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Abreviation

MTEV : Maladie thromboembolique vei neuse.
MTHFR : Méthylénetetrahydrofolate réductase.
EP : Embolie pulmonaire.

TVP : Thrombose vei neuse profonde.

TV : Thrombose veineuse.

AT : Antithrombine.

RS: Reactive Site.

HBS: Heparing Binding Site.

PE : Pleitropic Effect.

PC : ProténeC.

PCa: Protéine C activé.

PS: Protéine S.

DD : D-Dimeres.

HNF : Héparine non fractionné

HBPM : Héparine de bas poids moléculaire
AVK : AntivitamineK.

SAM : S-adénosyl-L-méthionine.

SAH : S-adénosyl-homocystéine.
5-M-THF : 5-méthyl-té&rehydrofolate.
CBS: Cystathioninef-synthase.

BET: Bromured’ éthidium.



Intitulé desfigures

Figure 1: Schémasmplifié montrant le systéme du retour veineux.
Figure 2 : Formation d’ un clou hémostatique.

Figure 3: Incidence annuelle de la thrombose embolique vei neuse chez des sujets résidents
aWorcester MA 1986, par age et sexe.

Figure 4: Métabolisme de I'nomocystéine.

Figure5: localisation du gene delaMTHFR au niveau du premier chromosome humain.
Figure 6 : Structure schématique du géene et dela protéine MTHFR.

Figure 7: Profil d’ éectrophorése sur gel d'agarose des produits de PCR.

Figure 8: Site de coupure de |’ enzyme de restriction Hinfl.

Figure9: Profil d’ éectrophorése sur gel d'agarose des fragments obtenus aprés digestion

par Hinfl (M: Marqueur de taille).
Figure 10: Sexe ratio de la population témoin.

Figure1l: Sexeratio les sujets malades.



| ntitulé des tableaux

Tableau | : Répartition du sexe dans la population témoin.

Tableau Il : Répartition du sexe chez les sujets malades.

Tableau I11: Répartition en tranche d'age dans la popul ation témoins et chez les sujets
malades.

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

tranche d age.

Tableau V : pourcentage des sujets malades ayant un taux d’ homocystéine supérieur a15

pmol/I.

Tableau VI: Fréguence génotypique de la mutation C677T du gene delaMTHFR dansla

population témoins.

Tableau VI1I: Lafréguence alléliques dans la population témoin.

Tableau V111 : Lesfréguences génotypiques et alléiques dans différents pays et groupes

éthniques.

Tableau I X : Fréquence génotypique de lamutation C677T du géne delaMTHFR chez

les sujets mal ades.

Tableau X: Lafréquence al élique chez les sujets malades.

10



[ntroduction



La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) regroupe dans son entité la
thrombose veineuse profonde (TVP) et I'embolie pulmonaire (EP), elle demeure une cause
de morbidité et de mortdité fréquente dont I'incidence se situe en moyenne autour de
1/1000 par an toute confondus. La MTEV survient lors d'une obstruction d'une veine suite
a un déséquilibre hémostatique conduisant a 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 I'hémostase. Deux ééments majeurs participent directement a cet
accident: |'anatomie du systeme vasculaire, dont les valvules favorisent dans leurs
concavité une stase sanguine relative, et un déséquilibre du systéme de la coagulation

conduisant & un excés de laformation de la thrombine (1).

Les facteurs de risque de la MTEV peuvent ére dordre génétique (déficits en
antithrombine, déficit en protéine C, déficit en proténe S, résistance a la proténe C
activee), et notons en particulier les facteurs acquis qui jouent également un réle important
qu'il soit circonstanciels (immobilisation prolongées, chirurgie, grossesse) ou
iatrogenes (contraceptif oraux ou hormonothérapie substitutive) ou liés a certaines

pathologiestel que le cancer et le syndrome néphrotique (2).

Au cours de cette derniére décennie des progrés considérables ont éé apportés a
I'étude des facteurs de risque de MTEV (3), en particulier ceux liés a certaines voies
métaboliques fortement corrélées a cette maadie. Parmi ces facteurs la MTHFR constitue
I'enzyme clé qui catalyse la conversion du 510 méthylénetetrahydrofolate en 5,
méthyltetrahydrofolate, et qui assure le cycle des folates ce qui permet a l'homocystréine
d'étre reméthylée en méthionine et d'ére éurée de I'organisme (4). La MTHFR est codée
par un géne 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 posséde
une activité réduite d'environ 50 % a 37°C et une perte compléte d'activité a 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'aanine en position 222 de |a chalne protéique
(5). Cette mutation est reconnue dans plusieurs éudes comme éant un facteur important
dans I'augmentation du taux d'homocystéine plasmatique. Cette hyperhomocystéinemie

représenterait I'un des facteurs derisque des MTEV avéré (6).
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A fin de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre I'nyperhomocystéinemie
d'une part et la mutation C677T d'autre part et les MTEV nous nous sommes proposes a

travers une étude cas témoins:

Vv Déterminer le pourcentage des cas des thromboses veineuses liées a la

mutation C677T du géne delaMTHFR.
v/ Etablir larelation entre la mutation C677T du géne de laMTHFR et le taux

serique de I'nomocystéine.
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|. Lesmaladies thromboemboliques veineuses:

|.1. Lesysteme veineux:

Le systéme 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
systéme veineux assure |e retour de sang des capillaires vers le coaur (figure 1) (7).

Les veines sont constituées de trois couches:

L'intima est constitué d'un revétement endothélium qui repose sur une lame
basde. On distingue des valvules qui sont I’expansion de l'intima dans la
lumiere, recouverte de cdlule endothélides et renforcée par des fibres
éastiques et de collagénes.

La média est une mince couche, contient des cellules musculaires lisses et des
fibres élastiques.

L'adventice est constituée de fibres de collagéne, de fibroblastes et de quelque

fibres nerveuses (8).

‘o Endothelium

Endothelium . d L
. {Tunica Intima)

»
(Tunica Intima) | [ ;
. M

Internal

Elastic Tissue ‘ Sl Elastic Tissue

Smooth Muscle
(Tunica Media)

Smooth Muscle 8 f
{Tunica Media) Flow Flow -
‘ —— External
sue 1 .

External \ Elastic Tissue
Elastic Tis .
Fibrous ' Vein Artery Fibrous _
Connective Connective
Tissue - Tissue

Tunica Adventitia)

{Tunica Adventitia)

Venule e Arteriole Lumen
Endothelial Basal
Cell

Smooth

Muscle Cell Smooth

uscle Cell
Basal Lamina

Pericyte

15



Figure 1: Schéma simplifié montrant le systéme du retour veineux (9).

| .2. Physiologie del’hémostase::

A I'état normal, le sang circule dans des conditions hémodynamiques variées au contact

de I'endothélium, des cavités du coaur, des artéres, des veines et de la microcirculation. Le

phénomene d'hémostase a I'état physiologique a pour but de colmater une breche

vasculaire, par la formation d'un caillot fibrinoplaquettaire et d'é@iminer ce caillot une fois

qu'il acesse d'ére utile (10).

On distingue classiquement trois temps:

§

L'hémostase primaire ferme la bréche vasculaire par un "thrombus blanc" (clou
plaquettaire) (figure 2).

La coagulation consolide ce premier thrombus en formant un réseau de fibrine
emprisonnant des globul es rouges "thrombus rouge™" (figure 2).

Lafibrinolyse, permet la destruction des caillots, ou lalimitation de leur extension.

|.2.1. Hémostase primaire:

Des qu'une breche vasculaire se constitue, le processus d'hémostase primaire se met

en jeu, il comprend trois éapes essentielles:

Letemps vasculaire: correspond a la premiere réaction de I'organisme qui est
une vasoconstriction localisée qui peut arréter 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 plaguettes dés leur sortie du vaisseau adhérent &
la structure sous endothéiale mise a nu par la bréche vasculaire. L'adhésion se
produit en grande partie par la GP Ib qui se colle au sous endothélium gréce au
facteur de Willebrand qui sert de ciment.

L'agrégation plaquettaire: les plaguettes adhérentes Sactivent et recrutent
d'autres plaguettes circulantes. Les GP Ilbllla de surface, lors de |'activation
plaquettaire subissent une modification conformationnelle qui leur permet de
fixer le fibrinogéne en présence de calcium. L'agrégation plaquettaire se fait
ains gréce au fibrinogéne qui éablit des ponts entre les plaguettes, créant un
premier thrombus fragile (agrégation réversible). Gréce a 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 étre consolidé. La coagulation
comme I'hémostase primaire met en jeu des cellules et des facteurs plasmatiques. La
coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant & la formation de
fibrine. L'enzyme centrd permettant de transformer le fibrinogéne en fibrine est la
thrombine, le processus de formation de la thrombine est complexe avec une série

d'activations enzymatiques qui surviennent a la surface des phospholipides

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

1.2.3. Lafibrinolyse:

La fibrinolyse est le troisiéme temps de I'hémostase, ele tend a empécher
I'installation mais surtout I'extension du caillot en déterminant les polymeres de fibrine.
Lorsque le caillot est formé, 1a fibrinolyse physiologique permet de e reperméabiliser.
Elle fait intervenir une substance circulante sous forme inactive dans le plasma qui est
le plasminogeéne, synthétisée par le foie. Sous I'influence d'activateurs, le plasminogeéne
se transforme en plasmine qui est une enzyme protéol ytique tres puissante, capable de
dégrader le caillot de fibrine mais aussi de détruire le fibrinogéne, voire dautres
facteurs de coagulation (12).

L’ activation du plasminogene en plasmine se fait gréce & des activateurs de deux
types:

La voie de I’ activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA). Cette substance est
synthétisée de fagon quasi exclusive par la cellule endothéliale qui la libére sur
le site du caillot lors de tout phénomeéne d’ agression.

La voie de pro-urokinase-urokinase (U-PA) la forme circulante est la
pro-urokinase synthétisee par les cellules rénales e dautres cellules
parenchymateuses. La pro-urokinase s active en urokinase essentiellement au
cantact du caillot de fibrine.

Le systéme fibrinol ytique est régulé par deux types d’inhibiteurs:

Inhibiteurs de laplasmine : alpha 2 antiplasmine, alpha 2 macroglobuline.
Inhibiteurs des activateurs du plasminogéne : PAI-1 est I’ inhibiteur surtout du t-
PA et le PAI-2, présent essentiellement chez |la femme enceinte, est inhibiteur

de I"urokinase (12).
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Figure?2: Formation d’'un clou hémostatique (10).

| .3. La physiopathologie de|'hémostase :

Lathrombose veineuse est induite par trois facteurs principaux latriade de Virchow :

§ facteur pariétal: Les lésions de I'’endothélium vasculaire sont nécessaires a
I’agrégation plaguettaire, il entrainent des phénomenes 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 raentissement du flux sanguin ou stase joue un
réle essentiel en favorisant I’accumulation des facteurs de la coagulation. La stase
veineuse est liée a I'alitement ou I'immobilisation prolongée, a I'insuffisance
vel neuse chronique, aux compressions extrinseques (adénopathies, cancers digestifs
ou pelviens).

§ modification du sang circulant : |’ gpparition d’un déséquilibre hémostatique, fait

pencher |a balance de coagul ation, par diminution des facteurs de fibrinolyse (13).

18



|.4. Lathrombose vaeneuse:

Lorsque se forme un caillot sanguin, dans un vaisseau et qu'il provogue une occlusion,
on parle de thrombose. Une thrombose peut se produire dans les artéres mais, beaucoup
plus souvent, ce sont les veines qui sont touchées et on parle dans ce cas la 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 ére superficielle lorsgu’ elle touche une veine proche de la surface de la peau ou
profonde lorsqu’ elle est localisée a1’ 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 entraine une embolie dés qu'il atteint un segment de vai sseau plus étroit ou il se
coince et il I’obstrue. Les thrombus qui se détachent des veines de la jambe ou du bassin
migrent souvent a travers le coaur droit et provoquent une obstruction au niveau de la
circulation pulmonaire, pouvant ainsi entrainer une embolie pulmonaire qui est une

complication grave et souvent fatale (16).

|.5. Lesfacteurs derisque 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.

1.5.1. Lesanomalies biologiquesau coursdes Thromboses veineuses:
Un certains nombre d'anomaies biologiques de I’hémostase sont associées aux

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

Déficits en inhibiteurs physiol ogi ques de la coagul ation.

Hyperhomocysténemie.

Elévation du taux des facteurs de coagul ation.

L upus anti coagulant ou anticorps anti phospholipidiques.

Fibrinogéne.

[.5.1.1. Déficits en inhibiteur s physiologiques dela coagulation :
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La prévalence d'un déficit en inhibiteur de la coagulation est estimée & moins
de 10% des patients avec MTE. Elle augmente dans les cas de thrombose
idiopathi que récidivante ou d’ antécédent familial (16).

Déficit en antithrombine (AT) :
C’est un maeur inhibiteur du mécanisme de la coagulation et un déficit en

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

premiére publication de déficit en AT date de 1965 par Egeberg (15). Le géne

de I’AT a éé identifié et localisé au niveau du chromosome 2 (2023-25),

plusieurs types de déficits ont été identifiés.

§ Déficit detypel : La protéine présentée est normale mais en quantité
diminuée.

§ Déficit detypell : Laprotéine présentée est dans ce cas |la anormale,
cette classe est répartie en trois sous classes :
o Typell RS (Reactive Site).
o Typell HBS (Heparing Binding Site).
o Typell PE (Pleitropic Effect) (18).

Déficit en protéineC :

La PC est découvert en 1976 par Stenflo. C'est une protéine vitamine K
dépendante qui inhibe les facteurs Va et Vllla qui permet de freiner
efficacement |a cascade de coagulation. Le géne de la PC est localisé au niveau
du chromosome 2 (2g13-14).

L’ association de déficience en PC et la TV & été rapportée pour la premiere
fois en 1981, I’ hétérozygote en PC a é&¢é identifié chez 1,5 & 11,5% des patients
avec TV et seulement chez 0,2 a0,4% des sujets sans.

Les déficits en PC sont divisés en deux types :

§ Typell : Cest un déficit quantitatif, le plus fréquent.
§ Typell : C'est un déficit qualitatif delaPC, 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 ladéficienceen PS et laTV a été éablieen 1984. La
déficience en PS dans la population générale est entre 0,2 et 0,5% et la
prévalence de |a déficience hétérozygote est del’ ordre de 1 a 3%.

Le déficit en PS est autosomique dominant présent dans 2 & 6% de patient
ayant un accident thrombotique (20).

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

Dahlback a identifié en 1993 une résistance plasmatique a I’activité
anticoagulante de la PCactivée (PCa). Cette résistance est du a la présence
d’une mutation du facteur V, qui correspond ala substitution de I’ Arg 506 par
une glutamine. Ce facteur V muté devient un obstacle a une inhibition efficace
de la cascade de coagul ation par la PCa (21).

La transmission de cette anomalie est autosomique dominante. La
population porteuse de cette mutation a un risque de survenue d'une MTE
multiplié par 5 a 10 par rapport &une population témoin et ce risque atteint 50 a
100 chez les patients homozygotes, sa prévalence est estimée entre 0,06 et
0,25% (16).

1.5.1.2. Taux élevé desfacteursde coagulation :

Mutation du genedu facteur 11 (prothrombine):

Le changement d’'un nucléotide en position 20210 du geéne de la
prothrombine a été identifié par Poort et a en 1996, il est |a conségquence d’ une
transition en position 20210 du géne codant la prothrombine avec
remplacement d’ une guanine par une adénine (21).

La prévalence de cette mutation G20210A est comprise entre 1 a 4 % dans
la population Européen générale et de 55 % en UK, mais €elle est rare en
Afrique et en Asie (21).

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

foisplus deveé (15).

Elévation du taux plasmatique du facteur VIII :
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Selon une étude en 1995, le facteur VIII apparait comme un facteur de
risgque indépendant de TVP. Un taux supéieur a 150 Ul/dl mgjore le risque de
TVP par 5 en comparaison d’un taux de référence de 100 Ul/dl. Cependant, 25
% des patients et 11 % des témoins ont un taux supéieur & 150 Ul/dl et les
auteurs estiment donc que ce facteur de risque est frégquent et ne peut a lui seul
entrainer un épisode thrombotique. Par contre, associé a un autre facteur de
risque, il expose & un risque comparable a celui des déficits en inhibiteurs de la
coagulation ou a celui de la résistance de PCa (22). Une augmentation de la
concentration plasmatique du facteur V11l accroit le risque de MTEV dont la
valeur du risque est corrd é au degré d’ élévation du facteur VIII (22, 23).

Elévation du taux plasmatique du facteur 1X:

L’ équipe de Leiden a montré qu’un taux du facteur 1X supérieur a 129U1/dl
(90éme percentile de la population témoin) multiplie le risque de thrombose
veineuse par 2,3 que les sujets ayant des taux du facteur IX inférieur a 129
ul/dl.

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

1.5.1.3. 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. 1l Sagit d'une affection acquise, qui est plutdt la

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

[.5.1.4. L’ hyperhomocystéinemie:

On a associé un haut taux d homocystéine dans le sang avec les maadies
cardiovasculaires athérosclérotiques (bl ocage des arteres du coaur, du cerveau et/ou
dans les membres inférieurs) et thrombotiques veineuses (4).

L’ hyperhomocysteinemie est la conséquence d’'un déficit constitutionnel en
cystationine Bétasyntase (CBS), ou en méthyléenetérahydrofolate réductase
(MTHFR) ou d'un déficit acquis en folates, vitamine B12 ou B6 (4).
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[.5.1.5. Lefibrinogéne:

Le fibrinogéne est bien connu pour ére un facteur de risque des maadies
coronariennes et aussi de mortaité cardio-vasculaire. Le role que pourrait jouer le
fibrinogene dans la MTEV a été envisagé en 1994 par Koster et Rosendaal dans
leur éude cas témoin. Leur conclusion est que le fibrinogéne 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 s elle est supéieure a
5g/L (24).

1.5.2. Lesfacteursderisgue thrombotique acquisou circonstanciels:

Parmi cesfacteurson a:
1.5.2.1. Lesfacteursethniques:

Une prévalence de d’'EP est de 15% en Amérique du nord alors qu’au Japon
elle de 0,7%. White et al, amontré que I’ 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).

[.5.2.2. Legroupesanguin :

L’ étude cas témoin de Koster et coll. fait apparaitre une diminution du groupe
O chez les sujets de MTEV par rapport aux témoins (25 % contre 43 %). Une
analyse univariée corréle positivement les groupes non-O, des taux de facteur V1|

et defacteur Von Willebrand élevés alathrombose veineuse (22).

1.5.2.3. L age:

Des études ont montré qu’ une incidence d’'une MTEV pour la premiére fois est
inférieur &5 pour 100 000 par an pour des enfants de moins de 15 ans, devant une
incidence de 450 & 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
aWorcester MA 1986, par age et sexe (27).

[.5.2.4. L'obésité:

Cest un facteur de risqgue de maadie veineuse thromboembolique post
opératoire, Les patients obéses (indice de masse corporelle > 27) nécessitant une
attention particuliére. L’ obésité est un facteur de risque de MTEV chez les patients
hospitalisés en milieu médica ou devant subir une chirurgie bariatrique. L’ obésité
semble jouer un réle potentialisant, a cbté 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 & la méthode thromboprophylactique la plus efficace
et la moins dangereuse pour les patients obéses ; ¢’ est pourquoi des essai's cliniques
randomisés comparant les différentes méthodes chez ces patients sont plus que

jamais justifiés (28).

[.5.2.5. Contraception hormonal :

Lerisquede MTEV est de 0,8 pour 10 000 chez des femmes qui '’ 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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[.5.2.6. Substitution hormonale:

Le risque de thrombose veineuse des femmes recevant une substitution
oestrogestative de la ménopause est trois fois supérieur & celui des femmes ne
prenant pas de telles substitutions (31).

1.5.2.7. Lagrossesse:
La grossesse provoque un état d’hypercoagulabilité physiologique dont le role
essentiel est de prévenir les hémorragies de la délivrance (32, 33). Les femmes

ayant une thrombophilie ont un risque @evé pour lesMTEV (34).

1.5.2.8. Pathologies sous jacentes:
Antécédents de mal adie thromboembolique veineuse
Lupus érythémateux (15).
I nsuffisance cardiague et cardiopathies i schémiques alaphase aigué
Affections neurologiques avec paralysies des membres inférieurs (28).
Insuffuisance caridague (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).

|.6. Complication :

|.6.1. L’Embolie pulmonaire:
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C’est une complication la plus fréquente et la plus grave des TVP, qui résulte ala
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 |I’embole s arréte dans la circulation pulmonaire et peuvent

entrainé ainsi une EP (40).

1.6.2. Syndrome post-thrombotique:

Il consiste en un ensemble de symptémes et de signes. Suite a une destruction des
valvules par le thrombus, celles-ci deviennent incontinentes, il se développe aors une
hypertension veineuse secondaire en amont avec comme consequences: douleur,
crampes, lourdeur, prurit, paresthésies, oadémes, induration, varices, pigmentation de la
peau et ulcére 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 gores deux ans, 28%
apres 5 ans et 29,1% apres 8 ans (41).

1.6.3. 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 a I'origine de I'hyperpression veineuse génératrice
d’ oedémes des membres inférieurs, eux mémes mgjorant la stase veineuse.
Dans d autre cas, la recanalisation du vaisseau se fait avec une destruction des

valvules veineuses, al’ origine de I’ insuffisance veineuse (42).

|.6.4. Larécidivité delathrombose veineuse profonde:
L’incidence larécidivité d'une TVP est de 17,5% apreés 2 ans, 24,6% apres 5 ans et
30,3% apres 8 ans (41).

|.7. Traitement et prévention :
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Il permet de prévenir |’extension du thrombus veineux avec une perméabilisation
maximale, prévient a la récidivité des TV et lutte contre le syndrome post-
thrombotique (43).

L es anticoagulants : Les héparines non fractionnées (HNF) et les héparines
de bas poids moléculaires (HBPM) sont |les seuls anticoagulants & posséder une
activité anticoagul ante 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 colt de la maladie tout en limitant le risque de thrombopénie a
I” héparine (45).

La contention élastique : réduit la douleur et I’oedeme; elle permet de
plus, grace & une diminution du calibre des veines profondes et superficielles
d améliorer le retour veineux dans les veines saines et de fixer le thrombus ala
paroi, evitant son extension et son embolisation. La contention doit etre porté au
moins pendant |’année suivant I’ épisode de thrombose aigue car elle limite a

long terme le devel oppement d’ une mal adie post-phl ébitique (46, 47, 48).

| .8. Epidémiologie:

Au Etat Unis, le nombre de sujets Présentant de MTEV pour la premiére fois, est
d’environ 100 cas pour 100 000 chaque année, approximativement le tiers des sujets ayant
une EP dors que les deux tiers ont une thrombose vei neuse profonde (TVP) (25).

En 1999, une éude faite en Angleterre, sur les habitants de Worcester a donné une
stati stique 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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I1.1. Introduction:

L'homocystéine est un acide aminé soufré. 1l est formé durant le cycle méabolique de
la méthionine, un cycle trés important de I’organisme qui aboutit & la formation de
donneurs de méthyle et a la réparation cellulaire. Dans le plasma 80% de I’ homocystéine
est liée aux protéines, I’homocystéine non liée existe essentiellement sous forme de
dissulfide mixte homocystéine-cystéine. De petites quantités existent sous forme de dimére
homocysté ne-homocystéine encore appe és homocystine ou sous la forme d'homocystéine
libre vraie. Cette derniére fraction constitue environ 1 % de toute I'homocystéine circulante
mesurée. L'homocystéine totale représente la somme de toutes les fractions libres ou liées

de I'nomocystéine (51).

I1.2. M étabolisme:

La méthionine est initialement transformée en S-adénosyl-L-méthionine (SAM), une
réaction catal ysée par |a méthionine-adénosy! transférase puis en S-adénosyl-homocystéine
(SAH) qui est par la suite hydrolysée pour produire de |'adénosine et de I'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 |I"homocysteine en méthionine se produit lors d'un déficit en
méthionine, le 5-méhyl-té&rehydrofolate (5-M-THF) céde son groupement méthyle a
I"homocysteine sous I’action de la méthionine synthase (5-méthyl THF-Homocysteine
méthyl-transférase) et de son coenzyme, la cobalamine ou vitamine B12. Le produit
démeéthylé, le THF regoit, en présence de vitamine B6, un groupement méthyléne de la
sérine, formant le 5,10-méthyléne-tetrahydrofolate. Ce dernier est réduit en 5-méthyl-
tétrahydrofolate (5-CH3-T4HF) sous l'action de la 5,10-méthylénetetrahydrofolate
réductase, dont le fréquent déficit constitue une cause possible d’ hyperhomocysteinemie.

La transsulfuration de I’homocysteine est une voie alternative comportant une
sulfoconjugai son de I’ homocysteine en cystathionine & partir de la sérine, sous |’ action de
la cystathioninef}-synthase (CBS) dont la vitamine B6 ou pyridoxal-5’-phosphate
(pyridoxine) est le cofacteur, sous I’ action de la gama-cystathionase et de la vitamine B6,

lacystathionine est dégradée en cystéine (28).
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Fig. 1: Voies biochimiques du métabolisme de I'hnomocystéine. Ser = serine; Gly = glycine;
Me-THF = méthylenetétrahydrofolate; MTHFR= AP, N10-méthylénetétrahydrofolate réduc-
tase; THF = tétrahydrofolate; SAM = S-adénosylméthionine; SAH = S-adénosylhomocys-
téine; DMG = diméthylglycine; CbS = cystathionine--synthase.

Figure 4: Méabolisme de I'nomocystéine (28).

11.3. Anomalies du métabolisme de |'homocystéine:

Les dysfonctionnements du méabolisme de I'homocystéine dépendent de déficits
congénitaux en enzyme impliqués dans ce métabolisme ou du déficiences dans I'apport, le
trangport et le méabolisme des folates et des vitamines B12 et B6 ou encore d'un apport

excessive en méthionine (52).

11.3.1. Lesfacteursgénétiques.
Altération de la voie de transsul furation correspond aun déficit en CBS.
Altération de lavoie de reméthylation secondaire soit aun défaut d'activité de la

MTHFR, soit a une déficience fonctionnell e en méthionine synthase.
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11.3.2. Lesfacteursnutritionnels:
De nombreuses éudes ont montré que des déficiences nutritionnelles en B12 ou en
B9 conduisent a une éévation modérée ou intermédiaire de I'homocystéine dans les
conditions basales, seule une déficience sévére et prolongée en vitamine B6 aurait une

incidence sur I'nomocystéine basal e (53).

11.3.3. D'autresfacteurs:
L'age : la concentration plasmatique de I’ homocysté ne augmente progressi vement
avec |’ age dans les deux sexe (54).
L e sexe : la concentration plasmatique de |’ homocystéine est d’ environ 10 %
supérieur chez les hommes par rapport aux femmes (54).
Letabac : laconcentration plasmatique de I’ homocystéine augmente chez les

fumeurs par rapport aux non fumeurs (54).

11.4. Les mécanismes pathogéniques potentiels de

I'hyper homocysténemie:
La concentration de I"homocystéine pourrait favoriser |'athérosclérose et/ou la
thrombose par |es mécani smes suivants (55, 56):
Effet cytotoxiquedirect sur les cellules endothéliales, en partie lié ala formation de
radicaux libres lors del’ oxydation de I’homocystéine réduite (57, 58).
Stimulation de la prolifération des cellules muscul aires vascul aires li sses comme en
témoignent I’ augmentation de lasynthese d’ ADN et I’ augmentation de I’ expression
del’ARNm alacycline A dans ce modéle cellulaire. La cycline-kinase associée la
cycline A est alafois un initiateur et un marqueur de mitose (59).
Effet prothrombotiques divers, comprenant |’atténuation des sites de liaisons
endothéliaux au tPA, I'activation du facteur V, I'inhibition de la PC, et une
diminution de |’ activité antithrombotique endothéial e liée a des modifications de la
fonction thrombomoduline (60, 61).
L’homocystéine modifie directement |’expression de nombreux génes dans un
modé e de cellules endothélia humaines de cordon ombilical ; au moins 6 genes
sont surexprimés dont I’ un codant pour |a proténe 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 suggere que
I"homocystéine est impliquant dans un systeme complexe dynamique de lésions et de

réparations vascul aires.

[Il.LaMTHFR:
[11.1. Protéine MTHFR:

La MTHFR est une enzyme catalysant la réduction du 5,10-méthlénetetrahydrofol ate
en 5-méhyltetrahydrofolate. Cette réaction est irréversible dans les
conditions physiologiques normales (63). LaMTHFR utilise comme donneur d’ électron le
NADPH.

LaMTHFR aééisolé pour lapremiére fois au niveau du foie de cheval en 1962, et par
la suite au niveau du foie de porc, |I’analyse de la MTHFR issu du foie de porc a montrer
que |I’enzyme est un homodimére de 77 KDa (64, 65).

La protéine humaine a 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
I’enfant (67).

La structure protéique de la MTHFR est subdivisée en deux domaines |’ un catal ytique
(N terminal) de PM 40 KDa et I’ autre régulateur (C terminale) de PM 37 KDa. A |’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 latrypsine.

La digestion de la MTHFR par la trypsine n'a pas d'effet sur sa fonction catal ytique
mais larend plutdt insensible a sarégulation par la S-adenosylmethionine (SAM). La SAM
a un réle inhibiteur de la MTHFR, aors que la S-adenosylhomocystéine (SAH) est
régulateur de I’ activité de laMTHFR.
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I11.2. LegenedelaMTHFR :
[11.2.1. Localisation du gene:

Le géne de la MTHFR se localise au niveau du bras court du chromosome 1
(1P36.3) (Figure5) (63, 66).
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Figure5: localisation du géne delaMTHFR au niveau du premier chromosome humain
(76).

[11.2.2. Séquencedu géne:

L'ADNc delaMTHFR humain est de 2.2 Kb de longueur, répartie en 11 exons de
taille comprise entre 102 Pb 4432 Pb, chevauché par 10 introns de taille comprise entre

25 Pb a1.5 Kb avec une seule exception 4.2 Kb (63) (Voire annexe).

[11.2.3. Lesmutationsdela MTHFR :
[11.2.3.1. La mutation C677T :

En 1995, Frosst et a, aidentifier une mutation commune au niveau du gene de
la MTHFR (68), cette mutation correspond a une substitution du géne de la
MTHFR de la base cytosine en thymine en position 677, qui se traduit au niveau de
la protéine par la conversion de I’ acide aminé aanine en valine en position 222,

cette mutation rend I'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) .

Alléle normal :
Séguence génétique : GCG GGA GCC GCC GAT
Séquence protéique: Ala Gly Ala Ala Asp

Alldemuté:
Séguence génétique : GCG GGA GCC GTC GAT
Séquence protéique: Ala Gly Ala Val Asp

Lafréquence dléliquedel’aléle muté T du géne de laMTHFR dans la population
générale est estimée a environ 19 430 % et la fréquence de |’ homozygote muté T/T
estd’environ7a12 % (71, 72).

Des études récentes montrent larelation entre le phénotype MTHFR thermolabile
et la concentration de I’ homocystéine plasmatique, |es individus homozygotes T/T
tend a avoir une éévation de leurs taux d’ homocystéine mais ceci concerne

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

[11.2.3.2. La mutation A1298C :

La mutation A1298C a éé identifiée pour la premiere fois en 1995 durant des
études faites sur des patients ayant un cancer ovarien, elle se localise dans larégion
régulatrice du géne au niveau de l'exon 7 du géne de laM THFR (74), et qui n’apas
d’ effet sur I’ activité de laM THFR, elle correspond & 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 a une diminution de |'activité enzymatique (79),
mais qui n'entraine pas une thermol abilité de I'enzyme (80).

Plusieurs études considere que la mutation A1298C comme un facteur de risque
desMTEV (81).
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[11.2.3.3. Autresvariantsdu gene MTHFR:

D'autres mutations ont été régulierement découvertes, certains dentre eux
correspondent a des mutations missens, tel que la G167A au niveau del’exon 1, la
C692T au niveau de I’exon 4 ainsi que des mutation non sens comme la mutation
C559 T au niveau del’ exon 3 (figure 6) (77, 78, 79, 80).
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Patients et Methodes



| . Populations étudiées:

Notre étude est de type cas témoins, faite sur deux types de populaions |’ une témoin et

| autre malade.

|.1. Population témoin :
Elle représente la popul ation témoin apparemment sai ne de différentes tranches d’ age
et des deux sexes, habitant essentiellement a Constantine.
Cette population est prise en fonction de certains critéres :
Critered’inclusion :
Lessujets sains.
Criteresd’exclusions:
Les sujets ayant un antécédent avec pathologie cardiovasculaire (MTEV,
IDM, HTA...).
L es sujets ayant un cancer.

Les fumeurs.

|.2. Population malade :

Elle correspond a des sujets présentant une MTEV pour la premiére fois ou récidivante,
admis essentiellement au niveau du service de cardiologie au CHU de Constantine et qui
référe anos critéres d’ exclusions et d’inclusions.

Critéred’incluson :

Les malades ayant une MTEV.

Criteresd’exclusions:

Les malades qui sont sous traitement vitaminique (folate, vitamine B12,
vitamine B6)

Les malades qui setraitent par des médicaments qui interferent 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:

I1.1. Le prélevement sanguin :

Le prélévement sanguin est fait dans un tube vacuténaire AaEDTA au niveau du service
concerné, une quantité d’environ 10 ml est prélevé le matin a jeun de préférence et
conservés directement dans la glace entre le prélévement et |a centrifugation (condition du

dosage de I’ homocystéine).

I1.2. Lerecuell desdonnées:

Un questionnaire a été réalise afin d’enregistrer toute les informations nécessaires a
notre étude avec le malade lui-méme et par la consultation de son dossier médicale (voire
annexe).

Le questionnaire est relié a notre malade par une numérotation appropriée et les tubes
de prélevement sont étiquetés par la suite par la méme numeérotation, et tous cela est

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

|1.3. Dosage del”homocystéine:

I1.3.1. Recueil des échantillons:

Des échantillons hémolysés peuvent étre révélateurs d’ une préparation inadéquate
du prélévement avant son envoi au laboratoire il faudra donc interpréter les résultats
avec prudence.

Les plasmas héparine ou EDTA sont particuliérement recommandés, mais le sérum
est également utilisable. |1 est important de séparer |e plasma ou sérum des cellules des
que possible apres prélévement, car la synthese d’ homocystéine peut avoir lieu dansles
hématies apres le préevement. Les échantillons doivent étre conservés dans la glace
entre le prélévement et la centrifugation. Noter que la conservation sur glace rend
particuliérement difficile I’ utilisation d’ échantillons sériques.

La centrifugation des échantillons sériques avant la formation compléte du caillot
peut entrainer la présence de fibrine. Pour éviter |es résultats erronés dus a la présence
de fibrine, sassurer de la formation compléte du caillot avant de centrifuger les
échantillons, en particulier ceux provenant de patients sous anti-coagulants, peuvent
nécessiter un temps plus long pour laformation du caillot.

Les condition de conservation est de 14 joursa2 a8 °C ou 6 mois a-20 °C.
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[1.3.2. Principedu test :

Représente un dosage quantitatif de la L-homocysténe dans le plasma ou sé&rum
dans un analyseur qui est I'lMMULITE 2000, et qui est fait par un immunodosage par
compétition.

Le tet IMMULITE homocystéine inclut une éape de préliminaire manuelle de
prétraitement des échantillons.

Lasolution detravail de préraitement est préparé comme suit :

On fait une dilution de la solution B de prétraitement (dithiothreitol )au 1/10 dans
I’ eau digtillée ou désionisee, |a solution obtenues est mélangé a une quantité égale avec
lasolution A de prétraitement (S-adénosyl-L-homocystéine).

La quantité de la solution de travail de prétraitement est préparée en fonction du
nombre d’ échantillons a analysés
Exemple: 1 ml de solution A avec 1 ml de solution B suffit pour 6 échantillons.

On gjoute par la suit 300 ul de solution de travail de prétraitement avec 15 pl du
serum.

L’ homocystéine des échantillons plasmatique ou sériques de patients est séparée
des protéines de liaison et convertie en S-adénosyl homocystéine (SAH) aprés un
incubation de 30 minutes a 37°C en dehors du systéme et en présence des deux
solutions de prétraitement A et B.

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

lavage et séparé par centrifugation.
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|1.4. Extraction d’ADN :

Toutes les éudes génétiques nécessitent la disposition d échantillons d’acide
nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source maeure d ADN, les autres
sources cellulaires peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales ...). Dans la
grande majorité des cas latechnique d’ extraction des acides nucléques doit étre adaptée a
I’échantillon, & la nature du génome, au nombre de copies et de méhode de biologie
mol éculaire utilisée ultérieurement (PCR).

Il existe plusieurs techniques utilisées pour I’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. I’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 preécipitation avec |’ éthanol.

L’ ADN est solubilisé en phase agueuse par le rapport de la DO & 260 nm sur DO a

280nm (longueur d’onde d’ absorption des protéines) qui doit étre compris entre 1.8 a2.

Détermination delapureté:

La contamination de I'ADN extrait par des protéines a éé appréciée en mesurant la
densité optique des extraits & 260 et 280 nm et en effectuant le rapport DO 260 nm/DO 280

On considére que

L’ADN et suffisamment pur lorsque le rapport R = DO/ DOgg est compris
entrel6et2 (L6<R <2).

L"ADN est contaminé par les protéinessi : DOgso/ DO < 1.6.

L'ADN est contaminé par les ARN S : DOggof DOogg > 2.

Lapureté de I’ ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas
aboutir a 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 I’ADN afin d’obtenir la

pureté souhaitée. Les ADN purs sont conservés a+ 4°C jusqu'a utilisation.



Déter mination dela concentration del’ADN :
La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I'’ADN  sachant
que:
1 unité de DO 260 Nm = 50 pg/ ml d’ ADN double brin.
Sachant quel’ ADN obtenu est dilué & /100, la quantité obtenue est multipliée par 100.

11.5.LaPCR:

En 1985, Kary Mullis et une équipe de chercheurs a Cetus corporation ont met en

évidence une technique de biologie moléculaire appelée PCR (Polymerase Chain
Reaction), c'est une technique moléculaire qui permet I'amplification d'un segment
d'’ADN compris entre deux régions de séquences connues par un procédé d'extension

d'amorce. Elle consiste a utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthése de 20 a
25 nucl éotides 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 I'autre, une

copie du brin non codant. Sous I'action d'une enzyme (I'ADN polymérase), chaque
amorce est alongée dans le sens 5' & 3' d'une séquence exactement complémentaire du

brin recopié. La répétition des cycles aboutit & une amplification exponentielle de la
sequence cible considérée (82, 83).

Latechnique de PCR comprend trois éapes :

§ Ladénaturation (séparation desbrins).

§ L’hybridation.

§ L’'élongation.

[1.5.1. Préparation du milieu réactionnel dela PCR :

Le milieu réactionnel de PCR comprend tous les constituants nécessaires a la

réalisation d'une PCR (voire annexe).

11.5.2. Déroulement descyclesdela PCR :

Suite a la préparation du Mix on met dans des tubes nuques 49 pl du Mix et 2 pl de
I’ADN soluble, le mélange ainsi obtenus est mis dans un thermocycleur qui est
programmé au préd able pour laréalisation 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 e de 40 secondes subdivisé en 30 seconde a une
température de 94°C ( dénaturation), 30 sec & une température de 65°C (hybridation) et
finalement pendant 40 sec a une température de 72°C ( élongation).

A lafin et pendant 10 minutes & une température de 72°C.

[1.5.3. Préparation du gel d'agarose du control de PCR:
A lasuite de notre PCR un gel d'agarose a1.5 % sera préparé comme suit :

Méanger tampon TBE 1 X et I’ agarose araison de 1.5 g d'agarose pour 100
mL de tampon.
Faire fondre I'agarose au four & micro-ondes en surveillant pour éviter les
projections ou au bain marie. Agiter de temps & autre pour homogénéiser le
méange. On laisse le quelque seconde et en lui ragoute 10 pl de BET
(bromure d'éthidium)
Préparer la cuve et en coule lentement le gel, on met le peigne a 1 mm du
fond et aenviron 1 cm del’ extrémité du support.
Laisser refroidir, enlever le peigne. Le gel sera prét ainsi pour le dépdt des

échantillons.

[1.5.4. LesproduitsdelaPCR:

Les produits obtenus de la PCR sont contrélés par une électrophorése horizontale
sur gel d’agarose (1.5 %) dga préparé. Cette migration d'une partie de notre produit de
PCR a pour bute de confirmé I|’amplification de notre ADN et d'exclure toute

contamination d’ ADN.

Figure 7: Profil d électrophoréese sur gel d'agarose des produits de PCR
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I1.5.5. Préparation du gel d'agarose pour la digestion:

Méanger tampon TBE 1 X et I’agarose araison de 3 g d'agarose pour 100
mL de tampon.

Faire fondre I'agarose au four & micro-ondes en surveillant pour éviter les
projections ou au bain marie. Agiter de temps & autre pour homogénéiser le
méange. On laisse le quelque seconde et en lui ragoute 10 pl de BET
(bromure d'éthidium)

Préparer la cuve et en coule lentement le gel, on met le peigne a 1 mm du
fond et aenviron 1 cm del’ extrémité du support.

Laisser refroidir, enlever le peigne. Le gel sera prét ainsi pour le dépdt des

échantillons.

|1.6. Digestion par |'enzyme derestriction Hinf | :

L’ enzyme derestriction Hinfl « Haemophilus influenzae » reconnait la séquence :

5 . .GANTC...3
3'...13[Nﬁ.ifi. 5

Un milieu de digestion de I’ enzyme Hinfl est préparé (voire annexe).

On prenant 30 pl du produit de PCR et on rgjoute 10 ul du milieu de digestion et on
I'incubés dans un bain marie & 37°C pendant une nuit, le lendemain et a fin de concentré
notre quantité dADN digéré par I'enzyme Hinfl on la met dans un speed-vac. Par la suite
on les dépose on lui rgjoutant du bleu, dans les puits et les soumis des un courant éectrique
et on augmentant progressivement le voltage.

Aprés environ deux heures et demi le gel et mis dans une chambre noire et visualisé sur
ultraviolet.

La présence d'une mutation C677T crée un site de coupure pour I'enzyme de
restriction Hinf | (figure 10), les fragments d ADN obtenu seront de 176 bases Siil y a
mutation soit des fragment de 198 bases en cas d’ absence de mutation, et par conséquent

on peut faire ladifférence entre des sujets porteurs ou homozygotes (figure 8).



Hinfl recognition sequence: GANTC

GITC—T
iy * axon 4 introm 4
R T 1
/i) -
/o1

J.I'
/ i

C-allele;: GAGCC — nocleavage
T-allele; GAGTC = Cleavage

Figure 8: Site de coupure de |’ enzyme de restriction Hinfl.

123 456 7 8 9101112131415 M

CC TT CC CT CT TT CC CC TT CC CC TT CT CT CC

Figure9: Profil d' éectrophorese sur gel d'agarose des fragments obtenus gpres digestion
par Hinfl (M: Marqueur de taille)



[11. Les paramétres statistiques::
Tous ces parametres ont été calcule par I’ Excel.
[11.1. 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 laformule suivante :

Xa= Sx

Na

|11.2. Ecart-type et variance:

Le calcule delavariance ainsi que I’ écart-type pour les taux d’ homocystéine a été réaliser

par laformule deux formules suivantes :

Lavariance:
Sa= S (x-xp)°
N1
L’ écart-type:
S=VS(x-xa)°
ng-1

[11.3. Calcul del’oddsratio:

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

I’ étude est présenté en colonne et |e caractére exposé/non exposé en ligne.

Malades Témoins
Exposée (E+) A b a+b
Non exposes (E-) C d c+d
atc b+d Total




Le calcul du oddsratio sefait par laformule 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 I'Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que

donnerait une enquéte de cohorte pour |a popul ation.

[11.4. Lesintervalles de confiance:

L'approche estimative de I'analyse statistique vise a quantifier I'effet &udié et le degré de
certitude de cette estimation gréce a un intervalle de confiance, qui identifie généralement
une fourchette de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a
95% de trouvé lavaleur réelle.

Lanotion d'unintervalle de confiance repose sur I'idée suivante : Si |laméme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultas ne seraient pas identiques, mais
seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu .I'intervalle de confiance estime
cette variation due al'échantillon (100).

Il aété calculé selon la méthode de Wool f (méhode des logits) pour la probabilité = 0.05 :
Intervalle de confiance Odds Ratio = (g)- (OF) * L96VA+I/B+I/CHID)Y2

(€) = 2.71828182845904

[11.5. P value:

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque a) .Si la valeur de p caculée a
posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée
statistiquement  significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour
I'homogénéité de la présentation des résultats.
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L'usage a retenu de maniére consensuelle I'ensemble des seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui
représentent des risgues rai sonnables pour prendre une décision.

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

quand il existe une relation logique entre ces variables.
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Resultats et discusston



|. Larépartition selon le sexe et |'age:

Notre étude inclus 71 patients hospitalisés et correspond aux criteres présentés dans le
chapitre matériels et méthodes. Les patients ont était subdivisés en tranches d'age de 10 ans
alant de 10 ans a 60 ans et plus, ainsi qu'une distribution selon le sexe a été établie. Les
sujets témoins supposes sains sont répartis selon I'age et le sexe de la méme fagon que
celles des malades.

|.1. Larépartition selon le sexe:
* La population témoin:
Notre population témoins comprend 118 sujets apparemment saints dans 58

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

Tableau | : Répartition du sexe dans la population témoin.

Sexe Effectifs
Hommes 58
Femmes 60

49%
51%

O Femmes @ Hommes

Figure 10: sexe ratio dela population témoin.
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* Lessujetsmalades:

Les sujets malades sont au nombre de 71 dans 9 hommes et 62 femmes

(Tableau 11, Figure 11).

Tableau Il : Répartition du sexe chez les sujets malades.

Sexe Effectifs
Hommes 9
femmes 62

12,68%
87,32%
O Hommes O Femmes

Figure11: Sexeratio 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 a

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

I'hdpita ce qui explique ce sexe ratio de 0.15. |1 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 éevé d'avoir un maladie thromboembolique veineuse (87, 88, 89).
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|.2. Larépartition selon |'age:

La population témoin et sujets malades sont regroupée en tranche d'age de 10 ans

jusgu'a 59 ans, puisun groupede 60 et au dela (Tableau I11).

Tableau | 11: Répartition en tranche d'age dans la population témoins et chez les sujets

malades.
Tranchesd'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 & noter que I'incidence de la maladie est particuliérement importante dans la
tranche d'age 20 429 ans avec un taux de malades de 30.44 % ce taux baisse au-dela de
60 ans.

D'aprés notre enquéte menée aupres des malades nous avons observé que la
majorité d'entre eux sont des femmes hospitalisées pour complications en cours de

grossesse ou apres accouchement (34).
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|I. Etude du taux d"homocystéine:

Le tableau ci-dessous comprend les moyennes et |'écart type de I'homocystéine

chez la popul ation témoins et chez les sujets malades (Tableau V).

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

tranche d’ age.

Tranched'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’ aprés la littérature le taux d'homocystéine est considéré normal Sil est compris
entre 5 pmol/l et 15 pmol/l, une hyperhomocystéinemie est déclarée au dela de 15
pmol/l, ele est  considérée mineur (15 — 20 pmol/l), modérée (26 — 50 pumol/l),
intermédiaire (50 — 1200 pmol/l), ou sévére (100 — 400 pmol/l) (4).

Nous n‘avons pas rapporté les résultats observés chez les malades de moins de 20
ans dans le tableau |V, du fait de I'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 umol/l et 22.18umol/l et le troisiéme a un taux normal de
14.5 pmol/I.

La moyenne du taux d’homocystéine dans la population témoin est normale alors
que dans la population malade une légére éévation du taux d’homocystéine a été
observée avec une moyenne de 16.02.

Larépartition par tranche d’ age montre une fluctuation du taux d’ homocystéine, car
au niveau de la population témoin une légére éévation dans la tranche d’ age supérieur

a 60 ans, ce taux éeveé de I’homocystéine chez ses sujets témoins peut étre expliquée
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probablement soit par le facteur age dont il a été montré dans certaines é&udes que
I"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 diabéte type 2 (90,
91, 92), HTA, dépression et autres. Ce groupe de témoins pouvant étre uniquement
indemnes de la ma adie thromboembolique veineuse étudiée (93).

Alors que chez les sujets malades | e taux d’homocysténe par tranche d’ age montre
une éévation remarquable dans presgue toute les tranche d’ age sauf au niveau de la
tranche d’ age comprise entre 50 et 59 ans ou ont a pas eu de sujets malades présentant

un taux d’homocystéine supérieur a15 pmol/l (tableau V).

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

supérieur a15 pmol/I.

Tranched'age Pour centage
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 séveres.

La fluctuation du taux d'homocystéine semble étre relié a I'interaction génes
facteurs alimentaires. Le contenu alimentaire en acide folique est un facteur important,
car les syjets qui incluent dans leurs alimentation les végétaux verts et céréales et qui
ne présentent pas de mal absorption intestinal augmente par conséquent leur gpport en
acide folique et donc regle leurs taux d’homocysténe (94, 95).

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

d homocystéine supérieur alanormale qui a éé rapporté sur le tableau VI.
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Un oddsratio avec un intervalle de confiance ont été calculés afin de déterminé un
lien possible entre I’ 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 résultaa ne mantient pas de corrdaion significaive entre
I'hyperhomocystéinemie et le risque thromboembolique veineux. D'autres facteurs
peuvent intervenir favorisant la survenu d'une telle pathol ogie.

Dans I'éude Ducros V et a, semble que I’hyperhomocysténemie n‘est pas un
majeur déterminant dans la maladie thromboembolique veineuse, ainsi que dans
I’étude de Den Heijer M et a en 2005, montre une modeste corrélation entre
I”homocystéine et la thrombose veineuse (96, 97).

De nombreux auteurs Saccordent sur I'aspect multifactoriel de la maladie (19, 23,
24).

Par contre, dans d’autres études |’ hyperhomocystéinemie est considérée comme
éant un facteur de risque a la maladie thromboembolique veineuse (4, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106).



[I1. Etude de la mutation C677T du genedelaMTHFR:

Notre analyse moléculaire a permis de mettre en évidence la mutation C677T du
gene delaMTHFR et lafréquence alléliques des différentes formes dans I'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
(dlalala) ont été rapportés dans la population témoins et chez les patients dans le

tableau V1 et VII.

* Lessujetstémains:

Les fréquences génotypes ainsi qu'aléliques chez la population témoin sont
apportés dans letableau V1 et VII.

Tableau VI: Fréquence génotypique de la mutation C677T du géne delaMTHFR
dans la population témoins.

Génotypes Effectifs Fréguences (%)
C/iC 52 47.27

CIT 50 45.45

TIT 8 1.27

Total 110 100

Tableau VII1: Lafréguence alldiques dans la population témoin.

L'alléle | Effectifs | Pourcentage
AlldeT 87 30 %
AlldeC 189 70 %
Total 276 100

La distribution mondide de la C677T est trés hétérogene. Elle correspond
géographiquement a 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 a
7 % en Finlande et en Russie, intermédiaire au centre de 8 210 % en France et 12 415
% en Espagne et au nord de I’ Italie et élevé au sud 20 & 26 % en Sicile. Un gradient

similaire a éé trouvé en Améique du Nord, ou la fréquence du génotype T/T
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augmente de I’ 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 tres différente
acelle retrouvé en Mexique et en Italie (107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115,

116, 117).

Tableau V111 : Lesfréguences génotypiques et alléiques dans différents pays et

groupes éthniques.

Pays Fréguence génotypique Fréguence alldique
TIT CIT c/C AlldeT AlldeC
Bretagne 12.1 47.2 40.7 35.7 64.3
London 13.7 39.1 47.2 332 66.8
Rotterdam 7.0 48.0 45.0 31.0 69.0
France 9.77 52.6 37.6 36.1 63.9
Nord del’Italie 210 470 32.0 44.5 555
Centredel’ltalie 30.2 453 245 52.8 47.2
Sud del’Italie 18.7 51.3 30.0 443 55.7
Y émen 22 304 67.4 174 82.6
Turquie 7.5 419 50.6 285 715
Saoudite Arabie 21 231 74.8 27.3 2.7
Mexique 322 49.6 18.2 57.0 43.0
Tunisie 54 24.9 69.7 17.8 82.2
Maroc 12.3 34.7 53.0 29.6 85.0
Algérie 1.27 4545 47.27 30.0 70.0
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* Lessujetsmalades:

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

dansletableau 1 X et X.

Tableau I X : Fréquence génotypique de lamutation C677T du géne delaMTHFR

chez les sujets mal ades.

Génotypes Effectifs Fréguences
(%)

C/IC 28 45.90

CIT 28 45.90

T/T 5 8.20
Total 61 100

Tableau X: Lafréguence all élique chez les sujets mal ades.

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

Une fréquence du génotype T/T est de 8.20 % et de 31.15 % de I'alléle T a été

trouveé chez les sujets malades.
Cette fréguence est trés variable selon les différents groupes ethniques (118).
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[11.1. Relation entrel’homozygote T/T et la maladie

thromboembolique veineuse :

On atrouvé que la fréquence du génotype T/T est de 8.20 % chez les malades et de
7.27 %, et que lafréquence allélique del’alléle 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 éé 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-a-dire qu'il n'y apas de
corrélation entre lamutation C677T et les maladies thromboemboliques veineuses.

Une méga analyse a été faite a fin de mettre en évidence une corrélation entre
I"homozygote T/T et les maladies thromboemboliques veineuses montre qu'il n'y apas

d association entre C677T et |es maladie thromboemboliques ve neuses (119).

[11.2. Relation entrel’ hétérozygote C/T et lamaladie

thromboembolique veineuse :

On atrouvé 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 caculé, a fin de montré une
corrélation possible entre I'hétérozygote C/T e 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 |’ hétérozygote C/T et les mal adies thromboemboliques vel neuses.

[11.3. Relation entrel’homozygote T/T et

I”hyper homocystéinemie:

OR =1.66 IC 95% [074-3.72] avec un P>0.05 et donc il n'y apas de corrélation
entre |” hyperhomocysté nemie et I’ homozygote T/T.

Alors qu’il a été montré dans plusieurs études que |’ hyperhomocystéinemie et
associer au variant thermolabile de la methyl eénetetrahydrofol ate reductase C677T (120,
121)
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Conclusion



De nombreux facteurs favorisant la survenue de la maladie
thromboembolique veineuse, dans notre étude cas-témoin on sait intéresse a
trouver un lien possible entre un facteur génétique qui la mutation C677T de
la MTHFR et la maladie tromboembolique veineuse ains qu’'un facteur
biologique qu’ un taux sérigue élevé d’ homocystéine et lamaladie.

Suite aux résultats obtenus nous n'‘avons pas observé d'association entre la
mutation C677T du gene de la MTHFR et la risqgue de maladie
thromboembolique veineuse.

Aucune relation entre le génotype homozygote T/T et le génotype
hétérozygote C/T et I'affection n'a pu étre montre.

Nos résultats suggere que cette mutation ne représente pas un facteur de
risque important pour la maladie thromboembolique veineux.

Bien gue I'hyperhomocystéinemie soit considérée comme un facteur de
risque dans beaucoup de la maladie cardiovasculaire, dans la thrombose
veineuse aucune interaction n'a pu étre mise en évidence. De plus aucune
corrélation entre le taux élevé d'homocystéine et la mutation C677T du gene
de la MTHFR n'est relevé dans notre population. Cependant il serait
intéressant d'explorer un possible intervention de ce polymorphisme
génétigue en pardléle avec dautres facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires en évaluant la possibilité de prévention et le rapport
colt/rendement

Dans la continuité de ce travail de recherche décrit dans ce mémaire, il
serait intéressant d'explorer ce polymorphisme génétique en paralléle avec
d'autres facteurs de risque génétiques (Leiden V, Prothrombine) ainsi que

biologiques (Protéine S, Protéine C...)
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Annexes



Exon 1.

1
61
121
181
241
301

gggt gt ggct
at ggt gaacg
agtggcagt g
cggcat gaga
t ccct ggaat

act cat gcaa

Exon 2:

1
61
121
181
241
301

acggat ggt a
at ggcagcag
t cagacaagg
gagaccatcc
cacaaagct a

gcact cccct

Exon 3:

1
61
121
181

t ct ggaggt t
t gaccagt gg
ccgaagt gag
t ggt ggcggg

Exon 4.

1
61
121
181
241

ccttgaacag
aggccacccc
t gcgggagcec
t gt gaaggca
ccaggt gagg

Exon 5:

1
61
121
181
241
301

gct ggccage
gctt gt gaag
caaagacaac
ggagcttctg
ggct accaca

gtggcccaga

Exon 6:

1

tccctctagce

Séquencedu genedela MTHFR:

gcct gcececce
aagccagagg
agagct ccaa
gact ccggga

tcttccctcce

ggttaaggtg

tttctcctgg
gt ggccccct
agacctcctc
tgcacat gac
agcagct ggg
acact ct ggg

gggt gagacc
gaagaggagg
tttggt gact
gat ggagct a

gt ggaggcca
gaagcaggga
gatttcatca

tgcaccgaca

ggcccaggag

agccgccaca
ct gt ccaagc
gat gct gcca
gccagt ggct
gaggt gct ga
gat ccccaga

caatcccttg

tgatgctccc
aaacagcagc
agatagttcg
gaagat gagg
t cgaact gct

ggaggcggga

aacctctctt
ctacat agac
catgatgatc
ctgct gcecgt
cct gaagaac

ttctggettt

cagt gact at
agggaggctt

acttt gacat

gggaggctga

gcctctcectg
gcttt gaggce
t cacgcagct
t gggcat cac

agcccat aag

gcccctcatg
t ggaggt gcc
tccgcaacta
tggtgccagg
agcgcct ggg
ggagggt cca

tctcaattct

t gccccaccc
ct caacccct
agatgttcca
cggcgattgg
gagggaget g
gt ggt ggt gc

cagaaacaaa
gt gacct ggc
gccagcaccg
cagcgcct gg
at cat ggcgc
cccggaggce

gacctccacc

caactacgca

ct gt gt ggca

act gt cat cc
t gacct gaag
tttctttgag
ttgccccatc

ctccctccac

tcttggacag
acaggagat c
t ggcat cgag
cctccacttc
gat gt ggact
agagcagccc

ctgtccccat

t gt gcagt ag
gct t ggaggg
ccccgggect
aat ct ggt ga

t caat ct cat

ctgggg

ccccctacag
acccagcagg
ccgt gaact a

aggagat cac

tgcggggagg

aaccct gcag

gtggacctgg
ggt gagt ggc

ctattggcag
cactt gaagg
gct gacacat
gt ccccggga
cccactctca

ggct accact
aaggacgt ga
ctggccgtga
tacaccctca
gaggacccca

Cc

cctcacccag

gaacccagcc
cagt gccagc
ggaccct gag
caagtggttc

ct caaggt aa

gtttgaccgg
tgaccct ggc
ctgtggcctg
gggccatctg
t gt ggagcca

acccaat agg
t gaagcacat

tggat cat cc

gttaccccaa
agaaggtgtc
tcttccgett
tctttcccat

ccgce

cccttcggcea
tt gagccaat
gcct gt gcca
accgcgagat

ggtgagggca

gcgtcceccta

77



61
121
181

ccctgggcetc

gcct ccagac

cgct ggt gag

Exon 7:

1
61
121
181
241

act gccctct
tcttccectg
cccaaggagg

gaagtctttg
gct ggaagt g

Exon 8:

1
61
121
181
241

cagggt gcca
t gccct ggaa
gggt gaaccg

cctccgaccc

agggaggcac

Exon 9:

1
61
121
181

gggcgtctgg
agtttttcac
tccgggttaa

gtaccaggcc

Exon 10:

1
61
121
181

actccagttg
t caccaat gc

agatcatcca

gggggcaagc

Exon 11.

1
61
121
181
241
301
361
421
481

ctctgt gt gt
ttgccctgtg
tcatccagta
t ggacaactg
agaat gcgag
ctcctgtcce
tgtctctccc
gcttccaggce
t agccaggag

tcagtgccca
caaagagtta

ggcct gcaga

gt caggagt g
cctttgggga
agct gct gaa
ttctttacct
gggaccct gg

aacct gat gg
cgat gagccc
ccagggcatc
cat cgt gggc
ggggt gcccce

cagggctggg
ttcccgcgag
ttaccacctt

cttcgttgaa

ttcttggecc
ccct gaactg
gcccaccgta

ttgccccgec

gt gt gcat gt
gat t gagcgg
cat ccacgac
cctctggcag
agaaacggag
gccttcctcece
accccggcct
tcttcctgga
tct gt gct ct

ccccaagcgce
cat ct accgt

ccttccttge

tgccct gacc
gct gaaggac
gat gt ggggg
ct cgggagaa
ttcatcccct

tcgccccagce
ctggcgget g
ctcaccatca
t ggggcccca

cctctcttga

gttggtgaca
acagcggaag
gt caat gt ga

ca

aggtcttacc
cagccgaat g
gt ggatcccg
cacct ggaaa

gtgcgt gt gt
t ggggaaagc
aactacttcc
gt ggt ggaag
gct ccat gac
t ccacagt gc
ccact ccccc
cct gagt cgg
tttggtgggg

cgagaggaag
acccaggagt

aaat acat ct

tctgggcacc
tact acct ct
gaggagct ga
ccaaaccgga

gcccct ggec

cagct caccg
agaccagcct
act cacagcc

gcgggggcta
ccggcacccg

ggcacctgtc
cacttctgca
aggt aggcca

cccaccccac
ctgtcacttg

tcagcttcat

accgt gggga

gcgggggt at
t gt at gagga
t ggt caacct
acacat t gga
cctgegtcct
tgcttctctt
acct gacaat
ccccacat gg

agcacttgcg

atgtacgtcc

gggacgagtt
ttgttcttgg

cct ct gccag
tctacct gaa
ccagt gaagc
at ggt cacaa
t

tctctcccag
gct gaaggag
caacat caac

tgtcttccag
tgg

tctcccacag
agt gct gaag
ggccccacgg

atcccctcag

gggcatcttc
gttct ggaag

gt gt gt gt ag
ggagt ccccg
ggt ggacaat
gcttctcaac
gacgccctge
gggaact cca
ggcagct aga
gaacct agt a

tcct gcagag

catcttctgg

ccct aacggce

gagcg

gggcaattcc
gagcaagt cc
aagtgtcttt
agt gagt gat

gt gacttgcc
gagct gct gc
gggaagccgt
aaggt gt ggt

gcctactt ag
aagt acgagc
ttcccacaga

ggt gaaaaca

cct gggcgag
gt aaaggagc

gacgaggcct
tcccgcacca
gacttcccac
aggcccaccc
gt t ggagcca
ctctccttcg
ct ggagt gag
ctctctgcetc

gac
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Le questionnaire: Fiche de renseignements sur les thromboses veineuses

|. Donnéesrelatives aux patients:
Numéro de dossier

Nom et prénom

Date de nai ssance ou age:

Origine:

Il. donnéessur lemodedevie

Tabagisme: oui/non
Grossesse en cours: oui/non
Post partum oui/non
Notion d'avortement: oui/non

Contraception/ oestroprogestatifs:  oui/non

Présence de pathol ogies associées:

§ Maadiesrénales:
§ Madadies cardiovasculaires;

Service:
Sexe:
Adresse/ Tel:

oui/non

oui/non

§ Maadies neurodégenératives. oui/non

Prise actuell e de thérapeutiques:

Antiepileptiques:
Antilipémiants:
Chimiothérapie:
Antidiabétiques oraux:
Traitement viatminique:

Autres (préciser):

oui/non
oui/non
oui/non
oui/non
oui/non

oui/non
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[11. Terrain pathologique:

A Antécédents personnels de la mal adi e thromboembolique vei neuse:

1. thrombose vei neuse inaugurale:
Date ou age du premier épisode:
Localisation de la thrombose ve neuse:
- Thrombose vei neuse des membres:
- Thrombose veineuse cérébrale:
- Embolie pulmonaire:
2. Thrombose vei neuse récidivante:

B. Antécédents thromboemboliques familiaux:

V. Bilan biologique:

V. Traitement de lathrombose veineuse:

oui/non
oui/non
oui/non

oui/non

oui/non

80



Séguence protéique du genedelaMTHFR:

MVNEARGNSSLNPCL EGSASSGSESSKDSSRCSTPG. DPERHER

L REKMRRRLESGDKWFSLEFFPPRTAEGAVNL I SRFDRVAAGGPLYI DVTVWHPAGDPG

SDKETSSMM ASTAVNYCGLETI LHMICCRQRLEEI TGHLHKAKQLGLKNI MAL RGDP

| GDQNWEEEEGG-NYAVDLVKHI RSEFGDYFDI CVAGYPKGHPEAGSFEADL KHLKEKV

SAGADFI | TQLFFEADTFFRFVKACTDMA TCPI VPG FPI QGYHSL RQLVKLSKLEV

PQEI KDVI EPI KDNDAAI RNYG ELAVSLCQELLASGLVPGLHFYTLNREMATTEVLK

RL GWAT EDPRRPL PWAL SAHPKRREEDVRPI FWASRPKSY! YRT QEVNDEFPNGRWGNS

SSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEELLKMAGEEL TSEASVFEVFVL YL SGEPNRNGHKY

TCLPVWADEPLAAETSLLKEELLRVNRQG LTI NSQPNI NGKPSSDPI VGAGPSGGYVF

QKAYLEFFTSRETAEAL LQVLKKYELRVNYHLVNVKGENI TNAPELQPNAVTWE FPG

REI | QPTVVDPVSFMFWKDEAFALW ERWGKL YEEESPSRTI | QY HDNYFLVNLVDN

DFPLDNCLWVVEDTLELLNRPTONARETEAP
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Lesprimers:

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

5-AGGACGGTGCGG TGAGAGTG-3
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Préparation du Bleu deBromophénol (BBP) :

BBP 20mg
Tris0.5M :2ml
Glycérol : 5ml
PH 7.5

QSP 10 ml H,O

Préparation du TBE 10 X :

Tris 1089

Acide borique 559

Ajuster le PH &48.3 avec I’ acide acétique glacial
EDTA 9.3g

QSP 1L H,0
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Préparation du milieu de digestion par I'enzymeHinf |

5 pl du tampon.
1 pl del’ enzyme de restriction Hinfl.
4l del’eau digtillé

0.2 pl de bovine sérum abumine



The study of the mutation of the methylenetetrahydr ofolate

reductase in the thromboembolic disease

Abstrat

The tromboembolic disease is a mgor cause of morbidity and death with an
incidence of 1 per 1000 every year, it's due to the obstruction of circulation
by clotsthat have bean formed localy 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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RESUME :

Les maladies thromboemboliques veineuses sont des causes importantes de
morbidité et de mortalité dont I'incidence est de 1 pour 1000 tout age confondu. Elle est
du a une oblitération plus ou moins compl &e d'une veine par un thrombus résultant d'une
coagulation intravasculaire locali sée.

Notre éude a é&¢é portait sur la détermination de la fréquence de la mutation C677T du
gene de laMTHFR dans une population cas-témoins a fin de déterminer un lien entre la
maladie thromboembolique veineuse et la mutation C677T. le pourcentage de
['homozygote T/T (val/val) est de 8.20 % dans la population témoin et de 7.27 % dans la
popul ation 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 I'hyperhomocystéinemie et la maladie thromboembolique veineuse. Le
résultat obtenu a montré que I'hyperhomocystéinemie ne représente pas a elle seule une

cause de survenu d'une telle pathol ogie.
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mutation C677T, Homocystéine.

L abor atoire derecherche:
Laboratoire de recherche de biologie et de génétique

moléculaire CHU de Constantine.

87



