'homocystéine: 
Le tableau ci-dessous comprend les moyennes et l'écart type de l'homocystéine 

chez la population témoins et chez les sujets malades (Tableau IV). 

 

Tableau IV: moyenne et écart-type du taux d'homocystéine répartie selon différents 

tranche d’age. 

Tranche d'age            population témoins                  sujets malades     

20 – 29                           11,74 ± 3.64                              15,11 ± 9,22            

30 – 39                           12,36 ± 3,82                              18,42 ± 12,51             

40 – 49                           12,92 ± 4.10                              19,76 ± 11,72             

50 – 59                           13.80 ± 2,67                              10,95 ± 2,89            

≥ 60                                15,82 ± 4,27                              13,97 ± 4,67             

Total                              12.83 ± 3.87                               16,02 ± 9,71             

 

 

D’après la littérature le taux d'homocystéine est  considéré normal s'il est compris 

entre 5 µmol/l et 15 µmol/l, une hyperhomocystéinemie est  déclarée au delà de 15 

µmol/l, elle est   considérée mineur (15 – 20 µmol/l),   modérée (26 – 50 µmol/l),  

intermédiaire (50 – 100 µmol/l), ou sévère (100 – 400 µmol/l) (4). 

Nous n'avons pas rapporté les résultats observés chez les malades de moins de 20 

ans dans le tableau IV, du fait de l'absence de cas-témoins d'une part et d'autre part par 

rapport au nombre de malades qui demeurent rares. Sur les trois malades recensé 

durant deux années deux malades présentaient un taux relativement élevé 

d'homocystéine soit 32.9 µmol/l et 22.18µmol/l et le troisième a un taux normal de 

14.5 µmol/l. 

La moyenne du taux d’homocystéine dans la population témoin est normale alors 

que dans la population malade une légère élévation du taux d’homocystéine a été 

observée avec une moyenne de 16.02. 

La répartition par tranche d’age montre une fluctuation du taux d’homocystéine, car 

au niveau de la population témoin une lègère élévation dans la tranche d’age supérieur 

a 60 ans, ce taux élevé de l’homocystéine chez ses sujets témoins peut être expliquée 
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probablement soit par le facteur age dont il a été montré dans certaines études que 

l’avancement d’age augmente le taux d’homocystéine (54), soit par la présence d’autre 

pathologie qui peuvent influencer le taux d’homocystéine tel que le diabète type 2 (90, 

91, 92),  HTA, dépression et autres. Ce groupe de témoins pouvant être uniquement 

indemnes de la maladie thromboembolique veineuse étudiée (93).  

Alors que chez les sujets malades le taux d’homocystéine par tranche d’age montre 

une élévation remarquable dans presque toute les tranche d’age sauf au niveau de la 

tranche d’age comprise entre 50 et 59 ans où ont a pas eu de sujets malades présentant 

un taux d’homocystéine supérieur à 15 µmol/l (tableau V).  

 

Tableau V : pourcentage des sujets malades ayant un taux d’homocystéine 

supérieur à 15 µmol/l. 

Tranche d'age          Pourcentage 

10 – 20                         2.82 % 

20 – 29                         7.04 % 

30 – 39                         4.23 % 

40 – 49                          8.45 % 

50 – 59                          0 % 

≥ 60                              5.63 % 

Total                            28.17%  

 

Dans la population malade les sujets présentant des hyperhomocystéinemie étant 

soit des taux mineurs ou bien modérés et ont a trouvés des taux d’homocystéine 

modérées ou intermédiaires ou encore sévères. 

La fluctuation du taux d'homocystéine semble être relié à l'interaction gènes-

facteurs alimentaires. Le contenu alimentaire en acide folique est un facteur important, 

car les sujets qui incluent dans leurs alimentation les végétaux verts et céréales et qui 

ne présentent pas de mal absorption intestinal augmente par conséquent leur apport en 

acide folique et donc règle leurs taux d'homocystéine (94, 95). 

On a trouvé que parmi les 71 malades 20 d’entre eux présente un taux 

d’homocystéine supérieur à la normale qui a été rapporté sur le tableau VI. 
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Un odds ratio avec un intervalle de confiance ont été calculés a fin de déterminé un 

lien possible entre l’hyperhomocystéinemie et la MTEV, le taux des sujets malades 

présentant une  hyperhomocystéinemiques est de 28.17 % (OR 1.15; 95% CI : 0.59- 

2.23).   

Ce résultat ne maintient pas de corrélation significative entre 

l'hyperhomocystéinemie et le risque thromboembolique veineux. D'autres facteurs 

peuvent intervenir favorisant la survenu d’une telle pathologie.  

Dans l’étude Ducros V et al, semble que l’hyperhomocystéinemie n‘est pas un 

majeur  déterminant  dans la maladie thromboembolique veineuse, ainsi que dans 

l’étude de Den Heijer M et al en 2005, montre une modeste corrélation entre 

l’homocystéine et la thrombose veineuse (96, 97). 

De nombreux auteurs s'accordent sur l'aspect multifactoriel de la maladie (19, 23, 

24). 

Par contre, dans d’autres études l’hyperhomocystéinemie est considérée comme 

étant un facteur de risque a la maladie thromboembolique veineuse (4, 98, 99, 100, 

101, 102, 103, 104, 105, 106).  
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III. Etude de la mutation C677T du gène de la MTHFR: 
Notre analyse moléculaire à permis de mettre en évidence la mutation C677T du 

gène de la MTHFR et la fréquence alléliques des différentes formes dans l'ensemble de 

nos échantillon, les fréquences génotypiques de la MTHFR concernant les 

homozygotes C/C (val/val), les hétérozygotes C/T (val/ala) et les homozygotes T/T 

(ala/ala) ont été rapportés dans la population témoins et chez les patients dans le 

tableau VI et VII. 

 

* Les sujets témoins : 
Les fréquences génotypes ainsi qu’alléliques chez la population témoin sont 

apportés dans le tableau VI et VII. 

 

 Tableau VI: Fréquence génotypique de la mutation C677T du gène de la MTHFR 

dans la population témoins. 

Génotypes            Effectifs            Fréquences (%)  

C/C                           52                      47.27  

C/T                            50                      45.45  

T/T                              8                       7.27  

Total                        110                      100  

 
 

Tableau VII: La fréquence alléliques dans la population témoin. 
 

 

 

 

 

 

La distribution mondiale de la C677T est très hétérogène. Elle correspond 

géographiquement à une répartition croissante Nord-Sud, notamment en Europe et en 

Amérique du Nord. En Europe, la fréquence du génotype T/T est faible au nord de 4 à 

7 % en Finlande et en Russie, intermédiaire au centre de 8 à 10 % en France et 12 à 15 

% en Espagne et au nord de l’Italie et élevé au sud 20 à 26 % en Sicile. Un gradient 

similaire a été trouvé en Amérique du Nord, où la fréquence du  génotype T/T 

L'allèle Effectifs Pourcentage 
Allèle T 87 30 % 
Allèle C 189 70 % 
Total 276 100 
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augmente de l’ouest du Canada (Alberta) au sud-est des Etats-Unis, pour atteindre un 

pic au Mexique (tableau VIII). 

La fréquence du génotype T/T dans notre population témoin est de 7.27 % se 

rapport a celle retrouvé en France en Rotherdam et en Turquie, et elle est très différente 

a celle retrouvé en Mexique et en Italie (107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 

116, 117). 

 
 

Tableau VIII : Les fréquences génotypiques et alléliques dans différents pays et 

groupes éthniques. 

Fréquence allélique Fréquence génotypique Pays 

Allèle C Allèle T C/C C/T T/T  

64.3 35.7 40.7 47.2 12.1 Bretagne 

66.8 33.2 47.2 39.1 13.7 London 

69.0 31.0 45.0 48.0 7.0 Rotterdam 

63.9 36.1 37.6 52.6 9.77 France  

55.5 44.5 32.0 47.0 21.0 Nord de l’Italie 

47.2 52.8 24.5 45.3 30.2 Centre de l’Italie 

55.7 44.3 30.0 51.3 18.7 Sud de l’Italie 

82.6 17.4 67.4 30.4 2.2 Yémen 

71.5 28.5 50.6 41.9 7.5 Turquie 

72.7 27.3 74.8 23.1 2.1 Saoudite Arabie 

43.0 57.0 18.2 49.6 32.2 Mexique 

82.2 17.8 69.7 24.9 5.4 Tunisie 

85.0 29.6 53.0 34.7 12.3 Maroc 

70.0 30.0 47.27 45.45 7.27 Algérie 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 57

* Les sujets malades : 
Les fréquences génotypes ainsi qu’alléliques chez les sujets malades sont apportés 

dans le tableau IX et X. 

 

Tableau IX : Fréquence génotypique de la mutation C677T du gène de la MTHFR 

chez les sujets malades. 

Génotypes            Effectifs               Fréquences 

(%) 

C/C                           28                        45.90  

C/T                           28                         45.90  

T/T                            5                            8.20  

Total                        61                           100  

 
 

Tableau X: La fréquence allélique chez les sujets malades. 
 

  Effectifs Fréquence (%) 
Allèle T 38 31,15 
Allèle C 84 68,85 
Total 122 100 

 

Une fréquence du génotype T/T est de 8.20 % et de 31.15 % de l’allèle T  a été 

trouvé chez les sujets malades. 

Cette fréquence est très variable selon les différents groupes ethniques (118). 
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III.1. Relation entre l’homozygote T/T et la maladie 

thromboembolique veineuse : 
On a trouvé que la fréquence du génotype T/T est de 8.20 % chez les malades et de 

7.27 %, et que la fréquence allélique de l’allèle T est de 31.15 % chez les malades et de 

30 % chez les témoins. Ce résultat montre qu’il y a pas une grande différence entre les 

deux population témoin et malade. Un Odds ratio a été calculé, a fin de montré une 

corrélation possible entre la C677T et la maladie thromboembolique veineuse. On a 

trouvé (OR = 1.16, IC 95 % [0.35-3.88]) avec P > 0.05 c'est-à-dire qu’il n’y a pas de 

corrélation entre la mutation C677T et les maladies thromboemboliques veineuses. 

Une méga analyse a été faite a fin de mettre en évidence une corrélation entre 

l’homozygote T/T et les maladies thromboemboliques veineuses montre qu’il n’y a pas 

d’association entre C677T et les maladie thromboemboliques veineuses (119). 
 

III.2. Relation entre l’hétérozygote C/T et la maladie 

thromboembolique veineuse : 
On a trouvé que la fréquence du génotype C/T est de 45.9 % chez les malades et de 

45.45 %. Ce résultat montre qu’il y a pas une grande différence entre les deux 

population témoin et malade. Un Odds ratio a été calculé, a fin de montré une 

corrélation possible entre l’hétérozygote C/T et la maladie thromboembolique 

veineuse. On a trouvé (OR = 1.04, IC 95 % [0.54-2]) avec P > 0.05 et donc pas de 

corrélation entre l’hétérozygote C/T et les maladies thromboemboliques veineuses. 
 

III.3. Relation entre l’homozygote T/T et 

l’hyperhomocystéinemie : 
OR = 1.66 IC 95% [074-3.72]  avec un P >0.05  et donc  il n’y a pas de corrélation 

entre l’hyperhomocystéinemie et l’homozygote T/T. 

Alors qu’il a été montré dans plusieurs études que l’hyperhomocystéinemie et 

associer au variant thermolabile de la methylènetetrahydrofolate reductase C677T (120, 

121) 
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De nombreux facteurs favorisant la survenue de la maladie 

thromboembolique veineuse, dans notre étude cas-témoin on sait intéressé a 

trouver un lien possible entre un facteur génétique qui la mutation C677T de 

la MTHFR et la maladie tromboembolique veineuse ainsi qu’un facteur 

biologique qu’un taux sérique élevé d’homocystéine et la maladie.   

Suite aux résultats obtenus nous n'avons pas observé d'association entre la 

mutation C677T du gène de la MTHFR et la risque de maladie 

thromboembolique veineuse. 

Aucune relation entre le génotype homozygote T/T et le génotype 

hétérozygote C/T et l'affection n'a pu être montré. 

Nos résultats suggère que cette mutation ne représente pas un facteur de 

risque important pour la maladie thromboembolique veineux. 

Bien que l'hyperhomocystéinemie soit considérée comme un facteur de 

risque dans beaucoup de la maladie cardiovasculaire, dans la thrombose 

veineuse aucune interaction n'a pu être mise en évidence. De plus aucune 

corrélation entre le taux élevé d'homocystéine et la mutation C677T du gène 

de la MTHFR n'est relevé dans notre population. Cependant il serait 

intéressant d'explorer un possible intervention de ce polymorphisme 

génétique en parallèle avec d'autres facteurs de risque des maladies 

cardiovasculaires en évaluant la possibilité de prévention et le rapport 

coût/rendement 

Dans la continuité de ce travail de recherche décrit  dans ce mémoire, il 

serait intéressant d'explorer ce polymorphisme génétique en parallèle avec 

d'autres facteurs de risque génétiques (Leiden V, Prothrombine) ainsi que 

biologiques (Protéine S, Protéine C…) 
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Séquence du gène de la MTHFR: 
 

Exon 1: 

1   gggtgtggct gcctgccccc tgatgctccc tgccccaccc tgtgcagtag gaacccagcc 
61  atggtgaacg aagccagagg aaacagcagc ctcaacccct gcttggaggg cagtgccagc 
121 agtggcagtg agagctccaa agatagttcg agatgttcca ccccgggcct ggaccctgag 
181 cggcatgaga gactccggga gaagatgagg cggcgattgg aatctggtga caagtggttc 
241 tccctggaat tcttccctcc tcgaactgct gagggagctg tcaatctcat ctcaaggtaa 
301 actcatgcaa ggttaaggtg ggaggcggga gtggtggtgc ctgggg 
 
Exon 2: 

1   acggatggta tttctcctgg aacctctctt cagaaacaaa ccccctacag gtttgaccgg 
61  atggcagcag gtggccccct ctacatagac gtgacctggc acccagcagg tgaccctggc 
121 tcagacaagg agacctcctc catgatgatc gccagcaccg ccgtgaacta ctgtggcctg 
181 gagaccatcc tgcacatgac ctgctgccgt cagcgcctgg aggagatcac gggccatctg 
241 cacaaagcta agcagctggg cctgaagaac atcatggcgc tgcggggagg tgtggagcca 
301 gcactcccct acactctggg ttctggcttt cccggaggc 
 
Exon 3: 

1   tctggaggtt gggtgagacc cagtgactat gacctccacc aaccctgcag acccaatagg 
61  tgaccagtgg gaagaggagg agggaggctt caactacgca gtggacctgg tgaagcacat 
121 ccgaagtgag tttggtgact actttgacat ctgtgtggca ggtgagtggc tggatcatcc 
181 tggtggcggg gatggagcta gggaggctga 
 
Exon 4: 
1   ccttgaacag gtggaggcca gcctctcctg actgtcatcc ctattggcag gttaccccaa 
61  aggccacccc gaagcaggga gctttgaggc tgacctgaag cacttgaagg agaaggtgtc 
121 tgcgggagcc gatttcatca tcacgcagct tttctttgag gctgacacat tcttccgctt 
181 tgtgaaggca tgcaccgaca tgggcatcac ttgccccatc gtccccggga tctttcccat 
241 ccaggtgagg ggcccaggag agcccataag ctccctccac cccactctca ccgc 
 
Exon 5: 

1   gctggccagc agccgccaca gcccctcatg tcttggacag ggctaccact cccttcggca 
61  gcttgtgaag ctgtccaagc tggaggtgcc acaggagatc aaggacgtga ttgagccaat 
121 caaagacaac gatgctgcca tccgcaacta tggcatcgag ctggccgtga gcctgtgcca 
181 ggagcttctg gccagtggct tggtgccagg cctccacttc tacaccctca accgcgagat 
241 ggctaccaca gaggtgctga agcgcctggg gatgtggact gaggacccca ggtgagggca 
301 gtggcccaga gatccccaga ggagggtcca agagcagccc c 
 
Exon 6: 

1   tccctctagc caatcccttg tctcaattct ctgtccccat cctcacccag gcgtccccta 
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61  ccctgggctc tcagtgccca ccccaagcgc cgagaggaag atgtacgtcc catcttctgg 
121 gcctccagac caaagagtta catctaccgt acccaggagt gggacgagtt ccctaacggc 
181 cgctggtgag ggcctgcaga ccttccttgc aaatacatct ttgttcttgg gagcg 
 
Exon 7: 
1   actgccctct gtcaggagtg tgccctgacc tctgggcacc cctctgccag gggcaattcc 
61  tcttcccctg cctttgggga gctgaaggac tactacctct tctacctgaa gagcaagtcc 
121 cccaaggagg agctgctgaa gatgtggggg gaggagctga ccagtgaagc aagtgtcttt 
181 gaagtctttg ttctttacct ctcgggagaa ccaaaccgga atggtcacaa agtgagtgat 
241 gctggaagtg gggaccctgg ttcatcccct gcccctggcc t 
 
Exon 8: 

1   cagggtgcca aacctgatgg tcgccccagc cagctcaccg tctctcccag gtgacttgcc 
61  tgccctggaa cgatgagccc ctggcggctg agaccagcct gctgaaggag gagctgctgc 
121 gggtgaaccg ccagggcatc ctcaccatca actcacagcc caacatcaac gggaagccgt 
181 cctccgaccc catcgtgggc tggggcccca gcgggggcta tgtcttccag aaggtgtggt 
241 agggaggcac ggggtgcccc cctctcttga ccggcacccg tgg 
 
Exon 9: 

1   gggcgtctgg cagggctggg gttggtgaca ggcacctgtc tctcccacag gcctacttag 
61  agtttttcac ttcccgcgag acagcggaag cacttctgca agtgctgaag aagtacgagc 
121 tccgggttaa ttaccacctt gtcaatgtga aggtaggcca ggccccacgg ttcccacaga 
181 gtaccaggcc cttcgttgaa ca 
 
Exon 10: 

1   actccagttg ttcttggccc aggtcttacc cccaccccac atcccctcag ggtgaaaaca 
61  tcaccaatgc ccctgaactg cagccgaatg ctgtcacttg gggcatcttc cctgggcgag 
121 agatcatcca gcccaccgta gtggatcccg tcagcttcat gttctggaag gtaaaggagc 
181 gggggcaagc ttgccccgcc cacctggaaa accgtgggga 
 
Exon 11: 

1   ctctgtgtgt gtgtgcatgt gtgcgtgtgt gcgggggtat gtgtgtgtag gacgaggcct 
61  ttgccctgtg gattgagcgg tggggaaagc tgtatgagga ggagtccccg tcccgcacca 
121 tcatccagta catccacgac aactacttcc tggtcaacct ggtggacaat gacttcccac 
181 tggacaactg cctctggcag gtggtggaag acacattgga gcttctcaac aggcccaccc 
241 agaatgcgag agaaacggag gctccatgac cctgcgtcct gacgccctgc gttggagcca 
301 ctcctgtccc gccttcctcc tccacagtgc tgcttctctt gggaactcca ctctccttcg 
361 tgtctctccc accccggcct ccactccccc acctgacaat ggcagctaga ctggagtgag 
421 gcttccaggc tcttcctgga cctgagtcgg ccccacatgg gaacctagta ctctctgctc 
481 tagccaggag tctgtgctct tttggtgggg agcacttgcg tcctgcagag gac 
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Le questionnaire: Fiche de renseignements sur les thromboses veineuses 

 

I. Données relatives aux patients: 

Numéro de dossier                                                        Service: 

Nom et prénom                                                             Sexe: 

Date de naissance ou age:                                             Adresse/ Tel: 

Origine: 

 

II. données sur le mode de vie: 

Tabagisme:                                           oui/non 

Grossesse en cours:                              oui/non 

Post partum                                          oui/non 

Notion d'avortement:                           oui/non 

Contraception/ oestroprogestatifs:       oui/non 

Présence de pathologies associées: 

                 

§  Maladies rénales:                       oui/non 

§ Maladies cardiovasculaires:        oui/non 

§ Maladies neurodégénératives:     oui/non 

Prise actuelle de thérapeutiques: 

 

• Antiepileptiques:                  oui/non 

• Antilipémiants:                    oui/non 

• Chimiothérapie:                   oui/non 

• Antidiabétiques oraux:         oui/non 

• Traitement viatminique:       oui/non 

• Autres (préciser):                  oui/non 
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III. Terrain pathologique: 

A Antécédents personnels de la maladie thromboembolique veineuse: 

1. thrombose veineuse inaugurale: 

Date ou age du premier épisode: 

Localisation de la thrombose veineuse: 

• Thrombose veineuse des membres:               oui/non 

• Thrombose veineuse cérébrale:                     oui/non 

• Embolie pulmonaire:                                     oui/non 

2. Thrombose veineuse récidivante:                    oui/non 

 

B. Antécédents thromboemboliques familiaux:   oui/non 

 

IV. Bilan biologique: 

 

V. Traitement de la thrombose veineuse: 
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Séquence protéique du gène de la MTHFR: 

 

 
MVNEARGNSSLNPCLEGSASSGSESSKDSSRCSTPGLDPERHER 
                  
LREKMRRRLESGDKWFSLEFFPPRTAEGAVNLISRFDRMAAGGPLYIDVTWHPAGDPG 
                     
SDKETSSMMIASTAVNYCGLETILHMTCCRQRLEEITGHLHKAKQLGLKNIMALRGDP 
                     
IGDQWEEEEGGFNYAVDLVKHIRSEFGDYFDICVAGYPKGHPEAGSFEADLKHLKEKV 
                     
SAGADFIITQLFFEADTFFRFVKACTDMGITCPIVPGIFPIQGYHSLRQLVKLSKLEV 
                     
PQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIELAVSLCQELLASGLVPGLHFYTLNREMATTEVLK 
                     
RLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRREEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWDEFPNGRWGNS 
                     
SSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEELLKMWGEELTSEASVFEVFVLYLSGEPNRNGHKV 
                     
TCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRVNRQGILTINSQPNINGKPSSDPIVGWGPSGGYVF 
                     
QKAYLEFFTSRETAEALLQVLKKYELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTWGIFPG 
                     

REIIQPTVVDPVSFMFWKDEAFALWIERWGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLVDN 

 

DFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTQNARETEAP 
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Les primers : 

 

 

5’- TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA -3’ 

5’- AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG -3’ 
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Préparation du Bleu de Bromophénol  (BBP) : 

 

BBP 20mg 

Tris 0.5 M :2ml 

Glycérol : 5ml 

PH 7.5 

QSP 10 ml H2O 

 

 

Préparation du TBE 10 X : 

 

 

Tris 108g 

Acide borique 55g 

Ajuster le PH à 8.3 avec l’acide acétique glacial 

EDTA 9.3g 

QSP 1L H2O 
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Préparation du milieu de digestion par l'enzyme Hinf I 

 

 

5 µl du tampon. 

1 µl de l’enzyme de restriction HinfI. 

4 µl de l’eau distillé. 

0.2 µl de bovine sérum albumine 
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The study of the mutation of the methylenetetrahydrofolate 

reductase in the thromboembolic disease 

 

 

Abstrat 

 
The tromboembolic disease is a major cause of morbidity and death with an 

incidence of 1 per 1000 every year, it’s due to the obstruction of circulation 

by clots that have bean formed locally in the veins. 

The objectif of this study is to determinate the frequency of the mutation of 

MTHFR gene C677T in the population case-control to release the association 

with the thromboembolic disease and this mutation, the frequence of the 

homozygote T/T (val/val) is 7.27 % in the control and 8.20 % in the patient. 

The result was that there are no relation between this mutation and the 

thromboembolic disease. 

The determination of the concentration of the plasmatique homocysteine was 

done to find any relation between high plasma homocysteine level and 

thromboembolic disease, the result demonstrate that high plasma 

homocysteine level not the lonely cause of the tromboembilc disease. 

 
 
 

Key words:     Thromboembolic disease, MTHFR, mutation C677T, 
homocysteine 
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ت للمورثة المسؤولة عن الإنزیم مثیلن رباعي 677دراسة الطفرة الوراثیة س   

ترمبوز اومبولیك فینوز في مرض ردكتاز فولاتھیدر  

 

:الملخص  

 
 1إن مرض تخثر الدم في الأوردة یعد من بین الامرض الخطیرة و القاتلة حیث إن نسبة حدوثھ ھي 

إن حدوث ھذا المرض راجع إلى سداد كلي أو جزئي للورید ناتج . في السنة لكل الأعمار 1000من 

.عن محدود داخل ورید دموي  

ت للمورثة المسؤولة عن الإنزیم  677إن دراستنا التي قمنا بھا ھدفھا تحدید نسبة الطفرة الوراثیة س

و المرضى و ذلك لبحث ما ادا  مثیلن رباعي الفولات المرجعي في مجموعة من أشخاص السلیمین

تم من خلال عملنا تحدید نسبة الأشخاص , كان ھناك رابط بین حدوث المرض و ھذه الطفرة الوراثیة

في مجموعة  ةبالمائ      7.27و التي كانت تمثل ) فالین/فالین(ت /الحاملین للنمط الوراثي النقي ت

.ابط بین المرض و ھذه الطفرة الوراثیةلم نجد ر. في مجموعة المرضى ةبالمائ 8.2الأصحاء و   

كما قمنا كذلك بتتبع قیاس نسبة الأوموسستیین في الدم في المجموعتین و ذلك بغرض تحدید رابط بین 

إن النتائج المتحصل علیھا من خلال البحث ان ارتفاع نسبة , المرض و نسبة الأوموسستیین

لدم في الأوردة  الأوموسستیین لا تمثل لوحدھا سبب حدوث مرض تخثر ا   

 

الطفرة  , ردكتاز فولاتھیدر  مثیلن رباعي ,ترمبوز اومبولیك فینوز مرض:  الكلمـات الدّالة 

  الأوموسستیین, ت 677الوراثیة س
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RESUME : 
             

          Les maladies thromboemboliques veineuses sont des causes importantes de 

morbidité et de mortalité dont l'incidence est de 1 pour 1000 tout   age confondu. Elle est 

du a une oblitération plus ou moins complète d'une veine par un thrombus résultant d'une 

coagulation intravasculaire localisée. 

Notre étude a été portait sur la détermination de la fréquence de la mutation C677T du 

gène de la MTHFR dans une population cas-témoins à fin de déterminer un lien entre la 

maladie thromboembolique veineuse et la mutation C677T. le pourcentage de 

l'homozygote T/T (val/val) est de 8.20 % dans la population témoin et de 7.27 % dans la 

population malade. Une telle relation n'a pas était trouvée a selon nos résultats obtenus. 

Le dosage du taux d'homocystéine plasmatique a été réalisé pour chercher un lien 

possible entre l'hyperhomocystéinemie et la maladie thromboembolique veineuse. Le 

résultat obtenu a montré que l'hyperhomocystéinemie ne représente pas a elle seule une 

cause de survenu d'une telle pathologie.  
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