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INTRODUCTION

Le tube neural représente le systéeme nerveux primitif de I’embryon, qui se développera
pour former le cerveau et la moelle épiniére. Les perturbations dans le processus de
neurulation en embryologie conduisent a des anomalies de fermeture du tube neural (AFTNS),
gui représentent une cause maeure de mortaité infantile parmi les malformations
congénitales. Les principales formes de ces anomalies sont I'encéphalocele et I'anencéphalie
qui résultent de la non fermeture du tube neural au niveau de I’extrémité cranienne, ainsi que
le spina bifida qui résulte de la non fermeture du tube neural au niveau de I’extrémité caudale
(Larsen, 2003).

En fait, le statut nutritionnel de la mére est un facteur déterminant du résultat de la
grossesse. Il influence I'environnement auquel l'embryon est exposé au cours de son
développement. Les études cliniques et observationnelles montrent que la prise d’acide
folique en période périconceptionnelle réduit considérablement, de 50% a 70% le risque des
AFTNs (Czeizel et Dudas, 1992; De Wals et a., 2007; Blencowe et a., 2010).
L’organisation mondiale de la santé (OMS) recommande I’administration d’une
supplémentation en folates débutant un mois avant la conception et se poursuivant jusgu’a
trois mois de grossesse. La supplémentation est adaptée au profil de la future mere : 0,4 mg/j
d’acide folique pour prévenir I’occurrence et 5mg/jour pour une femme a risque, présentant
des antécédents de grossesse avec AFTN ou faisant I’objet d’un traitement « anti-folique » de

type antiépileptique ou anti inflammatoire (De-regil et a., 2010).

L’acide foligue est un métabolite qui présente une importance majeure pendant
I’embryogénése (Guéant et al., 2013). Son mécanisme d’action semble étre double: d’une
part, comme cofacteur de la biosynthése de I’ADN et de I’ARN et d’autre part, comme
donneur de radicaux méthyles dans le cycle de la méthylation qui convertit I’homocystéine
(Hcy) en méthionine (Met). Cette derniére, est utilisée aussi bien pour la synthese des
protéines, que pour la S-adénosyl-L-méthionine (SAM), donneur universel des groupements
méthyles régulant ainsi I’expression des genes (Lynn et Jesse, 1999 ; Wagner, 2010 ; Faulk et
Dolinoy, 2011). L’importance des folates dans ces processus métaboliques peut dga laisser
prévoir gu’une déficience en ce métabolite ne pourrait étre que néfaste, et une atération
métabolique de ces deux voies pourrait affecter le processus de neurulation (Greene et a.,
2011 ; Chang et al., 2011 ; Christensen et al., 2013).
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La déficience en folates peut résulter d’un apport nutritionnel maternel inadéquat, ou
d’une augmentation des besoins, liée a des atérations et des prédispositions génétiques,
d’absorption, de transport et du métabolisme des folates (Ueland et Vollset, 2004).

Les femmes de notre population, malheureusement, ont peu de connaissances sur cet
élément nutritionnel. Peu de femmes savent que I’acide folique aide a prévenir ces anomalies
et qu’elles doivent commencer leur supplémentation avant la grossesse. De plus, les femmes
avec un bas niveau socio-économique en particulier éducatif, ont moins de chance d’avoir
entendu parler d’acide folique. 1l a été rapporté, qu’un taux de 69 % des femmes Algériennes
de la population générale ont un apport alimentaire moyen en folates inférieur aux valeurs
nutritionnelles de références (Dietary Reference Vaues DRVs) (Houcher et al., 2003).

Par ailleurs, des taux anormalement élevés de I’homocystéine ont été observés chez les
meres d’enfants atteints d’AFTNSs. Cette hyperhomocystéinémie (HHcy) pourrait exercer un
effet haussier sur le processus de neurulation due a sa cyto-toxicité (Ueland et Vollset, 2004).
Elle est considérée comme un facteur de risque majeur (Felkner et al., 2009 ; Godbole et al.,
2011 ; Gu et al., 2012). L’intervention des folates dans le métabolisme de I’Hcy peut étre un
élément qui explique, en partie, leur effet préventif (Nancy et Green, 2002).

L ensemble des données, a savoir |’effet protecteur de I’acide folique, I'implication de
I'Hcy dans les malformations du tube neura et I’interdépendance des métabolismes des
folates et de I’homocystéine laissent supposer que les génes régulant ces voies métaboliques
peuvent étre la cause de la survenue de ces malformations. En effet, un intérét grandissant a
porté sur les polymorphismes de ces genes, cependant, les résultats sont souvent conflictuels

et la question sur I’étiologie exacte de ces malformations est encore non résolue.

Ce sujet demeure peu étudié et mal compris en Afrique du nord tel le cas de I’Algérie.
Plusieurs polymorphismes en relation avec le risque de survenue des AFTNSs sont pour la
premiére fois étudiés dans e cadre du présent travail.
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Objectifsdelarecherche
A travers cetravail, nous nous sommes intéressés a:

L *évaluation du statut folique chez lesfemmes a risque (ayant des enfants atteints),
elle consiste a mesurer les concentrations sérique et érythrocytaire des folates et plasmatique

de I’homocystéine.

L’étude de certains polymorphismes agissant sur les métabolismes des folates et

delI’homocystéine a savoir :
Le polymorphisme G80A du géne Reduced Folate Carrier (RFC).

Le polymorphisme C677T du gene de la 5-10 méthyléne tétrahydrofolate réductase
(MTHFR).

Le polymorphisme A1298C du gene de laMTHFR.

Le polymorphisme A2756G du gene de la 5-méthyl tétrahydrofolate-homocystéine
méthyl transferase ou méthionine synthase (MTR).

Le polymorphisme A66G du géne de la 5-méthyl tétrahydrofolate-homocystéine
méthyl transferase réductase ou méthionine synthase réductase (MTRR).

Le polymorphisme 844ins68 du géne de la cystathionine p synthase (CBS).
Le but étant de:

§ Rechercher ces polymorphismes dans une cohorte d’enfants atteints ’AFTNS et de
meres d’enfants atteints appariés a un groupe de témoins.

§ Evaluer lesimpacts de ces polymorphismes sur la survenue de ces malformations.

§ Edtimer les effets de ces polymorphismes sur les taux des métabolites, folates et

homocystéine.
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|  ANOMALIESDE FERMETURE DU TUBE NEURAL (AFTNS)

|.1. NOTION DE NEURULATION

Laneurulation est le processus de formation du tube neural au cours de I’embryogénése.
Apres la fécondation, a la fin de la deuxiéme semaine, I’embryon est un disque didermique
formé de cellules épiblastiques et hypoblastiques (Ghanassia, 1999). La neurulation débute au
19°™ jour lorsque la partie médiane de I’épiblaste s'épaissit et formera la plague neurale.
Cette derniére est large a I’extrémité craniale (céphalique) et, est a I’origine du cerveau et
étroite a |’ extrémité caudale donnant par la suite, lamoelle épiniére. Au 20°jour, les bordures
latérales de la plague s’élévent pour délimiter la gouttiere neurale (Langman et Salder, 2007).
Les bords de la gouttiere se rapprochent et la fermeture se fait en plusieurs sites d’'une
maniere discontinue (Greene et Copp, 2014). La fusion initiale se produit dans la région
cervicale, alami-longueur de I’embryon et progresse simultanément, en direction caudale et
craniale formant ains le tube neural, les extrémités ouvertes du tube neural sont appelées
neuropores. Le neuropore cranial se ferme au 25° jour alors que le neuropore caudal compléte
lafermeture au 28° jour (Langman et Salder, 2007 ; Greene et Copp, 2014) (Figure 01).
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Figure 01 : Formation du tube neural (Modifié d’aprés Marieb et Hoehn, 2013).
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|.2. FORMESDESAFTNS

Le terme « anomalies de fermeture du tube neura » S’appliqgue a une variété de
malformations qui découlent d’un défaut de fermeture du tube neural lors de la 4™ semaine
de I’embryogénése. L’accident peut survenir atout niveau de la plague neurale, de I’extrémité
céphalique a I’extrémité caudale et sur une étendue variable, il en résulte des anomalies du
tissu nerveux correspondant (cérébral ou médullaire), des méninges, des structures osseuses
(vertébres ou créne) et des téguments. Elles entrainent ainsi un spectre de pathologies diverses
a expression clinique variable |étale, sévére ou insignifiante (Lorenzo et al., 1999 ; Cabaret,
2004) (Figure 02).

L’absence totale de fermeture du tube neural cause le Craniorachisis qui s’observe

uniquement dans les embryons ayant fait I’objet d’un avortement spontané (Larsen, 2003).

Le défaut de fermeture du tube neural a I’extrémité céphalique cause plusieurs formes

de malformations, dont les plus fréquentes sont :

L ’anencéphalie: I’anomalie est dite ouverte, car il s’agit de I’absence de fermeture du
neuropore antérieur et le tissu nerveux est désorganisé et exposé a la base du créne. C'est une
forme tres sévere des AFTNS puisque tous | es enfants atteints meurent ala naissance. (Larsen,
2003 ; Greene et Copp, 2014).

L ’encéphalocéle : anomalie ayant un impact grave, €lle est caractérisée par une hernie
de méninges et/ou du tissu cérébral a travers une ouverture localisée de la volte cranienne
(Haddad, 2001).

Concernant le défaut de fermeture du tube neural a I’extrémité caudale, il cause

fréguement :

Le spina bifida cystica: les méninges et/ou moelle épiniére sont exposées a travers
I”ouverture des arcs vertébraux provoquant des problémes majeures ( Haddad, 2001).

Le spina bifida occulta: est une forme mineure des anomalies du tube neura
puisqu’elle est « fermée» (recouverte de peau) et il n’y a pas d’hernie des tissus nerveux
(Cabaret, 2004).
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L’encéphalocele et le spina bifida cystica sont les anomalies les plus fréguentes
entrainant souvent des handicaps graves. S’ils ne sont pas traités, les enfants atteints peuvent
mourir dans les 6 premiers mois d’'une méningite ou d’hydrocéphalie. Cependant, les
avanceées chirurgicales et la prise en charge attentive ont réduits le risque (Haddad, 2001 ;
Greene et Copp, 2014). Maheureusement, dans la plupart des populations africaines, ces

traitements et le suivi ne sont pas assurés.
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Figure 02 : Différentesformes d’anomalies de fer meture du tube neural (M odifié d’aprés
Botto et al., 1999).

|.3. PREVALENCE DESAFTNS

Une revue systématique de la prévalence des AFTNs a travers le monde, réalisée
récemment par Zaganjor et al. (2016) a montré que les moyennes de prévalence éaient de
11,7 pour 10 000 naissances en Afrique, de 21,9 pour 10 000 naissances en Méditerranée
orientale, de 9,0 pour 10 000 naissances en Europe, de 11,5 pour 10 000 naissances en
Amérique, de 15,8 pour 10 000 naissances en Sud-Est d’Asie et de 6,9 pour 10 000 naissances

dans le Pacifique occidental.

Les résultats sur les taux d’AFTNs publiés dans les pays du monde arabe (Afrique du
Nord et Moyen-Orient) oscillent entre (0,62 et 13,8 par 1000 naissances) (Hamamy, 2014).
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En Algérie, dans la région de sétif, une fréguence de 7,5 par 1000 naissances a été

rapportée par Houcher et al. (2008).
|.4.ETIOLOGIE DESAFTNS

[.4.1. ORIGINE MULTIFACTORIELLE DES AFTNS

La pathogénese des AFTNSs reste mal comprise, un complexe impliquant des facteurs
environnementaux, nutritionnels et génétiques, semble contribuer a leur forte incidence et
explique la variation de leur fréguence a travers le monde (Greene et Copp, 2014). Nous

citerons gquel ques exemples :

@ Les facteurs environnementaux représentés essentiellement par de nombreux produits
tératogenes tel que, les antagonistes des folates, certains antidépresseurs et anti-
épileptiques qui sont aussi, des anti-foliques influencant I'absorption de I'acide folique
(Pilon, 2010).

@ Les carences nutritionnelles telles que les carences en folates, en vitamines B12, B6,
en zinc et en inositol. Ces vitamines jouent un role important dans la multiplication
cellulaire, la migration et laréparation tissulaire. elles sont donc fortement impliquées
dans I'organogenéese et le dével oppement fodal (Favier et Hininger-Favier, 2005).

@ L'obésité maternelle et le diabete préexistant a la grossesse sont aussi associés a la
survenue des AFTNS, ils causes des déficiences nutritionnelles, particuliérement un
niveau des folates réduits (Stothard et a., 2009 ; Y azdy et al., 2010).

@ Le bas niveau socio-économique, le non suivi des grossesses et la consommation
maternelle de fenugrec en période gestationnelle sont aussi, des facteurs prédictifs de
développement d'anomalies du tube neural (Radouani et a., 2015).

@ Les facteurs génétiques qui contribuent a I’étiologie de ces maformations sont
représentés essentiellement par deux types de genes, ceux intervenant dans le
développement du tube neural (Allache et a., 2015) et ceux impliqués dans les
processus meétaboliques, essentiellement les métabolismes des folates et de

I”’homocystéine.
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[.4.2. IMPLICATION DESFOLATES

Depuis la suggestion d’Hibbard et Smithells (1965) d'un lien existant entre |'insuffisance
de I'apport maternel en acide folique et les défauts du tube neural, le métabolisme des folates
a attiré |'attention des chercheurs et a représenté une proportion substantielle de I’étiologie de

ces anomalies.

Les études ont montré que la prise d’acide folique en période périconceptionnelle (4
semaines avant la conception et au moins 8 semaines aprés) réduit de maniére significative
I’occurrence et aussi la récurrence des AFTNs (Medical research council (MRC), 1991,
Bestwick et al., 2014). De ce fait, une supplémentation obligatoire en acide folique est
systématisée dans plusieurs pays (De-regil et al., 2010).

Les différentes autorités en santé publique n’étaient pas convaincues que, les campagnes
d’éducation permettraient a elles seules, d’atteindre les objectifs en matiere de
supplémentation. Aingi, la fortification en acide folique de certains produits céréaliers, tels la
farine, la semoule de mais et les pétes alimentaires, est devenue obligatoire depuis 1999. Les
pays arabes qui ont mis en ceuvre |'enrichissement en acide folique du blé sont le Bahrein,
I'Egypte, la Jordanie, le Koweit, le Maroc, Oman, la Palestine, le Qatar, le Soudan, les
Emirats arabes unis ainsi que le Yémen (Abdollahi et al., 2011 ; Castillo-Lancellotti et al.,
2013 ; Hamamy, 2014). Quant a |'Algérie, ce programme n'est, cependant, pas encore

d'application, acejour.

Cette stratégie a été associée a une réduction significative du taux des défauts du tube
neural dans les pays arabes (Amarin et Obeidat, 2010 ; Abdollahi et a., 2011) et dans le
monde entier (Castillo-Lancellotti et al., 2013 ; Arth et a., 2016 ; Santos et al., 2016) .

La question posée, est de savoir s |'acide folique agit pour prévenir une déficience
alimentaire ou encore corriger une perturbation métabolique. En effet, certaines études ont
montré que les meres des enfants atteints possedent des concentrations des folates sanguins
ayant tendance a étre plus faibles par rapport a celles des méres ayant des grossesses non
affectées mais qui, néanmoins, restent dans les normes physiologiques (Steegers-Theunissen
et al., 1994 ; Wald et a., 1996). De ce fait, plusieurs recherches ont été menées sur les
polymorphismes de génes codant |es protéines impliquées dans son métabolisme. En effet, il a

€té trouvé que quelques uns causent des perturbations et représentent un facteur de risgque

10
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pour ces malformations. Néanmoins, ils peuvent étre corrigés par une dose suffisante d'acide
folique (Yamadaet al., 2001 ; Crider et a., 2014).

De ce qui précede nous constatons que I’acide folique est clairement associé a la
survenue de ces malformations. Son métabolisme est incriminé, directement ou indirectement,

dans la susceptibilité adévelopper les AFTNS,
1.4.3. IMPLICATION DE L ’HOMOCYSTEINE

Du fait de P’implication des folates dans I’étiologie des AFTNs et comme le
métabolisme de cette vitamine et celui de I’homocystéine sont interdépendants, les recherches
se sont focalisées, également, sur I’homocystéine et la possibilité de variations génétiques des
enzymes de son métabolisme dans le développement de ces anomalies. En effet, la
perturbation du métabolisme de I’homocystéine génére un approvisionnement inadéquat des

métabolites essentiels et des niveaux excessifs de produits toxiques (Mills et Conley, 1996).

Les tests du fonctionnement du métabolisme de I’Hcy chez les méres ayant des fodus
atteints ont montré I’existence des défauts dans ses voies métaboliques. Initialement, en 1991,
Steegers-Theunissen et ses collaborateurs ont examiné la transulfuration de I'hnomocystéine
chez les femmes qui avaient une grossesse affectée par une AFTN et chez un groupe témoin.
Une éévation du taux d’homocystéine a été observée chez les femmes ayant des foetus

affectés, concluant ainsi qu’il s’agit d’un défaut dans cette voie.

Par la suite, Mills et Conley (1996), ont utilisé des échantillons de sang prélevés
pendant la grossesse chez des femmes portant des fogus atteints, et chez des sujets contréles
ayant tous des taux de vitamine B12 abaissé. Les meres a risque ont montré des niveaux
d’homocystéine significativement plus élevés que les méres controles. IIs suggerent de ce fait

une perturbation de la voie de reméthylation.

Jusgu’a lors ces perturbations sont sujettes a de nombreuses études (Zhang et al., 2009;
Cech et Burau, 2010; Gu et al., 2012 ; Aydin et a., 2016) .

11
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I METABOLISMESDESFOLATESET DE L’HOMOCYSTEINE
[1.1. METABOLISME DESFOLATES

[1.1.1.DEFINITION ET STRUCTURE DE L ’ACIDE FOLIQUE

L acide folique tire son nom du mot latin folium qui signifie feuille. Il aété ainsi nommé
par Mitchell et ses collaborateurs, en 1941, en raison de son abondance dans les feuilles
d’épinards (Mitchell et al., 1941). L’homme ne peut pas synthétiser I’acide folique et dépend
donc des sources alimentaires de cette vitamine. Les aliments (Iégumes vertsfrais, foie, levure
et quelques fruits) contiennent du folate en quantité importante. Cependant, des sources
moderées de la vitamine tel que le pain, la pomme de terre et les produits laitiers qui sont

consommeés en grande quantité fournissent un bon apport en folates (Lucock et al., 2000).

L’acide folique est formé par I’association d’un noyau ptéridine, d’un acide para-amino-
benzoique (Para-amino-benzoique acid PABA) et d’'un acide glutamique, il est nommé, aingi,
acide ptéroylglutamate (PteGlu). Le terme de folates regroupe les différents complexes de la
vitamine qui présentent différents degrés de réduction du noyau ptéridine, un nombre variable
de résidus d’acide glutamique et associant différentes unités monocarbonées en positions N5
ou N10 ou les deux. L’acide folique représente la forme la plus simple (Scott, 1999) (Figure
03).

Les folates alimentaires existent essentiellement sous forme de formyl tetrahydrofolate
(10-formyl H4PteGlu, ou 10-F-THF) et de 5-méthyl tetrahydrofolate (5-méthyl HsPteGlu, ou
5-MTHF). Ce dernier est facilement oxydé en 5-méthyl-5,6-dihydrofolate (5-méthyl5,6-
H,PteGlu,) (Donaldson et Keresztesy, 1962 ; Ratanasthien et al., 1977 ; Stokstad et Koch,
1967 ; Brody et Shane, 2001) (Figure 03).

12
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Figure 03 : Structure chimique du tétrahydrofolate et ses dérivés (Shane, 2010).

I1.1.2. ABSORPTION ET TRANSPORT DESFOLATES

Les formes alimentaires des folates sont complexes, polyglutamates, et doivent étre
hydrolysés en monoglutamates pour étre absorbés et transportés. L’enzyme folylpoly-y-
glutamate carboxypeptidase (FGCP) qui est ancré a la bordure en brosse apicale de I’intestin
(codé par le géne glutamate carboxypeptidase Il (GCPII)) est responsable de cette hydrolyse
(Chandler et al., 1991). Les folates monoglutamates sont ensuite absorbés, a un pH acide,
dans le duodénum et |a partie supérieure du j§unum par le transporteur proton-coupled folate
(PCFT-1) (Qiu et a., 2006).

Un récepteur nomme Intestinal folate Carrier (IFC-1) se trouve également sur la bordure
en brosse des cellules intestinales, mais son activité est & pH neutre ce qui empéche son
fonctionnement (Nguyen et a., 1997). Cependant, il a été trouvé qu’il assure le transport en
cas de la perte de fonction du géne PCFT-1 (Zhao et al., 2007). Le gene du récepteur IFC-1
est aussi exprimé dans les tissus périphériques, et a é&é nommé Reduced Folate Carrier (RFC-
1) (Wong et a., 1995; Zhao et al., 2009) (Figure 04) .

Aprés absorption dans les entérocytes, les monoglutamates intracellulaires sont réduits
en H PteGlu; (THF) ensuite méthylés et convertis en SMTHF. Ils sont transportés par la suite
a travers la membrane basolatérale des entérocytes. Pour de fortes doses, les folates arrivent

dans le sang sans modification (Shane, 2010).

13
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Les récepteurs RFC-1 et PCFT-1 ne sont pas exprimés sur la membrane basolatérale, le
transport est médié par un transporteur de la famille des «multidrug-resi stance-associated
protein 3» MRP3. (Rost et al., 2002) (Figure 04).
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Figure 04: Absor ption desfolates alimentaires (Preynat, 2009).

Les folates entrent dans la circulation sanguine sous forme SMTHF. La majeure partie
est absorbée par le foie, transformée en polyglutamates pour étre retenue et joue, ainsi, un role
central dans I'homéostasie des folates. Une autre partie est libérée dans la bile ou elle va étre
réabsorbée par I'intestin gréle et recyclée dans la voie entérohépatique. (Masuda et al., 1997;
Zhao et a., 2009) (Figure 04).

Les folates sont également incorporés dans les érythrocytes, au stade d’érythroblastes
(Figure 04). Les formes des folates trouvées dans les érythrocytes sont essentiellement le F-
THF et le 5-MTHF, sous forme de folylpolyglutamates avec principalement des penta- et des
hexaglutamates (Lucock et al., 1989 ; Quinlivan et al., 2005). Ces folates érythrocytaires
n’ont pas de réle métabolique connu mais forment le réservoir en folates de notre organisme.
Letaux de folate érythrocytaire est le moyen le plus fiable pour mesurer le statut en folates de
I’organisme, puisgu’il n’est pas affecté par I’apport alimentaire récent (Herbert, 1990 ;
Gibson, 2005).

14
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Dans le plasma, 40 % des folates circulant sont liés par une faible affinité al’albumine,
le reste étant lié a la transferrine et a I’a2-macroglobuline. Le taux de folate plasmatique a
jeun représente égaement le statut de I’organisme, cependant, il peut étre influencé par
I'apport alimentaire récent. Ces folates sont transportés vers les tissus périphériques pour y
jouer leur réle (Lucock et al., 2000).

La forme plasmatique circulante, 5-M THF monoglutamate, est reprise ala surface de la
cellule utilisatrice par deux mécanismes d'absorption (Fan et al., 1992), soit par le récepteur
RFC-1, qui facilite I'échange d'anions, ou par un processus de potocytose médi€ par I'un des
récepteurs des folates membranaires ( folate receptors FRa, FRB et FRg). En effet, dans ce
dernier mécanisme, les folates sont regroupés dans une caveole qui est I’invagination de la
membrane plasmique. Une acidification rapide de la teneur de la cavéole provoque la
dissociation des folates du récepteur et, sa libération dans le cytosol (Kamen et Smith, 2004).
Les voies d'absorption des folates monoglutamates réduits, peuvent étre distinctes dans
différentes cellules selon I'efficacité spécifique des mécanismes, les deux systémes (FR et
RFC) peuvent, ne pas étre opérationnels dans tous les types de cellules (Corona et al., 1998)
(Figure05) .

Notons que le récepteur PCFT-1 est souvent coexprimé avec le récepteur RFC-1, mais
safonction est faible dans les cellules périphériques. Il a été suppose qu’il joue un réle dans le
cas ou les échanges Na+/H+ génerent un microenvironnement acide. |l peut également avoir
un réle dans le transport FR dépendant. (Zhao et al., 2009) (Figur e 05).
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Figure 05: Transport cellulaire desfolates (Zhao et al., 2009).
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I1.1.3.CYCLE DESFOLATES

Une fois entré dans la cellule, le 5--MTHF fonctionne comme donneur de groupement
méthyle pour I’homocystéine qui génére la méthionine. Cette réaction de reméthylation est
une voie tres importante et critique pour le métabolisme des folates car elle permet son
recyclage en formant le THF monoglutamate. Ce dernier qui sera directement reconverti en
THF polyglutamate par |’enzyme folylpolyglutamate synthase (FPGS) (Stokstad, 1990). Cette
polyglutamation permet la rétention des folates a I’intérieur de la cellule. Aussi les
polygutamates sont de meilleurs substrats pour les enzymes folates dépendantes comparés aux
monoglutamates (Lucock et al., 2000). Les formes monoglutamates non métabolisées seront
perdues de la cellule (Shane, 2010) (Figur e 06).

Les THF polyglutamates seront donc, recyclés et associent des groupements méthyle,
formyl, méthyléne ou méthenyl en positions N5 ou/et N10. Ces dérivés entrent comme
cofacteurs dans de multiples réactions enzymatiques, en effet, ils sont impliqués dans les
transferts des groupements mono-carbonés (Zhao et a., 2009).

Le THF polyglutamate peut étre directement converti en 5,10-méthyléneTHF par
I'action de la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT) qui utilise la sérine comme donneur

d’un groupement mono-carboné (Garrow et al., 1993) (Figure 06) .

La conversion du THF en 5,10-méthyléne THF, via le 10-formyl THF et le 5,10-
méthényl THF, est catadysée par l'enzyme trifonctionnelle méthylene tétrahydrofolate
déshydrogénase (MTHFD) qui possede les activités formyl tétrahydrofolate synthétase,
méthényl tétrahydrofolate cyclohydrolase et méthylene tétrahydrofolate déshydrogénase
(Field et al., 2006) (Figure 06).

Les dérivés foliques générés des deux réactions précédentes jouent un réle important

dans la synthese des bases pyrimidiques et puriques et aussi dans le processus de méthylation.

Le 10-formyl THF peut donner des groupements monocarbonés pour la biosynthése des
purines (ADN) (Zhao et a., 2009). Le 5,10-méthylene THF est utilisé pour la méthylation du
dUMP (désoxy-uridylate-mono-phosphate) en dTMP (désoxy-thymidylate-mono-phosphate)
via la thymidylate synthase (TS), et participe donc a la synthése des pyrimidines (ADN).

Cette derniere réaction produit du dihydrofolate (DHF), qui nécessite une réduction ultérieure
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vers le THF par l'action de I’enzyme dihydrofolate réductase (DHFR) (Wagner, 2010)
(Figure 06).

En plus d'étre un co-substrat pour la synthése du dTMP, le 5,10-méthyléne THF peut
aussi étre réduit en 5-méthyl THF par une réaction irréversible assurée par I'enzyme
méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) avec la flavine adénine dinucléotide (FAD)
comme cofacteur. C’est une enzyme clé du métabolisme des folates qui régule le cycle des
folates et va orienter le 5-méthylTHF a nouveau vers la reméthylation de I’homocystéine
(Wagner, 2010) (Figur e 06).
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Zonebleu : Absorption desfolates
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Zonerose : Reméthylation de I’Hcy et trans-méthylation de la méthionine
Zone blanche: Trans-sulfuration de I’Hcy
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[1.2. METABOLISME DE L’HOMOCYSTEINE

L'homocystéine estun acide aminé soufré intermédiaire du métabolisme de la

méthionine, il est al’intersection d’importantes voies métaboliques :

La trans-méthylation, qui permet la formation de I’homocystéine a partir de
laméthionine

Lareméthylation, qui permet lareformation de la méthionine

Latranssulfuration qui permet laformationdela cystéine et le catabolisme de

I’homocystéine (Figur e 06).
[1.2.1. TRANS-METHYLATION DE LA METHIONINE

La méthionine est un acide aminé essentiel qui permet la synthése de I’homocystéine
par une série de réactions. En effet, la méthionine permet la biosynthése de la S-adénosyl
méthionine (SAM), réaction assurée par I’enzyme méthionine adénosyl transferase (MAT)
(Ryan et Weir, 2001) (Figure 07). La SAM, ainsi produite, est le principal donneur de
groupements méthyles via une centaine de méthyltransférases, comme la guanidino acétate
méthyl transférase (GAMT), la glycine N-méthyl transférase (GNMT) et la phosphatidyl
éthanolamine méthyl transférase (PEMT). La S-adénosyl homocystéine (SAH) qui résulte de
ces transferts de méthyls est un inhibiteur compétitif de nombreuses méthyl transférases
(Ryan et Weir, 2001). La S-adénosyl homocystéine hydrolase (SAHH) catalyse, par |a suite,
laréaction de conversion de la SAH en homocystéine et en adénosine. C’est la seule réaction
réversible parmi toutes les réactions chimiques impliquées dans le métabolisme de
I’homocystéine. Elle est en plus en faveur de la synthese de la SAH plutdt que de la synthése
de I’homocystéine (Schalinske et Smazal, 2012) (Figure 07).

Cette série de réactions est appelée la trans-méthylation. Elle se déroule dans toutes les
cellules de I’organisme. Elle permet |e passage de la méthionine a I’homocystéine en donnant
un groupe méthyle, ce qui permet notamment la méthylation de I’ADN, de I’ARN et des
protéines, et ainsi, larégulation de I’expression des génes (Schalinske et Smazal, 2012).

L'homocystéine et |'adénosine doivent étre métabolisées ou transportées hors de la
cellule pour empécher I'accumulation de I’Adénosyl homocysteine (AdoHcy) (Schalinske et
Smazal, 2012).
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L’Hcy est métabolisée selon deux voies : voie de la reméthylation et voie de la

transsul furation.
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Figure 07 : Trans-méthylation de la méthionine (modifié d’apres Gillery, 1999).
[1.2.2.REMETHYLATION DE L "HOMOCYSTEINE

La voie de reméthylation dépend des apports en folates et de la vitamine B12 (Li et al.,
1996) (Figure 07).

Elle est assurée par I’enzyme ubiquitaire MTR qui permet la reformation de la
méthionine a partir de I’homocystéine en récupérant un groupe méthyle a partir du 5-MTHF.
En effet, laMTR requiert la cobalamine (Cbl) comme cofacteur, et le complexe résultant Chl
() MTR lie le groupe méthyle du 5-MTHF pour former le methylcbl(I11) MTR. Lors du
transfert du groupement méthyle a I’homocystéine, le Cbl(I) MTR est reformé et peut
accepter un autre groupement méthyle a partir du 5-MTHF. Le cob(l)aamin peut également
étre oxydé en cob(Il)alamin, ce qui conduit a la formation d’un complexe MTR Chl (I1)
inactif (Li et al., 1996). L’enzyme MTRR réactive le complexe Cbl(ll) MTR par une
méthylation réductrice, en utilisant la SAM comme donneur de groupement méthyle (Leclerc
et a., 1999) (Figure 08).
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Figure 08 : Reméthylation de I’homocystéine en méthionine (Leclerc et al., 1999).

Il importe de savoir qu’il existe une deuxieme réaction de reméthylation de faible
activité qui utilise la bétaine comme donneur de méthyle et sous I’action d’une enzyme la
bétaine-homocystéine méthyle transférase (BHMT) (Wilcken et a., 1983) . Cette réaction n’a
lieu que danslefoie et lerein (McKeever et al., 1991) (Figure Q7).

I1.2.3. TRANS-SULFURATION DE L ’HOMOCYSTEINE

Lorsqu’il y a un exces en méthionine ou lorsqu’il existe un besoin accru en cystéine, la
voie de « trans-sulfuration » est privilégiée. Cette derniére, est la seule voie de catabolisme de
I”’homocystéine chez les mammiferes. Elle permet la formation de I’acide aminé cystéine. La
cystathione  synthase ou CBS condense |e groupement thiol de I’Hcy avec I’hydroxyle d’une
sérine pour former la L-cystathionine. Ensuite la L-cystathionine est clivée et désaminée en
cystéine et en a-cétobutyrate par la Cystéine-y-lyase (CGL). Ces deux réactions irréversibles
nécessitent la présence d’un cofacteur, le pyridoxal 5 phosphate ou la vitamine B6. La
cystéine issue de la trans-sulfuration peut ensuite servir a la synthése du glutathion, un
anti-oxydant essentiel dans la désintoxication de nombreux xénobiotiques. L’excés de
cystéine est ensuite oxydé en taurine et en sulfates inorganiques (Quere et al., 1999) (Figure
09).

Latrans-sulfuration n’a lieu que dans certainsorganes: foie, rein intestin gréle et
pancréas et aussi pendant I'embryogenese précoce dans les systemes nerveux et cardiague
(Quereet a., 1999).
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Figure 09 : Trans-sulfuration del’homocystéine (Modifié d’aprés Dor szewska et al.,

2015).

I1.2.4.REGULATION DU METABOLISME DE L "HOMOCYSTEINE

Ces différentes voies du métabolisme de I’homocystéine sont finement régulées par un

mécanisme faisant intervenir la SAM. Cette derniére, est un inhibiteur allostérique de la

MTHFR. Lorsgue la SAM est présente en concentration éevée, laMTHFR est inhibée, ce qui

diminue la synthése du 5-méthyl-THF et donc la reméthylation de I'hnomocystéine. Dans ce

cas, il vay avoir un basculement du métabolisme de I’homocystéine vers son catabolisme, via

I’activation de la voie de trans-sulfuration. Laliaison de la SAM au domaine de régulation de

la CBS favorise un changement de la conformation de I’enzyme, libérant le site actif (Janosik

et al., 2001). Inversement, lorsque la concentration de la SAM est faible, elle favorise la
reméthylation de I'homocystéine (Crider et al., 2012).
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Il ENZYMESINTERVENANT DANSLESMETABOLISMESDESFOLATESET DE
L’HOMOCYSTEINE ET POLYMORPHISMES GENETIQUES ABORDES

Les génes qui codent les enzymes intervenant dans les métabolismes des folates et de
I’homocystéine sont des candidats évidents dans la recherche de la causalité des AFTNSs.
Plusieurs polymorphismes génétiques ont été identifiés et sont sujets de nombreuses études

dans différentes populations.
I11.1. REDUCED FOLATE CARRIER (RFC)

[1.1.1. GENE

Le géne humain RFC (Famille ; solute carrier SLC19Al), dont les noms et les symboles
aternatifs sont : folate transporter (FOLT) ou intestinal folate carrier 1 (IFC-1) (Y ang-Feng et
al., 1995) est situé sur le chromosome 21(g22.2-22.3). La région codante contient 1776 pb
(GenBank U19720 and U15939) (Wong et al., 1995 ; Prasad et a., 1995). Il contient cing
exons avec un degré éevé dhomologie entre les espéces (Matherly et Goldman, 2003).

Cependant, sa caractérisation a montré gu’il existe une complexité dans la nature
hétérogéne de la région 5’UTR en amont du codon du début de la traduction AUG. Elle
contient sept régions non codantes a savoir (Al, A2, A, B, C, D et E) qui Séalent sur une
longueur de 35kb et contient plusieurs sites de début de la transcription, permettant ainsi,
I”épissage alternatif et donnant au moins 18 transcrits uniques (Whetstine et al., 2002)(Figure
10a). Il en résulte des isoformes de la protéine avec une extrémité N-terminale variable et

dont la signification biologique n’est pas encore claire (Zhao et al., 2009)

En outre, le géne comporte deux promoteurs basaux (hRFCA et hRFCB) régulés par
différentes familles de facteurs de transcription (Whetstine et a., 2002). Les modéles
cellulaires et animaux montrent que la déplétion en folates exerce une régulation positive sur
I’absorption des folates comportant une augmentation des ARNm et des protéines RFC
(Jansen et al., 1997; Said et al., 2000). La multiplicité des promoteurs de hRFC pourrait
fournir un moyen potentiellement puissant pour garantir des niveaux adéquats de transcrits et
de protéines hRFC en réponse aux besoins métaboliques en folates et/ou en réponse aux

signaux cellules/tissus spécifiques (Worm et al., 2001).
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[1.1.2. PROTEINE

La protéine RFC est une voie importante pour |'absorption des folates alimentaires dans
les cellules de mammiféeres et joue un role crucial dans le maintien du niveau des folates
intracellulaire normal. Elle est exprimée de fagon ubiquitaire, avec des niveaux plus élevés
dans le placenta (ou elle est exprimée a la fois sur la membrane des microvillosités ainsi que
sur la membrane basolatérale). De ce fait, elle est importante pour le développement des
embryons, assurant le transport des folates a travers le placenta (Antony, 1992 ; Whetstine et
al., 2002).

La protéine humaine a une masse moléculaire allant de 80 a 120 kDa (Chango et al.,
2000b)

C’est un transporteur des folates bidirectionnel intégré dans les membranes cellulaires,
gui génere un gradient transmembranaire (Hou et Matherly, 2009). La protéine contient
environ 12 domaines transmembranaires, avec un site de N-glycosylation orienté vers
I'extérieur (position 58) et une boucle cytosolique au niveau des domaines transmembranaires
6 et 7. Cette boucle est importante pour I’espacement entre les domaines permettant d’assurer
un transport optimal des folates (Patterson et al., 2008 ; Zhao et al., 2009) (Figure 10b) .

Les domaines transmembranaires 4, 5, 7, 8, 10 et 11 sont importants pour la structure et
la fonction de la protéine, et sont essentiels pour la liaison avec les folates (Sadlish et al.,
2002; Sharinaet a., 2002 ; Zhao et a., 2009) (Figure 10b) .

L enzyme véhicule préférentiellement des folates réduits tels que le méthyl-THF et le
formyl-THF (Prasad et al., 1995 ; Nguyen et a., 1997), mais €lle a une affinité relativement
faible pour les formes de folates oxydés tels que I'acide folique (Chango et al., 2000a). Le
transport se fait a des concentrations physiologiques et a un pH neutre optimal de (~ 7,4).
Cependant, la protéine peut modifier sa spécificité sous certaines conditions acides. Son

mécanisme de transport détaillé n’est pas encore bien connu (Hou et Matherly, 2009).
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Figure 10 : Géneet protéine RFC (Zhao et al., 2009).
[11.1.3. POLYMORPHISME RFC G80A

Chango et a. (2000b) ont examiné larégion codante de I'ADNc du géne RFC a partir de
cellules cutanées cultivées (fibroblaste normal). Le séquencage complet leur a permis
didentifier un polymorphisme dans I’exon 2 du géne qui est commun dans la population
générale. Une guanine a été substituée en adénine en position 80 et dont |a fréquence des deux
alleles est pratiquement identique. La mutation affecte le résidu 27 de la protéine et remplace

I’arginine par |’acide aminé histidine.

Les chercheurs ignorent si ce polymorphisme affecte la fonction de la protéine.
Cependant, la mutation est située a I'extrémité amino-terminale ou est localisée la séquence
signal responsable de I'insertion de la protéine dans la membrane. Ainsi, un tel changement
pourrait étre critique pour le ciblage et I'intégration de la protéine a la membrane plasmique
(Heidkamper et al., 1996 ; Karbach et al., 1998).
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111.2. 5,10 METHYLENE TETRAHYDROFOLATE REDUCTASE (MTHFR)

[1.2.1. GENE

Le géne de la MTHFR humain est localisé sur le chromosomel en position (1p36.3)
comportant 11 exons (Goyette et al., 1994). La région codante entiere comporte 1 980 bp
(GenBank NM_005957).

Gaughan et a. (2000) ont montré que le gene ne contient pas de TATA box, mais
contient plusieurs il6ts CpG trés importants représentant des sites d’union pour des facteurs de
transcription. Sa région promotrice est similaire aux ségquences promotrices d'autres genes
codant les enzymes intervenant dans le métabolisme de I’homocystéine telle que, la
cystathionine B synthase, la méthionine synthase et la méthionine synthase réductase
(Homberger et al., 2000).

L'exon 1 du géne comporte un « site aternatif d’épissage », la région non traduite
(untrandated region UTR) de ce gene est longue, montrant la complexité dans sa régulation.
Deux ARNm de 7,5 kb et de 8,5 kb ont été identifiés dans les tissus (Goyette et a.,
1998)(Figure 11).

[11.2.2. PROTEINE

La 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase représente I’enzyme clé du métabolisme
des folates. C’est une flavoprotéine cytosolique qui agit avec la flavine adénine dinucléotide
(FAD) comme cofacteur, en cataysant la réduction irréversible du 5,10-méthyléne
tétrahydrofolate en 5-méthyl tétrahydrofolate, indispensable a la reméthylation de
I”’homocystéine en méthionine. Chez I’homme, la protéine présente deux isoformes: I’une de
poids moléculaire de 77 KDa et I’autre de 70 kDa, dont la plus petite a éé découverte
uniguement dans le foie de |'adulte ains que dans le foie et les reins fodaux (Frosst et al.,
1995 ; Miner et d., 1997).

L’enzyme posséde deux sous unités chacune comportant deux domaines, le domaine
catalytique représenté par I’extrémité N-terminale de poids moléculaire de 40 KDa, liant le
FAD (cofacteur), le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate NADPH (donneur
d’électrons) et le 5,10 methyléne tetrahydrofolate, et le domaine régulateur a I’extrémité C-

terminale de poids moléculaire de 37 KDa ou l'inhibiteur allostérique AdoMet se lie
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et régule I'activité enzymatique en réponse au taux de la méthionine dans la cellule (Gos et

Szpecht-Potocka, 2002) (Figure 11).
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Figure 11 : Gene, protéine et polymorphismesdelaMTHFR
(Gos et Szpecht-Potocka, 2002).

111.2.3. POLYMORPHISME MTHFR C677T

Le polymorphisme C677T est une substitution d'une cytosine par une thymine en
position 677 dans I’exon 4 de la séguence nucléotidique. Elle se traduit dans la séquence
protéique par la substitution d'une alanine en une valine sur le codon 222, situé a I’extrémité
N-terminale de I’enzyme (Frosst et a., 1995; Goyette et al., 1996) (Figure 11).

L’étude de I’activité enzymatique de |a protéine mutée, comparée au phénotype sauvage
a montré que la mutation affecte I’affinité de I’enzyme a son cofacteur FAD (Homberger et
al., 2000). En effet, la protéine modifiée perd son cofacteur FAD rapidement, ce qui diminue
sa stabilité et par conséquent son activité (Yamadaet a., 2001).

L activité spécifique est réduite de 50 % par rapport a la protéine normale, avec 30 %
d’activité résiduelle aprés chauffage a 46 °C pendant cing minutes. En fait, la mutation a pour

conséquence de rendre la protéine thermolabile (Rozen, 1997).
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Le polymorphisme provoque, ainsi, ladiminution du métabolisme 5,10 méthyleneTHF
en 5-méthylTHF et par voie de conséquence la quantité du méthyl-THF limitant ains
partiellement la voie de la reméthylation de I’homocystéine (Frosst et al, 1995; Van der Put et
al, 1996). Il en résulte, de cette perturbation, une augmentation du taux de I’homocystéine et
la diminution du taux de la méthionine et donc du potentiel méthylant de I’organisme. Elle
cause, par ailleurs, un ralentissement de I’activité du cycle folique et un changement de la
composition cellulaire des dérivés foliques (Van der Put et al., 2001 ; Friso et a., 2002 ; Davis
et al., 2005).

La prévaence du polymorphisme C677T dans la population générale varie
considérablement selon les régions et les groupes ethniques. Ainsi, la fréquence du génotype
TT varie de 2% a 54,5% dans diverses populations. Selon la littérature une fréquence de 6% a
14% a été rapportée chez les blancs en Amérique du Nord. Le génotype est particuliérement
fréquent chez les populations mexicaines et autres hispaniques de 15% a 35%. Chez les
populations européennes, la fréquence semble augmenter du nord au sud : 6% a 14% dans le
nord de I'Europe et 15% a 24% en Europe du Sud (Christensen et Rozen, 2010).

En Asie, les fréquences varient de 12% a 18%. Elle est, cependant, élevée en Chine
23,2% (Yang et a., 2015). Moins de 2% des populations africaines et afro-américaines sont
homozygotes pour la variante (Christensen et Rozen, 2010).

[11.2.4. POLYMORPHISME MTHFR A1298C

Ce polymorphisme est une transversion d’une adénine en une cytosine en position 1298
de I'exon 7, qui conduit a une substitution d’un résidu d'acide glutamique en une alanine ala
position 429 dans le domaine régulateur de la protéine (Van der Put et al., 1998) (Figure 11).

La mutation est associée a une réduction de I’activité enzymatique moins sévere que
celle observée dans le cas du polymorphisme C677T. L’activité est estimée a 68 % par
rapport a la protéine normale et, contrairement a la mutation C677T, elle ne rend pas la
protéine thermolabile (Weisberg et al., 1998 ; Van der Put et al., 1998). Aussi, |I’hétérozygotie
combinée des deux polymorphismes 677CT/ 1298AC résulte en une activité protéique plus
faible que I'hétérozygotie de I’un des deux polymorphismes séparément (Van der put et al.,
1998).
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Cependant, la caractérisation de la protéine montre que l'inhibition par la SAM et le
taux de libération du FAD n'ont pas été affectés par la mutation, aussi bien séparément qu’en
combinaison avec lamutation C677T (Yamadaet al., 2001).

Comme pour la mutation C677T, il existe une grande hétérogénéité dans la fréquence
du polymorphisme A1298C a travers le monde. Elle varie selon la géographie et le groupe
ethnique. En Afrique des fréguences variant de 2% a 4% du génotype CC ont été rapportées
(Christensen et Rozen, 2010).

[11.3. METHIONINE SYNTHASE (MTR)
[11.3.1. GENE

Le géne humain codant pour la méthionine synthase a été localisé sur le chromosome 1
(1943) et comprend 33 exons. La région codante a une longueur de 3795 pb (GenBank
U71285) (Leclercetal., 1996 ; Li et al., 1996 ; Chen et al., 1997).

11.3.2. PROTEINE

La reméthylation de I’homocystéine en méthionine nécessite I’enzyme 5 méthyl
tétrahydrofolate homocystéine méthyltransférase, mieux connue sous le nom de méthionine
synthase. Cette enzyme a comme cofacteur la cobalamine (vitamine B12). La protéine
comporte 1265 acides aminés et son poids moléculaire moyen est de 140 kDa. L’enzyme
possede trois domaines: Le domaine N-terminal liant I'homocystéine (résidus 2-353) et les
substrats pour la réaction a savoir le 5- méthyl THF (résidus 354-649), le domaine central est
fortement conservé et lie la cobalamine (résidus 650 -896), tandis que le domaine C-terminal
est un domaine régulateur, interagissant avec la SAM (résidus 897 -1227) qui est nécessaire
pour l'activation réductrice de la méthionine synthase par |I'enzyme méthionine synthase
réductase (Chen et al., 1997 ; Leclerc et al., 1998)(Figure 12).
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Figure 12 : Géne, protéine et polymorphisme A2756G dela MTR (Modifié d’aprés Watkinset al.,
2002).

111.3.3. POLYMORPHISME MTR A2756G

Le polymorphisme le plus connu dans le gene MTR est la substitution d’une adénine par
une guanine en position 2756 sur I’exon 26 du géne, entrainant au niveau traductionnel le
changement de I’acide aspartique par I’acide aminé glycine en position 919 de la protéine. La
mutation est située au niveau d’une hélice, entre le domaine de liaison de la cobalamine et le

domaine régulateur liant la S-adénosylméthionine (Chen et al., 1997) (Figure 12).

L'acide aspartique est un acide aminé polaire fort localisé dans la région responsable de
laliaison des protéines participant a la réduction du cofacteur cobalamine. La modification de
I’acide aspartique par I’acide aminé non polaire (glycine) peut, donc, changer la structure
secondaire de la protéine et par conséguent sa fonction (Van der Put et al., 1997¢). Il a été
supposé gue ce polymorphisme conduit a un niveau d'oxydation inadégquat du cobalamine, qui
peut diminuer |'activité de la methionine synthase et augmenter le taux de I’homocystéine
cellulaire (Chen et al., 1997).

Dans la population générale, la mutation montre une fréguence de I’alléle G alant de
0,15 a 0,38 selon les populations (Fodinger et al., 2002). La fréquence du génotype GG est,
d’une maniére générale, homogene a travers le monde allant de 1% a 5% dans les populations
asiatiques, européennes, nord-américaines et australiennes (Christensen et Rozen, 2010) et
africaines (Afifi et al., 2014).
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[11.4. METHIONINE SYNTHASE REDUCTASE (MTRR)

111.4.1. GENE

Le génedelaMTRR a été localisé sur le chromosome 5 (5p15.2 — p15.3). C’est un gene
« domestique », car son expression est faible et presque identique dans tous les tissus. |l
comporte 15 exons qui représentent 10 % du géene entier, avec ses 14 introns, il a une taille
d'environ 34 kbp. Lalongueur de la région codante est de 2094 pb et son promoteur n'a pas de
boite TATA. Un ARNm prédominant de 3,6 kb est présent dans les tissus humains (Leclerc et
al., 1998).

111.4.2. PROTEINE

La méthionine synthase réductase est une enzyme qui maintient la fonction de la
méthionine synthase. Son ARNm donne une protéine comportant 698 acides aminés, et son
poids moléculaire est d'environ 77 KDa (Leclerc et a., 1998 ; Wilson et al., 1999). L'enzyme
est une protéine cytoplasmique et, est un membre de la famille des transférases d’électrons,
elle comporte trois sites caractéristiques, qui lient le Flavine mononucleotide (FMN), le FAD
et leNADPH (Leclerc et al., 1999) (Figure 13).

At (00K
PN FAD. {NADPH

4

AGOG

Figure 13 : protéine et polymor phisme A66G dela MTRR (Modifié d’aprées L eclerc et
al., 1999).

111.4.3. POLYMORPHISME MTRR A66G
La mutation est une transition d’une adénine en une guanine sur I’exon 2 du gene, qui
conduit & la modification d’une isoleucine par une méthionine en position 22 de la protéine,

elle est située dans le domaine de liaison du FMN a I’enzyme (Figure 13). Bien que la

fréquence rapportée de l'dléle G soit élevée (0,51), la forme contenant la méthionine a été
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désignée comme la protéine "mutante” en raison de la conservation de l'isoleucine a cette

position chez d'autres especes (Wilson et al., 1999).

Olteanu et a. (2002) ont analysé les propriétés biochimiques, cinétiques et
spectroscopiques du variant MTRR 66G. Aucun changement majeur de la conformation de la
protéine n'a été trouvé associé a la mutation. Cependant, quatre fois plus la quantité de la

protéine mutante était nécessaire pour atteindre une activité maximale.

La fréquence de I’homozygotie 66 GG du gene de laMTRR, atravers e monde, montre
gu’elle est la plus élevée chez les Blancs (20% a 38%) et beaucoup plus faible en Asie (7% a
10%), et chez les populations mexicaines (6% a 7%) (Christensen et Rozen, 2010). En

Afrique, aucune fréguence n’a été rapportée.
[11.5. CYSTATHIONINE B SYNTHASE (CBYS)

[1.5.1. GENE

Le gene codant pour la cystathionine B synthase a été localisé sur le chromosome 21
(21g22.3). 1l est constitué de 23 exons, mais, seuls les exons 1-14 et 16 codent pour une
sequence peptidique active de 551 acides aminés. Le gene possede au moins deux séguences
promotrices utilisées, mais aucune d'entre elles n'a une boite TATA (Gos et Szpecht-Potocka,
2002).

[11.5.2. PROTEINE

L’homocystéine est trans-sulfurée en cystéine via la cystathionine g synthase qui utilise
comme cofacteur la vitamine B6 sous sa forme active, le pyridoxa 5 phosphate (Zittoun,
1998 ; Blacher et al., 2005) . C’est une protéine cytoplasmique, la plus petite forme active est
un tétrameére qui comporte quatre monomeres identiques de poids moléculaire d'environ 63
KDa. Des structures plus complexes sont observées dans des conditions d’oxydation (Gos et
Szpecht-Potocka, 2002).

Chaqgue sous-unité du tétramere comporte trois domaines, le domaine N-terminal lie une
molécule d’héme dont la fonction n'a pas encore été identifiée, elle participe probablement au
repliement correcte de la protéine et / ou est responsable des interactions enzyme - vitamine
B6. Un domaine central catalytique avec une séquence d'acides aminés conservée liant le
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pyridoxal 5’phosphate, et le domaine régulateur fixant la SAM, activateur allostérique de la
protéine (Gos et Szpecht-Potocka, 2002) (Figure 14).
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Figure 14 : Domainesde la protéine CBS (Miles et Kraus, 2004).

11.5.3. POLYMORPHISME CBS 844INS68

Lamutation est une insertion de 68 pb dans |’exon 8 du géne, L’ADN inséré comprend

une duplication d'une partie de I'extrémité finale de I'intron 7 et de I'extrémité 5' de I'exon 8.

Elle provoque un changement de cadre de lecture introduisant deux codons stop dans le méme

exon, de cefait, elle résulterait en une protéine tronquée (Sebastio et al., 1995) (Figure 15).

Cependant, Sperandeo et al. (1996), ont trouvé que la mutation crée un nouveau site

d'épissage, préférentiellement utilisé, qui permet I’élimination de la partie insérée donnant

ains un ARNm de taille normale. En fait, il n'est pas entiérement clair comment la mutation

affecte lafonction de I’enzyme (Figure 15).
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Figure 15 : Insertion 844ins68 dans le géene CBS (Sperandeo et al., 1996).

Comme pour plusieurs autres polymorphismes, la fréquence allélique de cette insertion
est variable selon les ethnies, cependant elle reste toujours faible. Des fréquences de 0,08 pour
les Américains Blancs et 0,063 pour les Mexicains Américains ont été rapportées (Chang et
al., 2010). Ce polymorphisme sest avéré complétement absent dans les populations Chinoise
et Japonaise (Pepe et a., 1999). Ce qui explique I’absence ou le faible taux de I’homozygotie
de la mutation trouveés a travers les différentes populations.
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IV PERTURBATION METABOLIQUE FOLATES/HOMOCYSTEINE ET AFTNS

I1V.1l. PERTURBATION DU METABOLISME DESFOLATESET SURVENUE DES
AFTNSs

Une baisse des folates sérique et érythrocytaire se produit presque constamment au
cours de la grossesse chez les femmes non supplémentées (Ek et Magnus, 2009). Cette baisse
est en partie due al’hémodilution, mais elle traduit aussi des modifications métaboliques liées
alagrossesse, aux transferts al’unité foetoplacentaire et au catabolisme de I’acide folique qui
est considérablement accru (McPartlin et a., 1993). Le degré de la carence dépend de

I’importance des réserves en début de grossesse.

L es conséguences de la carence en folates sur le développement fogta sont bien établies,
différentes malformations peuvent étre induites expé&imentalement par I’administration
d’anti-foliques. De plus, le réle de I'acide folique dans la prévention des anomalies du tube
neural a été démontré, un statut folique adéquat réduit le risque de perturbations au stade
précoce du développement embryonnaire. L'apport des folates avant que le processus de

neurulation soit initié et terminé est particuliérement important (Pitkin, 2007).

Il a été observé que, les taux d'acide folique chez les méres ayant une grossesse affectée
par une AFTN au cours du premier trimestre sont, encore, plus faibles que ceux trouvés chez
les femmes enceintes témoins, différence notée, surtout, pour le taux de folate érythrocytaire.
La significativité statistiqgue a été notée dans des études effectuées chez des populations
irlandaises, chinoises et mexicaines connue pour avoir une prévalence relativement élevée des
AFTNSs (Kirke et a., 1993 ; Mills et al., 1995 ; Zhang et al., 2009 ; Cech et Burau, 2010). Le
folate érythrocytaire est, de ce fait, considéré comme un facteur de risque indépendant pour
les AFTNs (Cech et Burau, 2010).

1V.1.1. ETUDES MONTRANT L ’EXISTENCE DES PERTURBATIONS
METABOLIQUESCHEZ LESMERESET LESENFANTS A RISQUE

Une déficience en folates, chez les méres a risque, peut étre due a une insuffisance
diététiqgue mais aussi a des besoins liés a un trouble du métabolisme. Dans une éude de
Lucock et a. (2000), réalisée sur des lysats cellulaires, des perturbations métaboliques ont été
observées dans les échantillons des méres ayant un enfant affecté par une AFTN. En effet,

aprés traitement par le substrat exogéne 5-MTHF, ce dernier était moins utilisé par les
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échantillons des méres a risque et la différence avec les échantillons controles était
significative. De plus la production du 5,10-methylene THF a partir de ce substrat exogene

était significativement réduite.

Par ailleurs, d’autres défauts métaboliques ont pu étre observés. Habibzadeh et al.
(1993) ont montré que le groupe méthyle du 5-MTHF est plus lentement incorporé dans
I'ADN du trophoblaste des fodus affectés par une AFTN comparés aux témoins. Ceci indique
une perturbation dans I'absorption ou I'utilisation du 5-MTHF et donc dans le métabolisme

des folates.

En outre, des perturbations ont été observées chez les fodus malformés. En effet, dans
I”étude réalisée par Dunlevy et a. (2007), les auteurs ont évalué le métabolisme des folates
dans les fibroblastes des fogus avec AFTN en utilisant le test de suppression dU, qui est un
test spécifiqgue pour évaluer le fonctionnement du cycle des folates d’'une maniere plus
sensible comparé a un simple dosage des métabolites dans le sang. Ils ont détecté un
dysfonctionnement métabolique dans environ un tiers de I’échantillon. Dans le reste de
I”échantillon, d’autres causes pourraient expliquer la survenue de la malformation.

1V.1.2. I MPLICATION DES POLYMORPHISMES GENETIQUES DANS LA
PERTURBATION DU METABOLISME DES FOLATES

La prise en compte des polymorphismes dans les genes des enzymes intervenant dans le
le métabolisme des folates et aussi de I’homocystéine, montre gu’ils semblent influencer le
profil folate-coenzymes des cellules et donc refléte et explique la perturbation du
métabolisme, ce qui pourrait avoir une implication directe ou indirecte dans I'éiologie des
AFTNSs. Par exemple, les variants mutants du polymorphisme C677T du géne de la MTHFR,
enzyme clé dans le cycle des folates, influencent la distribution des formes des folates ; ils
augmentent les formylfolates mais réduisent les méthylfolates. Un défaut qui bloquerait le
cycle de laméthionine et par conséquent les processus de méthylations (Lucock et al., 2000).

Par ailleurs, le folate 5-MTHF est un substrat pour la réaction de reméthylation de
I’homocystéine par I’enzyme MTR; un déficit de cette enzyme provoquerait une
accumulation de folate sous cette forme. Le 5-M THF ne peut étre métabolisé par aucun autre
mécanisme, ceci entrainerait le piégeage du folate sous une forme non fonctionnelle avec une
réduction concomitante du niveau des autres coenzymes-folates requis pour d'autres réactions

du métabolisme des unités monocarbonées (Chen et al., 1997).
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En plus, le processus de polyglutamation diminue en I’absence des formes déméthylées
desfolates. Larétention des folates dans les cellules est donc faible (Van der Put et al., 2001).

Une déficience en folates serait, donc, imposée par la déficience fonctionnelle causée
par le piege méthylique (Chen et a., 1997 ; Dunlevy et a., 2007).

D’autre part, Il a été trouvé que I’activité réduite de I’enzyme MTR implique une
diminution de la SAM. Le manque de cette derniere augmente I'activité de la MTHFR par
abolition de son inhibition et donc un épuisement du THF et de ses différentes formes

nécessaires pour la synthése de lathymidine et de la purine (Van der Put et al., 2001).

IV.2. PERTURBATION DU METABOLISME DE L’HOMOCY STEINE ET SURVENUE
DESAFTNS

Le métabolisme de I'hnomocystéine joue un rdle important dans le transfert des unités
mono-carbonées, produisant des groupements et des molécules indispensables ala synthese et
alarégulation de I'ADN, de I'’ARNmM et des protéines ; mécanismes essentiels pour les cellules
embryonnaires. Tout déficit (génétique ou acquis) portant sur les enzymes ou sur les
cofacteurs de ce métabolisme (vitamines B9, B12, B6) provoque des perturbations et induira
une diminution du catabolisme de [I'nomocystéine qui se traduira par une

hyperhomocystéinémie (HHcy) plus ou moins importante.

La teneur en homocystéine plasmatique est comprise entre 5-15 pmol/l.
L'hyperhomocystéinémie, lorsqu'elle résulte de carences vitaminiques ou d'un polymorphisme
génétique, est habituellement modérée (16 a 30 umol/l) ou moyenne (31 a 100 pumol/l).
L'hyperhomocystéinémie sévere (> 100 pumol/l) est dans la plupart des cas associée a des
mutations rares (Chango et al., 1999). Chez les méres dont I’enfant est affecté par une

malformation du tube neural, I’homocystéine plasmatique est souvent élevée, de type modéré.

1V.2.1. FACTEURSNUTRITIONNELS ASSOCIESA L ’HYPERHOMOCYSTEINEMIE
ET LA SURVENUE DES AFTNS

L’HHcy chez les méres d’enfants atteints d’AFTN est généralement attribuée a une

dérégulation de la réaction de reméthylation dépendante des folates, souvent réduite apres

administration d’acide folique. Cette constatation a été prorogée et confirmée par de
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nombreuses études (Van der Put et a., 1997a; Gaber et al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Zhang et
a., 2009 ; Cech et Burau, 2010).

Chez les enfants atteints de spina bifida, le métabolisme est également perturbé ; une
forte corrélation a été observée entre I'homocystéine plasmatique et le taux des folates.
5éme

L étiologie liée a des taux de I’homocystéine au-dessus du 9 percentile et a des taux

plasmatiques des folates au-dessous du 5eme percentile représente les pourcentages de 30,7 %
et 25,7 %, respectivement. L’étiologie liée a I’hyperhomocystéinémie qui n’est pas associés
aux taux des folates était de 9,6 % (Vander Put et al., 1997b). Récemment, Wang et al.
(2015a) ont aussi observeé une perturbation métabolique, un taux bas des folates associé a un

taux élevé d’Hcy chez les enfants atteints.

Plusieurs chercheurs ont également trouvé une relation entre le taux maternel de la
vitamine B12, de I'hnomocystéine et le risque d’AFTNs (Zhang et al., 2009; Cech et Burau,
2010; Gu et d., 2012 ; Aydinet a., 2016) .

Van der Put et al. (1997b) ont démontré gue le risque chez les meres d’avoir un enfant
atteint de spina bifida était augmenté au 75°™ percentile des valeurs de I’homocystéine et au
57" et au 25°™ percentile des valeurs de la vitamine B12. De méme, Gaber et al. (2007) ainsi
gue Li et a. (2009) ont montré une augmentation significative de I'hnomocystéine chez les
femmes portant un fogtus atteint qui a été liée au déficit de la vitamine B12 (co-facteur de la

réaction de reméthylation de I’Hcy).

1V.2.2. FACTEURS GENETIQUES ASSOCIESA L >’HYPERHOMOCYSTEINEMIE ET
LA SURVENUE DES AFTNS

Les chercheurs ont constaté, également, des déficiences enzymatiques qui étaient a
I’origine de I’HHcy. En effet, une déficience de I’enzyme MTHFR a la suite de la mutation
C677T chez les familles atteintes présentant des AFTNSs a été trouvée. Daly et Scott (1998),
ont démontré qu'il y avait une activité enzymatique réduite dans le tissu placentaire associée a
ce variant C677T. Cela indique qu'une étape importante dans le métabolisme de I'acide
folique est déficiente dans le placenta. La mutation C677T était associée a une augmentation
du taux de I’homocystéine, et du fait du risque d’AFTNs (Czeizel, 2010).

Un résultat similaire a été observé pour I'hétérozygotie combinée des deux mutations

C677T et A 1298C du gene de la MTHFR ; elles étaient associées a une activité spécifique
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réduite de MTHFR et a des niveaux de I’homocystéine plasmatiques plus élevés, conférant un
risque accru d’AFTNs. Les deux mutations peuvent expliquer 35 a 50 % de I'effet clinique de
I'acide folique (Van der Put et al., 1998).

En résumé, les causes génétiques de cette hyperhomocystéinémie font actuellement
I’objet de nombreuses investigations. Un grand nombre d'études épidémiologiques visent a
établir une association entre les déterminants génétiques de I’homocystéine et les AFTNSs.
Selon les populations, les résultats de ces recherches indiquent des effets génétiques
indépendants variables, des interactions de genes et des associations genes-vitamines en
relation avec le risque de ces malformations.
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V PHYSIOPATHOLOGIE DESAFTNS

V.1. DEFICIENCE EN FOLATESET ALTERATION DE LA FERMETURE DU TUBE

NEURAL

Il est admis que I'acide folique a un effet direct sur le processus de neurulation, car
I’injection de cette vitamine, in vitro, dans les embryons de souris génétiquement prédisposés
a normalisé la fermeture du tube neural. La maniére dont le folate intervient particuliérement
dans la fermeture du tube neural a recu peu dattention comparativement aux centaines de
publications sur les aspects cliniques et épidémiologiques de la supplémentation en acide
folique (Copp et al., 2013).

Il existe différentes voies du métabolisme des folates dans les cellules de mammiféres
gui peuvent étre importantes durant le processus de neurulation dans des cellules
embryonnaires. |l existe, également, de nombreuses fagons dont ces voies peuvent étre

perturbées ce qui pourrait entrainer la fermeture anormale du tube neural.

Lafigure 16 représente les deux principales fonctions des folates, a savoir, la synthese
de I'ADN et sa méthylation. Ces deux processus sont négativement affectés par |'apport
insuffisant des folates, le profil folate-coenzymes perturbé et / ou par des mutations
génétiques dans ces voies. Bien que nous nous intéressons a I’ étude du folate, son interaction
avec les autres métabolites, la méthionine, la vitamine B12 et la vitamine B6 sont, également,

évidentes pour le maintien d’un métabolisme normal.
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V.1.1. EFFET SUR LA SYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES

Le role de I’acide folique, comme cofacteur dans la production des bases puriques et
pyrimidiques, est primordial alabiosynthése de|’ADN et, est impliqué dans la multiplication
rapide des cellules jouant un réle important dans la fermeture du tube neural en embryogénese
(Miner et al., 1997 ; Lynn et Jesse, 1999).

Barber et al. (1999) proposait I'hypothése que si les cellules neuro-épithéliales épuisent
leur approvisionnement interne en nucléotides, la réplication cellulaire sera ralentie et le
développement des plis neuronaux sera retardé. Cette hypothése a été soutenue par le modéle
d’embryons de souris « Splotch » affectés par des AFTNs ; une déficience de la biosynthése
de la dTMP a été observée. Les embryons affectés ont été sauvés par la supplémentation en
acide foligue ou en thymidine (Fleming et Copp, 1998 ; Wlodarczyk et a., 2006). Cette
découverte suggere que l'acide folique prévient la malformation du tube neural par la
biosynthése de thymidylate de novo. Dans ce modele, au niveau cellulaire, la supplémentation
en acide folique a un effet sur la prolifération, la différenciation et la formation des jonctions
dans la neuro-sphere (Ichi et al., 2012).

La perturbation de la biosynthese du thymidylate a été également observée dans un
modéle de souris avec « exencephaly », conséguence d’une fonction nulle du géne SHMT
(responsable de cette voie) et d’'une alimentation maternelle déficiente en folates (Beaudin et
al., 2011, 2012).

En fait, le 5,10-méthylene-THF, substrat de cette réaction est responsable de la
méthylation du dUMP en dTMP. La réaction représente la seule source de synthése de
thymidine et est |'étape limitant la vitesse de la synthese d'/ADN chez les mammiféres (Choi et
Mason, 2002).

Par ailleurs, la déficience en folates entraine I’accumulation du dUMP par défaut de sa
meéthylation (Fenech, 2012). Cette accumulation du dUMP dans la cellule au détriment du
dTMP cause son incorporation par erreur dans I’ADN au cours de sa synthése «mis-
incorporation d’uraciles » (Achon et al., 2009). Cette derniére crée ainsi des cassures des brins
d’ADN provoquant une instabilité de celui-ci et augmentant le taux des mutations (Liu et
Ward, 2010). Ce phénoméne a été observé dans des échantillons de sang et des tissus de
rongeurs et dhumains déficients en folates (Duthie et al., 2002 ; Choi et a., 2004 ; Liu et
Ward, 2010 ; Knock et al., 2011).
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De méme, la synthese de purine altérée restreint la capacité de la cellule a synthétiser et
a réparer I'ADN. Dans le modele de souris knock-out homozygotes mutés pour le géne
MTHFD1, la synthése des purines a été altérée et la fermeture du tube neural était anormale,
les embryons sont morts prématurément. Par contre, aucune AFTN n'a é&té observée chez les

souris hétérozygotes (Christensen et al., 2013).
V.1.2. EFFET SUR LA METHYLATION

L’ acide folique joue un réle de donneur de radicaux méthyles dans le cycle de la
méthylation qui convertit I’Hcy en Met. Cette derniére est utilisée pour la synthése des
protéines ainsi que pour celle de la SAM, donneur universel des groupements méthyles
régulant I’expression des genes (Wagner, 2010) (Figure 16).

En effet, la méthylation de I'ADN est reprogrammée au cours de |'embryogenése
précoce et, est un élément de la régulation épigénétique affectant les cytosines des ilots CpG
déterminant, ainsi, la régulation de I’expression de genes cibles (Reik et al., 2001 ; Dean et
al., 2005).

Plusieurs arguments supportent I’implication de la méthylation dans I’étiologie des
AFTNs:

Dans une étude de Pogribny et al. (2008), la déficience de I’acide folique chez le rat
modifie I’expression de 33 génes intervenant notamment dans le développement du systéme

nerveux.

D’autre part, la culture d'embryons de rats dans des milieux contenant de faibles
concentrations de la méthionine a entrainé une hypométhylation des protéines qui
fonctionnaient spécialement dans le tube neura, les embryons montrent un défaut dans
I”élévation des bords latéraux de la plaque neurale. Ce qui laisse supposer une atération dans
I”action des micro-filaments ; la méthylation des protéines de contraction dans les cellules de
I'épithélium neural est une étape importante dans le processus de fermeture du tube neural
(Coelho et Klein, 1990 ; Moephuli et a., 1997). Dans les mutants de souris Axd et Amt, par
contre, les doses élevées de méthionine administrées pendant |'embryogenése ont réduit
I'incidence des AFTNs (Essien et Wannberg, 1993 ; Narisawa et al., 2012).

Afman et al. (2005) ont observé un retard dans la fermeture du tube neural chez des

embryons de poulet traités avec des inhibiteurs du cycle de méthylation. Dunlevy et al.
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(2006a,b), de leur part, ont perturbé le cycle de méthylation chez des embryons de souris
pendant la période de neurulation cranienne. Le résultat est une augmentation de la prévalence
des AFTNs sans retard de croissance ou du développement.

Les mécanismes moléculaires par lesquels la méthylation interfere avec la neurulation
peuvent étre expliqués par I’inactivation des méthyltransférases. Okano et al. (1999) ont
observé que I’inactivation de la méthyltransférase de I’ADN « DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3 beta (DNMT3B) » chez la souris a provoqué plusieurs défauts au cours
du développement embryonnaire incluant les AFTNSs.

De plus, la déficience en folates se traduit fréquemment par une réduction de la
concentration cellulaire et/ou circulante de la méthionine et donc de la SAM, et par
conséguent, une augmentation de la concentration de la SAH. Le ratio SAM/SAH sanguin est
ains diminué (Guerra-Shinohara et al., 2004). La diminution de ce ratio pourrait avoir un
impact sur la méthylation de I’ADN car la SAH est un puissant inhibiteur de la plupart des
meéthyltransférases (Finkelstein et a., 2007) (Figure 16).

Chez I’homme, des études ont examingé le statut de méthylation de I'ADN en relation
avec les AFTNs. Des diminutions aussi bien du ratio AdoMet / AdoHcy que de la méthylation
de I’ADN ont été observées dans un cas ayant une trisomie 21 et un spina bifida dans I’étude
d’ Al-Gazali et a. (2001). Zhao et al. (2006), aussi, ont rapporté que pour les meres d’enfants
atteints, leratio AdoMet / AdoHcy était bas.

Récemment, I’atération de la méthylation globale de I’ADN, de la méthylation
d’histones ou le remodelage de la chromatine, qui sont des déterminants importants de
I’expression génique, ont été associés aux AFTNs lors de la déficience en précurseurs de
méthyles (Greene et a., 2011 ; Chang et al., 2011).

D'apres I'ensembl e de ces données, |a supplémentation en acide folique peut prévenir les

AFTNs atraversle maintien d’un processus de méthylation normale (Blom et a., 2006).
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V.2. AUGMENTATION DE L’HOMOCYSTEINE ET ALTERATION DE LA FERMETURE

DU TUBE NEURAL

V.2.1. EMBRYO-TOXICITE

L’Hcy en elleeméme peut étre embryo-toxique pendant le processus de neurulation
(Steegers-Theunissen et al., 1994). En effet, dans un modéle animal, I’exposition des
embryons de poussins a des taux élevés d’Hcy a montré que 27% des cas avaient une AFTN
suggérant un effet tératogéne direct de I’homocystéine sur le développement embryonnaire
(Afman et al., 2003; Ueland et Vollset, 2004). Ces auteurs supposent que le mécanisme
biologique de la toxicité de I’Hcy est basé sur ses propriétés cytotoxiques, les cellules
affectées sont particulierement cellesde la créte neurale.

Une autre hypothése a été émise, I'nomocystéine pouvait induire les AFTNS en agissant
comme un antagoniste d’un récepteur, N-méthyl-D-aspartate receptor (NMDAR) qui est
capable de réguler plusieurs fonctions potentiellement pertinentes, y compris la mort
cellulaire programmée (Lipton et al., 1997). En effet, une étude sur des embryons aviaires
avec des anomalies du tube neural induites par I'HHcy a été réalisée, les embryons avaient des
duplications fréguentes de la notocorde ou de la moelle épiniére, ou des deux, et il sembley
avoir une hyper abondance de cellules (Rosenquist et a., 1996). L’hypothese a été, par la
suite, renforcée par le fait que I’administration des agonistes du NMDAR avec I'homocystéine
ont été en mesure de sauver le phénotype normal (Rosenquist et al., 1999).

V.2.2. ALTERATION METABOLIQUE

L'hyperhomocystéinémie cause une demande accrue du 5-MTHF par la méthionine
synthase et, de ce fait, réduirait le taux de 5,10-méthyléne THF, un substrat pour la production
du dTMP. De plus, le détournement de la sérine, qui est indispensable pour la synthése du
5,10-méthylene THF, vers la voie de trans-sulfuration pour catalyser I’Hcy limiterait
également sa synthése (Fell et Selhub, 1990).

Des taux élevés de I’homocystéine pourraient agir d’une maniére secondaire sur
I’augmentation des niveaux de la SAH dans la cellule, réaction réversible avec une
thermodynamique qui favorise la synthese de la SAH plutdt que son hydrolyse (Finkelstein,
1990) (Figure 17).
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Enfin, un autre mécanisme pouvant expliquer I’implication de I’Hcy dans la survenue
des AFTNSs est le fait qu’elle peut étre convertie en Hcy-thiolactone par 1a méthionyl-ARNt
synthétase. Mécanisme qui empéche I'incorporation de I’Hcy dans les protéines au cours de la
traduction. Cependant, I’Hcy-thiolactone est un acide aminé réactif; il peut provoquer une
homocystéinylation des protéines a des résidus de lysine, perturbant ainsi leur fonction
(Massaro et Rogers, 2002) (Figure 17).
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| POPULATIONS D’ETUDE

Ce travail concerne une étude transversale de type cas-témoins. Cette derniere a porté
sur trois populations admises au niveau des services de néonatologie et de la maternité du
Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC) et de I’Hépital de Ouargla. Les deux

établissements se situent dans larégion Est de I’Algérie.

La premiére population comporte 48 nouveaux nés, ayant une anomalie de fermeture du
tube neural quelque soit son type. Seuls les enfants ayant une AFTN syndromique ont été
exclus de I’étude.

La deuxiéme population consiste en 38 meres a risque d’age moyen de 29,96 + 6,22. Ce
sont des meres suite de couche ayant eu un enfant atteint d’'une AFTN. Les criteres
d’exclusion pour ces meres sont la présence des pathologies (épilepsie, maadies
cardiovasculaires, diabéte, HTA), la prise de traitements médicamenteux ou encore
I’utilisation d’antagonistes de I’acide folique connus pour interférer avec le métabolisme des
folates et augmenter le taux d’Hcy. En effet, ceci pourrait géner I’interprétation des résultats.

En outre, I’utilisation des suppléments vitaminiques trois mois avant la période du

prélévement est aussi un critere que nous avions considéré.

Latroisiéme population est une population témoin représentée par 67 femmes dont I’age
moyen est de 29,78 + 6,59. Ce sont des femmes en bonne santé, qui ont déja accouché sans
jamais avoir eu d’enfants atteints ’AFTN. L’&ge, e niveau socioéconomique et les criteres

d’exclusion pour les témoins sont les mémes gque ceux des méeres a risque.

Pour I’ensembe des individus, les prélévements sanguins ont été effectués au niveau des
services d’hospitalisation concernés. Par ailleurs, un recueil de données a été effectué, il
consiste en une étude du dossier médical des enfants et en un interrogatoire auprés des meres.
(Annexe 1)
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Pour

Pour

Pour

Pour

PRELEVEMENTS SANGUINS
Les prélevements de sang ont été recueillis.

le dosage des folates : les prélevements doivent étre fait a jeun et conservés a I’abri de

lalumiere.

le folate sérique: il est nécessaire d’obtenir du sérum par prélévement de 5 ml du sang
sur tube sec et aprés centrifugation a 4000 tours/min pendant 10 minutes. De bonnes
conditions de conservation sont indispensables pour I’obtention de résultats fiables. Si
le sérum n’est pas dosé dans les 8 heures, il faut I’aliquoter et le congeler a -20°C afin
d’assurer une stabilité pendant 6 & 8 semaines. Les sérums hémolysés ne conviennent

pas aux dosages.

le folate érythrocytaire: il est nécessaire d’obtenir du sang total frais recueilli sur un
tube EDTA traité par I’acide ascorbique (puissant agent antioxydant permettant la lyse
des globules rouges). Aprés récupération de I’échantillon, I’hématocrite du patient devra
étre connu pour transcrire les résultats obtenus dans le sang total en résultats d’acide
foligue érythrocytaires. Les cellules du sang total sont lysées en diluant I’échantillon au
1/21 dans une solution d’acide ascorbique a 1% fraichement préparée a chague
utilisation. L’hémolyséat est ensuite vortexé et laissé 90 minutes a température ambiante
(+15°C/ +28°C°) al’obscurité. L’hémolysét peut étre conservé jusqu’a 3 heures a +2°C/
+ 8°C ou congelé 2 semaines a-20°C.

le dosage de I’Hcy: les préévements se font a jeun sur des tubes EDTA. Les
échantillons doivent étre conservés dans la glace entre le moment du prélévement et la
centrifugation qui se fait 24000 tr / min pendant 8 min, le plasma obtenu est congelé a -
20 ° C. Il est important de séparer le plasma des cellules dés que possible apres le
prélévement, car la synthése de I’Hcy peut avoir lieu dans les hématies.

Pour la recherche des mutations: des prélevements sanguins en quantité de 6 a 10 ml sont

réalisés sur des tubes vacuténaires K3EDTA qui est un chélateur ou un inhibiteur de
I’action des enzymes Dnase ou nucléase et ce, pour que I’ADN reste intacte et ne se
casse pas (le prélevement ne se fait pas sur héparine car c’est un inhibiteur de la Taq

polymérase).
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[l ANALYSESBIOCHIMIQUES

Les concentrations des métabolites folates’homocystéine ont été déterminées pour les
meres d’enfants atteints ’AFTN et pour les témoins.

[11.1. DOSAGE DESFOLATES

[1.1.1. PRINCIPE

C’est un immunodosage par compétition. Le test en chimiluminescence utilise un
principe de compétition en phase liquide avec un ligand marqué et une immobilisation in situ
avec une protéine porteuse. La révélation s'effectue au moyen d’un anti ligand marqué par de

la phosphatase a caline. Les échantillons a doser doivent subir une ébullition préalable.

L acide folique de I’échantillon entre en compétition avec I’analogue de I’acide folique

marqué par le ligand vis-avis d’une quantité limité d’une proténe porteuse de |’acide folique.
Cette protéine porteuse est capturée par I’anticorps fixé ala surface de la bille.

11.1.2. DOSAGE (IMMULITE 2000)

Le dosage quantitatif de I’acide folique se fait dans le sérum et dans les globules rouges.

Les taux circulant d’acide foligue sont fortement influencés par les ingestions récentes,
ainsi, les taux d’acide folique mesurés dans le sérum peuvent étre normaux lors d’une carence
en acide folique. Il est ainsi important de déterminer les taux des folates dans les globules
rouges méme s les dosages sériques ont été réalisés. De plus, afin d’obtenir un résultat
érythrocytaire précis, il est important de connaitre également le taux sérique d’acide folique

du patient.

- Préparation de la solution de travail

Les échantillons qui vont étre testés en acide folique doivent étre prétraités par une
solution préparée quotidiennement. Si elle N’est pas utiliste immédiatement, elle peut étre

conservée a +2°C/ +8°C pendant 24 heures au plus.
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Solution ul/ test
Solution borate / tampon KCN 1000
Folate marqué par un ligand 20
Solution de dithiothréitol 20

- Préparations des échantillons

200 pl de chaque gjusteur, controle et échantillon de patient, sérum ou hémolysét, est
mélangé a 1000 pl de la solution de travail. Les tubes non hermétiquement fermés sont placés
dans un bain d’eau chaude a ébullition (100°C) pendant 15 a 20 minutes, ensuite ils sont
refroidis dans un bain d’eau a température ambiante pendant 5 minutes. 350 pl de

I”échantillon ainsi préparé est mise dans une unité Echantillon IMMULITE.

1.1.3. CALCUL

Le résultat R en nano grammes par millilitre (ng / ml) d’hémolysét est multiplié par le
facteur de dilution 21 afin d’obtenir la concentration en acide folique dans le sang total (en ng

/ ml). Pour obtenir la concentration d’acide folique dans les globules rouges :

21R x (100/H) (H : hématocrite en pourcentage)

Pour plus de précision la concentration sérique d’acide folique doit étre soustraite de la

concentration en acide folique du sang total et on obtient :
La concentration d’acide folique érythrocytaire : 21R — (S x (100-H)/100) x (100/H)

- Valeursderéférences

Acidefolique sérique 3-17 ng/ml (6-39 nmol/l)
Acidefolique dans | e sang total 43-295 ng/ml (97-668 nmal/l)
Acide folique dans les globules rouges 93-641 ng/ml (212-1453 nmaoal/l)
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[11.2. DOSAGE DE L’HOMOCYSTEINE

1.2.1. PRINCIPE

C’est un immunodosage par compétition. Le test inclut une étape préliminaire manuelle
de prétraitement des échantillons. L’Hcy des échantillons plasmatiques est séparée des
protéines de liaison et convertit en SAH apres incubation de 30 minutes & 37°C en dehors du
systeme et en présence de SAHH et de di-thio-threitol (DTT).

L’échantillon prétraité et I’anticorps anti SAH marqué a la phosphatase alcaline sont
introduits simultanément dans I’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 la SAH fixé pour se lier al’anticorps anti-SAH marqué a la phosphatase
acaline.

11.2.2. DOSAGE (IMMULITE 2000)

Préparation de la solution de travail

La solution est préparée quotidiennement. Elle doit étre utilisée dans les 2 heures
suivant la préparation. Un volume suffisant de la solution B de prétraitement (DDT dans un
tampon) est dilué au 1/10 dans I’eau distillée avant de I’gouter a la solution A de
prétraitement (SAHH bovine dans un tampon). Les deux solutions A et B (diluées) sont
mélangées a volume égal. Les quantités doivent étre suffisantes pour le nombre de tests a

réaliser.

Préparations des échantillons

— Pour les contréles et échantillons de patients

15 pl de chaque contrble et échantillon de patient (plasma) est gjoutée a 300ul de la
solution de travail. Les tubes fermés et mélangés sont placés dans un bain-marie a 37°C

pendant 30 minutes, ensuite ils sont transférés dans les unités Echantillon IMMULITE.
— Pour les gjusteurs

20 ul de chacun des gjusteurs (SAH synthétique dans une matrice protéine/tampon) est

gjoutée a 400ul de la solution de travail. Les autres étapes sont les mémes. Les échantillons
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prétraités sont stables a température ambiante (+15°C/+28°C) ou réfrigérés a +2°C/+8°C une

heure avant le dosage.
Valeurs de références

Letest IMMULITE 2000 Homocystéine présente un domaine de référence de 5— 15umol/l.
|V ANALYSES GENETIQUES
[V.1. EXTRACTION ET DOSAGE DE L’ADN GENOMIQUE DU SANG

1V.1.1. PRINCIPE

L es leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ ADN, pour pouvoir les isoler,
le sang doit étre initialement mélangé a une solution hypotonique pour permettre la lyse des
globules rouges. Aprés récupération des leucocytes, ces derniers vont étre traités par un
mélange représenté par un détergeant Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) et la protéinase K et ce,
dans le but de dégrader tout ce qui est protéine. L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et
les protéines qui lui sont associés sont éliminées par précipitation au NaCl. Le surnageant

ainsi récupéré est traité par I’éthanol dans lequel une pelote ’ADN se forme par précipitation.

1V.1.2. TECHNIQUE

La lyse des globules rouges et la préparation des leucocytes

— Dansun tube Falcon de 50 ml ; le sang total complété a’50 ml avec du TE 20 :5 mis et
laissé 10 min dans la glace puis centrifugé pendant 10 min a 3800 tour/min. (TE 20
:5: tris 20 MM mélangés aI’EDTA 5mM, complété avec I’eau distillée jusqu’a 1000
ml apH =7,5).

— Lesurnageant est ensuite déverse.

— LeTE 20:5est gjouté jusgu’a 30 pL au culot, le tout est agité et laissé 10 min dans la
glace puis centrifugé dans les mémes conditions précédentes.

— Ensuite le surnageant est encore une fois déversé pour obtenir du culot de leucocytes.

— Enfindu TE 10 :1 est gjouté et le culot est conservé a (-20°C) dans le congélateur. (TE
10:1:10 mM detrismélangésa 1lmM d’EDTA apH =7,5)
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Extraction de|’ADN

— Les leucocytes sont décongelés puis centrifugés pendant 10 minutes a 4000 tour/min
et le culot de leucocytes est repris dans un tube Falcon de 15 ml.

— Au culot leucocytaire sont goutés 3 ml de tampon de lyse (Tris IM mélangé a
I’EDTA 0,5 M, complété jusqu’a 100 ml d’eau & pH = 8,2). Ensuite 200 uL de SDS a
10%, puis 100 pL de protéinase K (10 mg/ ml).

— Letube, sur une roue, est ensuite agité a 37°C pendant une nuit.

— Lelendemain; il est refroidi dans laglace, auquel I’on rgjoute du Nacl 4M. Le tout est
agité rigoureusement alamain.

— Le surnageant, aprés centrifugation, est repris dans un tube Falcon de 15 ml ou il faut
gjouter 2 fois son volume d’éthanol absolu préalablement refroidi. Par retournement,
lapelote d’ADN seforme. Si elle n’apparait pas, on laisse 30 min a—-20°C.

— La pelote d’ADN est récupérée avec une pipette pasteur et rincée en deux reprises
dans I’éthanol a 70%.

— Enfin la pelote est mise dans un tube Nunc.

Solubilisation

Selon lagrosseur de la pelote et la concentration souhaitée, I’on gjoute entre 300 et 1000
ul de TE10:1 et on laisse le tube nunc durant une nuit sur un agitateur rotateur a 37°C puis a

température ambiante jusqu’a dissolution compléte (1 a2 jours).
1V.1.3. DOSAGE ET PURIFICATION

La concentration des ADN extraits est estimée par 1a mesure de I’absorbance a 260 nm.
Sachant qu’une unité de DO a 260 nm est équivalente a 50 ug /ml d’ADN, il est possible
d’évaluer la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule : facteur de dilution x 50 x
DO260. Par ailleurs, la qualité de I’ADN est évaluée par un rapport de DO 260/DO 280; un
ADN de bonne qualité, dépourvu de contamination par les protéines ou par I’ARN, doit

présenter un rapport compris entre 1,6 et 2.

La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, un bon résultat est a écarter dans

les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable de procéder par la
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réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les échantillons d’ADN

purs sont conservés a + 4°C jusqu'a utilisation.

IV.2. PRINCIPE DE LA RECHERCHE DESMUTATIONSPAR LA TECHNIQUE
PCR/RFLP

Réaction de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction PCR)

La réaction de polymérisation en chaine permet I’obtention d’un tres grand nombre de
copies d’un segment particulier d’ADN. Le principe de cette technique consiste a utiliser deux
amorces, courtes séguences d’ADN (18-24 nucléotides), qui s’hybrident a des sites
complémentaires situés en orientation inversée sur les deux brins de I’ADN qui encadrent la
région que I’on veut amplifier. L’élongation des brins complémentaires & partir des amorces
est assurée par une enzyme Taq polymérase (source Thermus aquaticus).

La réaction de PCR repose sur trois étapes : la dénaturation de I’ADN qui conduit a la

séparation des brins d’ADN, I’hybridation des amorces et I’é ongation des brins d’ADN.

Etude du polymorphisme de longueur de fragments de restriction (Restriction

fragment lengh polymorphism RFLP)

Le RFLP refléte une différence (un polymorphisme) au niveau d’un site particulier de
reconnaissance d’une enzyme de restriction donnée. Cette variabilité se manifeste par la
présence ou I’absence de celui-ci, ce qui se traduit par un polymorphisme des longueurs des
fragments de restriction. Aprés digestion enzymatique, les fragments de restrictions sont
soumis a une électrophorése sur gel qui permet leur séparation en fonction de leur taille.
Aprés migration, les fragments sont révélés par I’utilisation du bromure d’éthidum (BET)

fluorescent aux rayons ultraviol ets.



PATIENTSET METHODES

IV.3. GENOTYPAGE DES POLYMORPHISMESRFC G80A, MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G ET CBS 844I1Ns68

1V.3.1. AMPLIFICATION DE L ’ADN

L’ADN cible de chague gene est amplifié par PCR dans un thermocycler. Pour I’ensemble

des polymorphismes et pour chague tube de réaction sont mélangés :

U 5 pl d’un tampon de réaction 10X
u 2,5 mM du mix des4 dNTPs (2 mM pour I’amplification des fragments contenant les
polymorphismes G80A du géne RFC et C677T du géne de laMTHFR)

u 25 mM de MgCl, (50 mM pour I’amplification des fragments contenant le
polymorphisme A2756G du gene MTR)
u les amorces de concentration spécifique pour chague fragment a amplifier d’un

polymorphisme donné (T ableau 01)

ua I’enzyme Taq polymérase de concentration spécifique pour chaque fragment a
amplifier d’un polymorphisme donné (Tableau 01)

u eau pour 50 pl du volume total

U Laquantité d’ADN était fonction du polymorphisme recherché (1 a2 pl)

Notons que pour le polymorphisme A66G du géne MTRR le tampon de réaction contenait du
MgCl,, I’eau pour 25 pl du volume total et la quantité d’ADN était de 2,5 pl.
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Tableau 01 : Amorces et conditions d’amplification

(I?I'Oelu}ilrz(;: Zgrlrs]r;ni Séquences des amor ces Concentration | Concentration
X o amor ces Taq
aamplifier)
5AGT GTCACCTTCGTCCCCTC3
G80A rs1051266
(230 pb) 5CTCCCGCGT GAAGTTCTT 3 1mM 4U
Chango et al. (2000)
e 5-TGA AGGAGA AGGTGT CTGCGGGA 3 0,022
(198 ph) 5-AGGACGGTGCGGTGA GAGTG 3 pmole/pl 25U
Frosst et al. (1995)
B e 5’ CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC3
(163 ph) 5 CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG3 40 ng 2U
Van der Put et a. (1998)
AZTE6G 11805087 5’ CATGGAAGAATATGAAGATATTAGACZ?
(189 ph) 5’GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTAZ 7 pmole/ul 12U
Morrison et al. (1998)
ABEG r<1801394 5’CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGACATZ
(150 ph) 5 CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG 3 20pM SU
Relton et al. (2004b)
CBS 844ins68 5’CTG GCCTTG AGC CCT GAAZ
(184 pb sansins |5 GGC CGG GCT CTG GACCTC3 10 pmole/pl 4U
252 pb avec ins) Morrison et al. (1998)
pb : pairesdebases, ins: insertion
Unefoisle mix préparé, la PCR se dérouleraen plusieurs phases.
Tableau 02 : Programmes d’amplification par PCR
POLYMORPHISME
G80A C677T A1298C A2756G A66G CBSins68
Dénaturation initiale 94°C - 94 °C-
T°- Temps 94°C-2min 5min 12min 95°C-2min | 95°C-5min | 95°C-2min
Nombre Cycles 45 30 30 35 45 30
Dénaturation
l(-an T°- Temps 94°C-30s | 94°C-30s | 94°C-30s | 94°C-40s | 94°C-20s | 94°C-30s
% Hybridation
a T °- Temps 58°C-30s | 65°C-30s | 56 °C-30s | 50°C-40s | 58°C-40s | 62°C-25s
Elongation
T °- Temps 72°C-45s | 72°C-40s | 72°C-30s | 72°C-1min| 72°C-20s | 72°C-25s
Elongation finale 72°C- 72°C-
T °- Temps 72°C-7min| 10min 72°C-3 min 10min 72°C-3 | 72°C-5min
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1V.3.2.

CONTROLE DES PRODUITSDE PCR

Pour le contrble de la taille des fragments amplifiés, un dépét de 10 pl du produit de
PCR et de 2 ul de bleu de Bromophénol (BBP) a été effectué sur un gel d'agarose a 1,5 %
additionné de 10 ul de BET. Lamigration est réalisée a 90-120 volts pendant une heure.

1V.3.3.

DIGESTION ENZYMATIQUE

Pour chague polymorphisme I’ADN amplifié est digéré dans une réaction contenant un

tampon 10X, I’enzyme de restriction et I’eau. Les particularités de cette étape pour chaque

polymorphisme sont résumées dans | e tableau 03 :

Tableau 03 : Conditions et résultats de la digestion

Polymor phisme Enzymede , o
restriction T° | Temps Tailles des fragments en pb aprés digestion
(Effet) (quantité)
_— Homozygote sauvage GG | 125-68- 37 NV
(Abolition d’un | Hhal (10w pl) | 37°C| 4h |Homozygote muté AA 162-68
sitederestriction) Hétérozygote AG 162-125-68-37 NV
C677T Homozygote sauvage CC | 198
(Création d’un site | Hinf | (10upl) | 37°C ﬁ{ﬁ Homozygote muté TT 175- 23W
derestriction) Hétérozygote CT 198-175-23 NV
A1298C Homozygote sauvage AA | 56-31-30-28 NV -18 NV
(Abolition d’un | Mboll (5u/ul) | 37°C| 4h |Homozygote muté CC 84-31-30-18 NV
sitederestriction) Hétérozygote AC 84-56-31-30-28 NV-18NV
ADTE6G Homozygote sauvage AA | 189
(Création d’un site| Haelll (10w/ul) | 37°C| 4h | Homozygote muté GG 159- 30NV
derestriction) Hétérozygote AG 189-159-30 NV
AGEG Homozygote sauvage AA | 150
(Création d’un site| Afllll (10w pl) | 37°C| 1h |Homozygote muté GG 123- 27\
derestriction) Hétérozygote AG 150-123-27 NV

NV: Bande non visible sur le gel d’@éctrophorése utilisé, T°: Température, pb : paires de bases, Hha | : source Haemophilus

haemolyticus, Hinf | : source Haemophilus influenzae, Mboll : source Moraxella bovis, Haelll : source Haemophilus aegyptius,
Aflll : source Anabaena flos-aquae

Seule la recherche du polymorphisme CBSIns68 n’a pas nécessité une étape de

restriction puisqu’il s’agit d’une insertion.
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1V.3.4. MIGRATION DES FRAGMENTS DE RESTRICTION

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
électrophorése sur un gel additionné de 10 pl de BET et coulé sur une plaque de la cuve
horizontale. 10 pl du produit de la digestion sont mélangés a 3 l de BBP et déposés dans les
puits du gel. Dans chague gel on dépose également un marqueur de taille (ref-GEPMQRO1-
26). Lamigration est réalisée de 80 a 100 volts pendant une heure dans un tampon 1X.
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1V.3.5. PROFILS ELECTROPHORETIQUES

Polymor phisme G80A

AG(162+ 125+68) AA (162 +68) GG(125+68)

Figure 18 : Profil d’électrophorese sur gel d’agarose a 4% des fragments présentant

différents génotypes du polymor phisme G80A.

Polymorphisme C677T

T
(1984175}

& &
(198}

TT
(175}

Figure 19: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 3% des fragments pr ésentant
différents génotypes du polymor phisme C677T.
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Polymor phisme A1298C

CC(30/31+84 AC(30/31+56+ 84 AA(56+30/31

Figure 20: Profil d’électrophor ese sur gel d’agarose 3%/ Nusieve 1% des fragments
présentant différents génotypes du polymor phisme A1298C.

Polymor phisme A2756G

AG 139159) AA (189 GG (L5

Figure 21: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 3% des fragments présentant

différents génotypes du polymor phisme A2756G.
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Polymor phisme A66G

GG (123) AG (150 + 123) AA (150)

uw-‘---_,_”w--—w

Figure 22 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 3% des fragments présentant

différents genotypes du polymor phisme A66G.

Polymor phisme CBS 844ins 68

NN (184) MM (252) NAI(184+ 252)

Figure 23 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 3% des fragments présentant
différents génotypes du polymor phisme 844ins68.
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V  ANALYSES STATISTIQUES

Les variables qualitatives sont exprimées sous forme de nombre de cas et de
pourcentages et |es variables continues sous forme de moyenne + écart-type ou des centiles.

Pour la comparaison des concentrations moyennes des folates et de I’homocystéine des
deux groupes, nous avons utilisé I’analyse des variances (Anova) en cas de distribution
normale. Dans le cas des variances différentes, objectivées grace au test ’homogénéité des

variances de Bartlett, nous avons utilisé e test non paramétrique de Mann-Whitney.

L’odds ratio (son intervalle de confiance Cl a 95%) exprime le degré de dépendance
entre les variables, il permet de mesurer I’effet d’un facteur. |l a été calculé dans notre étude :

U Pour évaluer lerisgue lié aux différentes variables folates et homocystéine.
U Pour estimer lerisque de lamaladie lié aux mutations.

Le seuil critique a priori est de 0,05. Si lavaleur de p calculée est inférieure a ce seulil,
il existe une relation logique entre les variables et, la différence entre les parametres des

mal ades et des témoins est déclarée statistiqguement significative.

Les résultats statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que tous les parameétres

considérés ont été réalisés par lelogiciel Epi info version 6,0.
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|  CARACTERISTIQUES DESPOPULATIONS D’ETUDE
[.1. PATIENTS

Un ensemble de 48 enfants atteints d’AFTN non-syndromique ont été diagnostiqués
alanaissance par un neurochirurgien, chez lesguels nous avons réalisé une étude génétique
en recherchant les mutations dans les génes susceptibles d’intervenir dans le métabolisme

desfolates et de |’homocystéine.

Pour chague enfant les caractéristiques générales ont été relevées : le sexe, le type de

malformation ainsi que les malformations associées (T ableau 04).

Tableau 04: Caractéristiques générales des enfantsavec AFTN

Patients
Variables N= 48
n (%)
Sexe M,as_cu.l in 25 (52,08)
Féminin 23 (47,92)
Formes Spina Bifida 43 (89,58)
cliniques Encephalocéle 5 (10,42)
Hydrocéphalie 8 (16,67)
Hydrocéphalie et Paraplégie des membresinférieurs | 11 (22,92)
M alfor mations | Paraplégie des membres inférieurs 5(10,42)
associées Arnold Chiari Il 3(6,25)
Malformations des pieds 5(10,42)
Total 32 (66,68)

La répartition des sujets selon le sexe montre que, les AFTNs affectent avec des
fréquences proches, aussi bien les garcons que les filles. Un résultat similaire a été rapporté
dans la population Marocaine par Radouani et al. (2015). Contrairement, une prédominance

du sexe féminin est observée par Houcher et a. (2008) dans larégion de Sétif en Algérie.

Les enfants, de notre population d’étude, possedent les formes Spina bifida
(myéloméningocele ou méningocele) et encéphalocele. Nous n’avons pas retenu les cas
d’anencéphalies car ils meurent tous, soit ala naissance soit in utero.
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La grande majorité des patients ont présenté la forme spina bifida (89,58 %). Seuls, cing
enfants ont un encéphalocéle. Spina bifida est I’anomalie la plus fréguente aussi bien dans la
présente étude que dans la plupart des travaux de la littérature (Rankin et al., 2000 ; Safdar et
al., 2007 ; Dey et al., 2010).

L’atteinte motrice (paraplégie des membres inférieurs) et/ou la présence des
malformations secondaires (I”’hydrocéphalie et les malformations des pieds) est observée chez
32 enfants soit 66.66 % des cas. Cette constatation concorde bien avec les données de la
littérature ou la déficience neurologique résultant du spina bifida conduit généralement a des
troubles moteurs et sensitifs affectant les membres inférieurs. De plus, le spina bifida est
fréquemment accompagné d'autres anomalies cliniquement significatives du systéme nerveux
central, essentiellement I’hydrocéphalie qui est souvent associée a la maformation d'’Arnold-
Chiari I1. Une association des encéphalocéle et I’hydrocéphalie est également notée (Copp et
al., 2013) .

.2. MERESA RISQUE

Pour chacune des meéres, ont été révélées les caractéristiques cliniques suivantes: la

consanguinité, le nombre d’avortements et la présence ou non d’antécédents (T ableau 05).

Tableau 05 : Caractéristiques cliniques des mér es ayant des enfants atteints

Caractéristiques Meres N= 38
n(%)
Cansanguinité 0
Avortements 11(28,94%)
ATCD P 2 enfants atteints (1% degré)
2(5,26% 1 enfant atteint (1 degré
Antécédents ( ‘) (17 degre)
ATCD PetF . &r )
Per sonnels et/ou 1(2,63%) un enfant et une soaur atteints (1~ degré)
el | Frére atteint (1% degré)
(ATCD P/IF) ATCD F ot 3eme§g 3
3(7,89%) ousin attei nt. ( _ egre)
’ Apparenté lointin atteint
TOTAL 6 (15,79%)
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Aucun cas de mariage consanguin n’a été observé chez ces meres (Tableau 05), ce qui
est en accord avec les résultas Selon Zaoui et Biemont (2002), le mariage entre cousins
germains du premier degré présente une faible fréquence en Algérie ; il ne représente que 10 a
16% seulement. Par ailleurs, Salih et al. (2014) en Arabie Saoudite n’ont pas rapporté un

risque lié ala consanguinité.

Dans notre groupe de meéres, le pourcentage de femmes ayant eu un ou plusieurs
avortements spontanés était de 28,94 %. Ce constat confirme ce qui a été rapporté par Creasy
et Alberman (1976) ou des fréquences trés élevées de fodus avec AFTN ont été sujets de
fausses couches. Il importe de savoir que parmi ces méres a risque, la moitié était

hyperhomocysteinémique.

Dans notre cohorte 15,78% avaient des antécédents personnels ou familiaux pour la
malformation, suggérant ainsi une forme génétique. Ce résultat concorde avec ce qui a été
rapporté par Safi et al. (2012), ou 15% des maformations congénitales sont d’origine
génétique. Deux femmes, avaient des antécédents personnels (I’une ayant déja deux enfants
avec AFTN et la deuxiéme un enfant), une femme ayant une histoire personnelle et une
histoire familiale de la malformation et trois autres ayant des antécédents familiaux (dont une
a fait en plus quatre avortements ultérieurs) (Tableau 05). Ainsi, un risgue de récurrence est
observé dans la fratrie et chez les apparentés. Selon la littérature, aprés la naissance d’'un
enfant atteint, le risque de récurrence a été estimé entre 2 a 5%, et dans lafratrie de 5 al0 fois
plus que celui de la population générale (Copp et a., 2010). En fait, ces fréquences de
récurrence sadaptent plus a une hérédité multifactorielle, plutoét qu'a un mode dominant ou

récessif avec pénétrance réduite (Harris et Juriloff, 2007).
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Il ANALYSE DU STATUT FOLIQUE CHEZ LESMERESA RISQUE

Cette partie de notre étude, menée sur des méres algériennes ayant des grossesses
affectées par des AFTNSs, a permis de fournir des données sur leur statut folique. Elle vise a
évaluer I'ampleur de I’abaissement des taux des folates et/ou I’augmentation du taux de
I”’homocystéine chez des femmes arisque en age de procréer.

Le taux de folate érythrocytaire est I’indicateur principal de ce statut, étant stable, il
n’est pas influencé par les ingestions alimentaires récentes et représente la forme de réserve
de I’organisme (Gibson, 2005). En revanche, le folate sérique (Shane, 2010) et
I’homocystéine plasmatique (Ueland et Rozen, 2005) sont également des paramétres qui

représentent |e statut du folate.

Une anayse comparative des parametres biochimiques aété réalisée entre lesmeéres

d’enfants atteints et les témoins.

I1.1. COMPARAISON DESTAUX DESFOLATESET DE L’HOMOCYSTEINE ENTRE

LESMERESET LESTEMOINS

[1.1.1. COMPARAISON DES MOYENNES DES FOLATES ET DE L "HOMOCYSTEINE

Le tableau ci-aprés montre |la différence des moyennes des folates et de I’homocystéine

entre les méres et les témoins.

Les moyennes des folates sérique et érythrocytaire chez les méres sont dans les normes
physiologiques. Elles ne different pas de celles des témoins (p>0,05), bien qu'elles soient plus
faibles (Tableau 06).

La comparaison des moyennes de I’homocystéine montre qu’elle était significativement
élevée (p=0,006) chez les méres des enfants atteints. L’hyperhomocystéinémie (taux
supérieure a 15 umol/l) est observée chez 26,31% des méres a risque contre 5.97% retrouvé
chez les témoins. Elle a augmenté presque de 6 fois le risque d’avoir un enfant atteint
(p=0,003). (Tableau 06).
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Tableau 06 : Comparaison des moyennes des folates et de I’homocystéine entre les meres

ayant un enfant atteint d’AFTN et lestémoins

M étabolite Méres Controles P value
Folate sérique (ng/ml) 9,39+ 6,03 11,08 + 6,77 NS
Folate érythrocytaire (ng/ml) 367,28 + 212,20 | 496,34 + 352,30 NS
Homocystéine (umol/l) 14,00+10,88 7,75+4,58 P=0,006
Hhcy > 15 n méres/n témoins (%) | 10/38 (26,31) 4/67(5,97) p= 0,003

Hhcy > 15 umol/l OR 5,63 (1,45-23,58), NS:. non significatif

Comparaison des moyennes du Comparaison des moyennes du
folate sérique (ng/ml) folate érythrocytaire (ng/ml)

20,00 1000,00
15,00 J
10,00 L4 500,00 '

5,00 T T

0,00 0,00

Meéres Témoins Meéres Témoins

Comparaison des moyennes
d'homocystéine (umol/l)

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00 |
5,00 ?
0,00

Meéres Témoins

Figure 24: Représentation graphique de la comparaison des moyennes des folates et de
[’homocysténe entre les méres ayant un enfant atteint d’AFTN et lestémoins

[1.1.2. COMPARAISON DES TAUX DES FOLATESET DE L "HOMOCYSTEINE PAR

PERCENTILES

Pour une meilleure précision par rapport a la comparaison des moyennes, nhous avons

opté pour une approche percentile.

Le tableau 07 présente une comparaison des taux des folates sériques et érythrocytaires
ainsi que de I’homocystéine aux 10°™, 25 ®™ 50 ¥ 75 ™ gt 90 ™ percentiles entre les

meres et |les témoins.
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Nous avons divise les niveaux des folates érythrocytaires, sériques et de I’homocystéine
en cing groupes ou percentiles ensuite, les valeurs trouvées a chaque limite d’intervalle pour
les meres et les témoins ont été comparées.

Nous avons observeé que les taux des folates aux différents percentiles chez les méres a
risque sont inférieurs a ceux des témoins montrant que le statut folique reste faible.
Concernant I’homocystéine, les taux sont plus élevés aux 10°1, 25, 5 me 758me gt goeme
percentiles chez les méres confirmant ains le résultat de la comparaison des moyennes

(Tableau 07).

Tableau 07: Répartition des taux des folates sérique et érythrocytaire et de

I’homocystéine par percentiles chez les meres et chez le groupe témoin

Per centiles 10 25 50 75 90
Folate sérique Meres 2,98 51 6,9 12,6 21,7
(ng/ml) Témoins 4,25 6,1 8,65 15,6 24
Folate érythrocytaire| Méres 111,23 190,58 295,36 562,12 728
(ng/ml) Témoins [179,21 228,95 395,2 635,12 1149,68
Homocystéine Méres  |453 6,45 10,49 15,91 36,06
(umol/l) Témoins |4,1 4,63 6,44 9,77 14,59

[1.2. ETUDE DE L’EVOLUTION DU RISQUE D’APPARITION DESAFTNSEN

RELATION AVEC LESNIVEAUX DESFOLATESET DE L’HOMOCYSTEINE

Le tableau 08 comporte I’évolution du risque d’apparition de la maformation en

relation avec les niveaux des folates et de I’homocystéine.

Nous avons classé les taux des folates sériques, érythrocytaires et de I’homocystéine des
témoins par quartiles et, nous avons répartie les méres et les témoins selon leur appartenance
a ces intervalles afin de calculer le risque a chaque classe. L’utilisation des quartiles et non
pas les percentiles dans ce cas a pour objectif, d’avoir un nombre d’individus plus élevé dans
chagque intervalle. Le quartile le plus élevé des folates est utilise comme classe de référence
pour le calcul des ORs et les intervalles de confiance. Tandis que pour I'nomocystéine, nous

avons utilisé le quartile le plus bas comme référence.
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L’estimation du risque par rapport aux différents taux des folates nous a permis de noter
que les Odds ratio présentent des valeurs qui augmentent en passant du quartile supérieur
(taux des folates élevés) au quartile inférieur (taux desfolates bas) ; ils sont égaux a 1,33, 1,78
et 1,93 pour le folate sérique et 1,25, 1,63 et 2,17 pour le folate érythrocytaire,
respectivement. La diminution de la concentration des folates a conduit a I’augmentation du

risque, bien que statistiquement I’effet n’est pas significatif (T ableau 08).

Par contre, les valeurs des Odds ratio pour I’homocystéine augmentent du quartile
inférieur (taux de I’hcy bas) au quartile supérieur (taux de I’hcy élevés), ce dernier a montré
une augmentation de six fois le risgue (p< 0,01) chez les méres d’enfants atteints (T ableau
08).

Tableau 08: Odds ratio représentant le risque d’avoir un enfant atteint chez les méres

associé aux quartiles des folates sérique et érythrocytaire et de I’homocystéine des

témoins
M étabolite Q1 (bas) Q2 Q3 Q4 (dlevé)

Intervalle 2,6-6,1 6,1-8,65 8,65-15,6 15,6-24
Folate sérique nméres/ntémoins | 13/18 10/15 09/18 06/16
(ng/ml) 1,93 1,78 1,33 1

0, ] 1

OR(C1 95%) (051-742) | (0.44733) |(033546) |(Référence)

Intervalle 104,32-228,96 |228,95-395,3 |395,2-635,12 |635,12-1468,9
Folate n méres/in témoins | 13/16 11/18 08/17 06/16
érythrocytaire 517
(ng/ml) 0 ) 1,63 1,25 1

OR(C1 95%) (0.57-848) | (042644) |(03531) | (Réérence)

Intervalle 3,27-4,64 4,63-6,45 6,44-9,77 9,77-24
Homocystéine n méres/n témoins 04/18 06/16 06/15 22/16
(nmol/l)

OR(CI 95%) 1 1,69 1,80 6,19%*

(Ré&férence) | (0,33-891) |(0,35-959) | (1,54-26,88)

** P<0.01; n, nombre; Q, quartile; OR, OddsRatio.

70



RESULTATSET DISCUSSION

I1.3. FOLATESET AFTNS

Une absence d’un taux bas des folates par rapport aux normes physiologiques chez les
meres dans notre population montre qu’une déficience nutritionnelle ne représente pas un
facteur de risque indépendant pour ces malformations, notre résultat est cohérent avec
plusieurs études entre autres celles citées dans le (tableau 01 en annexe) (Groenen et al.,
2004 ; Ratan et al., 2008). En effet, selon ces éudes il n’y avait pas de différences
significatives des taux des folates par rapport aux témoins, les dosages des folates bien
guinférieurs a ceux des méres d'enfants normaux, demeurent dans l'intervalle des valeurs
normales. Dans la littérature, les travaux qui ont pu rapporter un taux de folates déficient chez
les méres sont généralement issus de populations dont le régime alimentaire est pauvre en
folate. Parmi ces études, celle de Gu et al. (2012) réalisée dans la région de Xinjiang en Chine
se caractérisant par un long hiver et un climat sec et par conséquent, par une alimentation
pauvre en |égumes et fruits frais, sources majeures des folates. Le méme constat a été rapporté
par des études effectuées sur des populations de race blanche principalement non
végétariennes et dont la déficience en folates était un déterminant majeur du risque de ces
malformations (Centers for Disease Control, 2004; Beaudin et Stover, 2007).

Par ailleurs, un niveau de folate norma ne reflete pas un taux suffisant pour la
prévention des AFTNSs. Les chercheurs ont établi une relation dose-réponse continue entre les
folates et le risque de survenue des AFTNSs. Daly et al. (1995) ont montré que les femmes
avec un folate érythrocytaire entre 0-150 ng/ml présentaient un risque plus élevé par rapport
aux femmes a folate érythrocytaire de 200-299 ng/ml. Le risgue, pour ces derniéres, est élevé
par rapport a celles avec un taux supérieur 2400 ng/ml, il passe de 6,6 a2,3 40,8 cas par 1000
naissances. Ceci prouve qu’il ya une relation inverse entre le taux des folates et le risque
d’AFTN. Ce congtat a été également supporté récemment par crider et a. (2014).

Les résultats de notre étude concordent bien; les Odds ratios présentent des valeurs qui
s’abaissent en passant du quartile inférieur (taux des folates bas) au quartile supérieur (taux
desfolates élevés) (Tableau 08).

En 2015, et sur la base des résultats des études de Daly et al. (1995) et Crider et al.
(2014), I’organisation mondiale de la santé a recommandé une concentration de folate
érythrocytaire de 400 ng/ml (906 nmol/l) nécessaire pour la prévention des AFTNs (Li et al.,
2016).
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Or, deux tiers de notre population de meres (65.78%) présentent des concentrations
basales de folate érythrocytaire inférieures a la valeur acceptée comme la concentration
optimale de folate afin de minimiser I’incidence des AFTNs (400ng/ml). Par ailleurs, les taux
des folates chez les méres a risque de notre population aux différents percentiles restent
inférieurs comparés a ceux des témoins, méme en absence de significativité statistique qui est
peut étre due alataille de I’échantillon (Tableau 07). De ce fait, nous ne pouvons pas exclure
I’intervention des folates dans la survenue des AFTNs dans notre population, le statut folique

chez les meres a risgue est probablement insuffisant.

Des concentrations optimales des folates sanguins sont nécessaires et doivent étre

définies et adoptées comme référence pour I’évaluation des besoins (crider et a., 2014)

D’autre part, bien que les premiéres associations entre les AFTNSs et I'acide folique ont
€té observées chez des femmes présentant des carences en folates, il a été aussi constaté que la
supplémentation par I’acide folique réduit le plus souvent la survenue de ces malformations
en l'absence de déficit de folate. (Molloy et al., 1985; Kirke et a., 1993), Ces études
soulignent que chez ces femmes, le probléme est plus complexe qu'un simple déficit
nutritionnel, I'effet protecteur de I'acide folique pourrait donc étre la correction de besoins
accrus par prédisposition génétique (Steegers-Theunissen et al., 1994; Mills et al., 1995;
Castro et al., 2004)

I1.4. HOMOCYSTEINE ET AFTNS

Nous avons trouve que les niveaux d’Hcy aux différents percentiles (Tableau 07), ainsi
gue la moyenne et la fréguence des meres a risque ayant une hyperhomocystéinémie étaient
significativement élevées (Tableau 06). Nos résultats concordent avec ceux
observés dans lalittérature (Felkner et a., 2009 ; Godbole et al., 2011 ; Gu et a., 2012) et
confirment que, I’homocystéine représente un facteur de risque important dans notre
population.

L augmentation de I’homocystéine peut refléter une dérégulation de son métabolisme.
Ce dernier est responsable de la production des groupements et des mol écules indispensables
a la synthése et a la régulation de I'ADN, de I'ARNmM et des proténes indispensables en
embryogénese. En effet, dans I’étude de Wang et al. (2010), les auteurs ont trouvé que les

meres des sujets avec AFTN avaient un taux bas de vitamine B12 et un taux de
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I’homocystéine élevé reflétant un défaut dans ces voies métaboliques, corrélé a un phénomene
d’hypométhylation chez leurs enfants. Le niveau de méthylation de I'ADN génomique LINE-
1 était significativement bas dans le tissu nerveux de ces sujets. Les auteurs ont suggéré
gu’une amélioration du statut nutritionnel des femmes au cours de la grossesse peut prévenir
ces malformations, éventuellement par le don de groupements méthyles importants pour le

développement embryonnaire.

L’hyperhomocystéinémie observée chez 26,31 % des meres de notre échantillon peut
expliquer sa cytotoxicité. En effet, les résultats obtenus par Afman et al. (2003) et Ueland et
Vollset (2004) sur un modéle animal expliquerait ce qui se produit chez I’lhomme. Leurs
études portant sur I’exposition des embryons du poussin a des taux élevés d’Hcy ont montré
que 27 % des cas avaient une AFTN et ont suggéré un effet tératogene direct de
I’homocysteine sur le développement embryonnaire. Felkner et al. (2009) ont montré que
I'hyperhomocystéinémie chez les femmes enceintes peut inhiber la fermeture du tube neural,

et, est considérée comme principal facteur de risque pour les AFTNS.

I1.5. CORRELATIONSFOLATES/HOMOCYSTEINE ET AFTNS

Les coefficients de corrélations ont été calculés entre les différents niveaux des folates

et entre ces derniers et les taux de I’homocystéine.

Le taux sérique de folate est corrélé au taux érythrocytaire pour I’ensemble des meres et
des témoins (r=0,543, p<0,01). Il est inversement relié a I’homocystéinémie (r=-0,428,
p<0,01). De méme, le taux defolate érythrocytaireest inversement corrélé au taux de
I”’homocystéine (r=-0,311, p=0,01). (Figure 25)
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Figure 25: Corréations entre les taux des folates sérique et érythrocytaire, folate

sérique et homocystéine et folate érythrocytaire et homocystéine

La corrélation inverse entre les taux des folates et les niveaux de I’homocystéine
plasmatique observée dans notre étude et dans de nombreuses autres (Felkner et al., 2009 ; Gu
et a., 2012) refléte la relation étroite existante entre le statut en folates et le métabolisme de
[”’homocystéine. L'apport alimentaire en folates ainsi que I’activité des enzymes dépendantes
des folates déterminent e déroulement du métabolisme de I'homocystéine. Dans notre cas, les
folates ne représentent pas un facteur de risque indépendant, le plus probable est que les
facteurs génétiques innés sont responsables du changement du profil folate-coenzymes des
cellules, affectant le statut en Hcy. Le taux des folates que nous avons observé chez nos
meres, peut auss influencer I’effet des genes, car les polymorphismes des enzymes du cycle
des folates conditionnent les besoins nutritionnels relatifs de la population concernée. Notre
hypothése est également soutenue par |es données rapportées par Steegers-Theunissen et al.
(1994).
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[l ANALYSE GENETIQUE

[11.1. POLYMORPHISME G80A DU GENE RFC

[1.1.1. ETUDE DE LA DISTRIBUTION DES FREQUENCESALLELIQUESET
GENOTYPIQUES

Le tableau 21 montre la prévalence de la mutation G80A du géne RFC.

L’ADNCc du gene RFC a été séquencé en 2000 par Chango et ses collaborateurs et ils
ont pu identifier ce polymorphisme commun dans la population générale, ou une guanine (G)
a été substituée en adénine (A) en position 80 de I’exon 2 du géne. Cependant, étant donné
gue les fréquences alléliques pour les deux alléles sont pratiquement identiques, certains
chercheurs se sont appuyés sur le test de déséquilibre de la transmission et ont propose I’alléle
G comme responsable de I’augmentation du risque des malformations du tube neural.
(DeMarco et al., 2003)

En se basant sur cette hypothése, le tableau 10 montre le risque lié & ce variant G du

polymorphisme G80A dans notre étude.

Dans notre population, les fréquences de I’alléle G sont égales a 0,41 en ce qui concerne
les enfants atteints d’AFTNSs, a 0,46 concernant les méeres et a 0,49 pour les témoins (T ableau
09). Nous n'avons pas détecté d'association significative entre ce variant alélique G et la
susceptibilité aux AFTNs aussi bien chez les meres que chez les enfants (Tableau 10).

Les fréquences génotypiques des enfants nous incitent a penser que le risque n’est pas
lié aux génotypes AG et GG. L’OR pour I’hétérozygotie est égal a 1,22 (0,46-3,25), et 0,27
(0,05-1,33) pour I’homozygotie. De méme pour les méres, I'OR estimé pour le génotype
hétérozygote est de 1,14 (0,39-3,35), et 0,71 (0,17-2,93) pour le génotype homozygote.
(Tableau 10)

Tableau 09 : Fréquences génotypiques et alléliques de la mutation G80A du gene RFC.

% (n)
RFC G80A GG AG AA G A
Enfantsatteintsd'AFTN 6,25(3) 68,75(33) 25,00(12) 041 059
Méres d'enfants atteints 15,79(6) 60,53(23) 23,68(9) 046 054
Témoins 22,39(15) 53,73(36) 23,88(16) 049 051

75



RESULTATSET DISCUSSION

Tableau 10: Risque (Odds Ratio) d’AFTNs lié au variant G du polymor phisme G80A
chez lesenfants et lesmeres

Enfants M éres

OR 95% ClI OR 95% ClI
AA vsAG 1,22 (0,46-3,25) 1,14 (0,39-3,35)
AA vs GG 0,27 (0,05-1,33) 0,71 (0,17-2,93)
AvsG 0,70 (0,40-1,24) 0,88 (0,48-1,61)

Par ailleurs, une étude publiée par Relton et al. (2003) a démontré que c’est I’allele A
gui augmente le risque d’avoir un enfant atteint. En se basant sur cette hypothése, nos
résultats montrent une augmentation du risgue associée au variant A de ce polymorphisme
chez les enfants. Les OR sont de 4,58(1,10-22,03) pour I’hétérozygotie AG et 3,75(0,75-
20,92) pour I’homozygotie AA avec des vaeurs de p inférieures a 0,01 et égae a 0,06,
respectivement (Tableau 11).

Tableau 11 : Risque (Odds Ratio) d’AFTNs lié au variant A du polymorphisme G80A

chez lesenfants et lesmeéres

Enfants Meres
OR 95% CI OR 95% ClI
GG VvsAG 4,58 (1,10-22,03)** 1,6 (0,48-5,43)
GG VvsAA 3,75 (0,75-20,92)* 1,41 (0,34-5,90)
GvsA 1,42 (1,81-2,50) 1,14 (0,62-2,08)
** 1 p<0,01, a:p=0,06
[1.1.2. INFLUENCE DU POLYMORPHISME G80A SUR LE RISQUE D’AFTNS

Le transport du folate et son absorption par la cellule est d’une grande importance. Un
défaut a ce niveau pourrait expliquer la facon dont la susceptibilité aux AFTNs peut étre
largement prévenue par sa supplémentation périconceptionnelle (Molloy, 2000). Ainsi, les
récepteurs des folates ont fait I'objet de nombreux travaux de recherches en génétique
moléculaire. Le transporteur du folate RFC est particulierement important au cours du
développement embryonnaire, il est fortement exprimé dans le sac de la vésicule viscérale, le
placenta ainsi que le tube neural (Zohn et Sarkar, 2010). Il a méme été trouvé qu’il joue un
réle dans la régulation épigénétique du développement de la créte neurale (origine du tube
neural) (Li et al., 2011).
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Plusieurs études ont été réalisées pour vérifier si ce polymorphisme était associé a un

risque élevé d’AFTNs (Tableau 02 en annexe).

La présente étude représente la premiére investigation épidémiologique du géne de
transport des folates RFC et du réle du polymorphisme G80A dans la survenue des AFTNs

dans la population algérienne.

Un total de huit études a été rapporté pour voir I’effet de ce polymorphisme a travers le
monde. En Europe, une étude italienne a permis de constater que le variant 80G représente un
facteur de risque significatif (De Marco et al., 2003), cependant, I’éude réalisée en Irlande
par O'Leary et a.(2006) ne supporte pas le résultat de De Marco et a. (2003). De méme, le
risque indépendant lié al’aléle G est déclaré comme non significatif par les études réalisées
en Amérigue (Shaw et al., 2002 ; Morin et a., 2003), cependant ils ont constaté que ce variant
augmente lerisque si le statut folique maternel est bas. En Chine, |’association entre le variant
G et les maformations du tube neural a été observée aussi bien par Shang et al. (2008) que
par Pel et a. (2009) mais pour ce dernier elle était abolie lorsqu’il ya une prise

périconceptionnelle d’acide folique par les meres.

Les analyses menées lors de ce travail, conformément a celles de O’leary et al.(2006),
ont montré que ce variant du polymorphisme ne sest pas révélé associé a un risque de
développement des AFTNs. Ce constat est valable pour les enfants atteints comme pour les
meres. Vu la divergence entre les résultats des études, une méta-analyse a été menée par
Wang et a. (2012), elle n'appuyait pas son association au risque de survenue de ces

anomalies.

Le schéma d'hérédité multifactorielle des AFTNs peut en étre une explication a ces
conclusions négatives. En effet, les variants mutants des différents polymorphismes
conservent un certain niveau de la fonction de la protéine et, indépendamment, n"ont pas un
effet considérable. Comme le montrent les études suscitées, |I’association de I’aléle G avec le

bas statut folique, représente un facteur de risque.

Par ailleurs, I’étude de Relton et al. (2003) arévélé que l'alléle A présentait un risque
significativement élevé pour le spina bifida occulta et I’anencéphalie chez les méres ayant
le génotype homozygote AA. Nos résultats concordent avec ceux de Relton et son équipe
car nous avons pu démontrer que les génotypes AG et AA augmentent le risque chez les

enfants de notre population. D'autres travaux sont nécessaires pour confirmer ce résultat.
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[1.1.3. ETUDE DE L ITMPACT DU POLYMORPHISME G80A SUR LES TAUX DES
FOLATESET DE L "HOMOCYSTEINE
Selon les génotypes, les taux moyens des folates sérique et érythrocytaire ainsi que de
I’homocystéine plasmatique ont été étudiés chez les meres. Les résultats nous ont montré qu’il
N’y avait pas d’association significative entre les variants génotypiques et les taux des
meétabolites, bien que les chiffres semblent montrer une différence (T ableau 12).

Tableau 12 : Impact polymor phisme G80A du géne RFC sur lestaux desfolates et de
[’homocystéine chez les mér es des enfants atteints

M ér es des enfants atteints
Folate
érythrocytaire | Folatesérique | Hcy (umol/l)
(ng/ml) (ng/ml)
RFC G880 A
GG 376,07+245,71 11,45+8,44 10,40+3,71
AG/AA 354,34+212,62 9,4+5,97 14,2+11,79
P 0,857 0,564 0,536

La relation entre le polymorphisme G80A et les métabolismes folates / homocystéine
n'est pas claire et la discordance des résultats est rapportée par les éudes (Relton et al.,
2004a; Morin et al., 2003). Plusieurs chercheurs n’ont pu observer d'association significative
du polymorphisme avec le taux de folate érythrocytaire (Vesela et al., 2005 ; Sukla et Raman,
2012) contrairement a Stanistawska-Sachadyn et a. (2009) qui ont trouvé que le
polymorphisme est significativement associé avec un taux bas chez les femmes de génotype
GG. En outre, le polymorphisme n’influence pas de maniére significative la concentration de
folate sérique (Devlin et al., 2006). En revanche, la plus large étude a ce jour (N> 10 000) a
montré une diminution significative des niveaux de folate sérique chez les individus avec des
génotypes comportant I’alléle A. Larelation avec le niveau de folate érythrocytaire n'a pas été
rapportée dans cette étude (Fredriksen et al., 2007). Nos résultats tendent vers les observations
de cette derniére. En effet, le taux de folate sérique, méme en absence de significativité, est
plus bas chez les méres portant les génotype AG/AA comparé a celles portant le génotype
GG.

En ce qui concerne le taux de I’homocystéine, conformément a nos résultats, Devlin et
al. (2006) ont observé une absence de I’effet significatif du polymorphisme.
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De ce qui précede, nous constatons que le polymorphisme G80A du gene RFC
n’influence pas fortement les taux des métabolites, méme dans les études qui ont rapporté une
association, la significativité n’est pas toujours observée. Whestine et al. (2001), ont comparé
les propriétés du transport des deux variantes de la protéine, et n’ont pas trouvé des
changements fonctionnels majeurs. Quelques différences concernant I’affinité des cofacteurs
des folates réduits au récepteur ont pu étre observées. L’interaction de ce polymorphisme avec
d’autres facteurs pouvant étre responsable d’une perturbation métabolique et du fait de
I’augmentation du risque. De plus, dautres transporteurs de folate peuvent compenser
I'activité réduite de la protéine RFC-1. Par conséquent, les variants mutés peuvent affecter le

meétabolisme des folates uniquement dans des circonstances spécifiques (Bailey, 2010).

Ce que nous pouvons conclure a travers les études faites sur les AFTNs est que
[’augmentation du folate sérique maternel par I’aimentation ou par la consommation de
suppléments pourrait palier a la réduction des cinétiques de transport qui résulte des variants

mutants de la protéine.

[11.2. POLYMORPHISMESCG677T ET A1298C DU GENEDE LA MTHFR

[1.2.1. POLYMORPHISME C677T DU GENE DE LA MTHFR
1.2.1.1. Etude de la distribution des fréquences alléliques et génotypiques

Afin d’évaluer laliaison des AFTNs au polymorphisme C677T du gene de la MTHFR,
une comparaison de fréquences des meres et des enfants séparément avec celle des témoins a
été effectuée. Les fréquences de l'aléle T du polymorphisme C677T sont égales a 0,38 et 0,33
chez les enfants atteints ’AFTN et les meres des enfants atteints, respectivement. Bien que
les valeurs soient |égerement plus élevées chez les patients et les méres par rapport aux
témoins (0,29), aucune différence significative dans la fréquence de cet alléle muté na été
observée. Lavaleur du p est supérieure 20,05 (Tableau 13).

Egalement, nous n’avons pas observé de différences significatives dans les fréquences
génotypigues homozygotes ou hétérozygotes entre les cas et les témoins et entre les meres et
les témoins (p> 0,05). Cependant, I'nomozygotie de la mutation MTHFR 677TT reste plus
élevée chez les cas atteints (14,58%) et chez les meéres (13,16%) par rapport aux cas témoins
(7,46%). Cet effet est plus remarquable chez les enfants dont I’Odds ratio est de 2,43 (0,58-
10,51) par rapport aux homozygotes de type sauvage (CC) (Tableau 14).
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Tableau 13 : Fréquences génotypiques et alléliques de la mutation C677T du genedela
MTHFR.

% (n)

MTHFR C677T CC% (n) CT TT C T
Enfantsatteintsd'AFTN 39,58(19) 45,83(22) 14,58(7) 0,63 0,38
M éresd'enfants atteints 47,37(18) 39,47(15) 13,16(5) 0,67 0,33
Témoins 49,25(33) 43,28(29) 7,46 (5) 0,71 0,29

Tableau 14: Risque (Odds Ratio) d’AFTNSs lié au polymorphisme C677T chez les
enfants et lesméres

Enfants M eéres

OR 95% CI OR 95% Cl
CCvsCT 1,32 (0,55-3,14) 0.85 (0,37-2,41)
CCvsTT 2,43 (0,58-10,51) 1,83 (0,39-8,71)
CvsT 1,46 (0,81-2,65) 1,19 (0,62-2,29)

[1.2.1.2. Influence du polymor phisme C677T sur lerisque d’AFTNs

Les données de plusieurs éudes sur différents groupes ethniques ont abouti a des
conclusions différentes sur le role de la mutation C677T du gene de la MTHFR en tant que

facteur de risque des AFTNs.

Le tableau 03 en annexe comporte la synthése de certains travaux se référant a un total
de treize études sur les populations européennes, quatre autres concernant les populations
asiatigques, un ensemble de sept études ayant comme sujet des populations américaines et,

trois autres ont porté sur les popul ations africaines.

A travers ces études, nous avons pu constater que la mutation était associée a une
augmentation significative du risque de survenue des AFTNs dans plusieurs populations
européennes. Une fréquence élevée de I’allele T est observée, chez les contrdles allant jusgu’a
52%, et chez les meres et les enfants allant jusqu’a 65% (Van der Put et a., 1995 ; Pietrzyk et
al., 2003 ; Kirke, 2004 ; Relton et a., 2004b ; Grandone et al., 2006 ; Cyhan et al., 2008 ;
Morales de Machin et al., 2015). Quelques études portant sur ces populations n’ont pas
observé de risque significatif (Lucock et al., 2001 ; Candito et al., 2008 ; Behunova et a
2010 ; Aydin et al., 2016) alors que d’autres auteurs ont pu montrer un effet protecteur de la
mutation (Guéant-Rodriguez et al., 2003 ; Doudney et a., 2009 ).
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Les populations asiatiques quant a elles, montrent que la mutation représente un risgue
dans 50 % des études entreprises. Nous avons aussi constaté, que dans la population chinoise,
le variant thermolabile C677T était lié a un risque accru de grossesse affectée par ces
malformations selon |’étude réalisée par Liu et al. (2014) (non mentionnée dans le tableau par
manque de données), contrairement a Shang et al. (2008) qui n’ont rapporté aucun effet, alors
gue Yu et a. (2014) ont montré dans leur étude que le génotype TT et I'dléle T diminuent
significativement l'incidence des AFTNSs.

Contrairement aux populations européennes, la majorité des études réalisées sur des
populations américaines, quelque soit leur ethnie, n"ont pas conclu sur une corrélation
significative entre cette mutation et le risque de développer ces anomalies. Deux études
seulement, ont rapporté une élévation du risque. La premiere effectuée au Mexique (Munoz
et a., 2007) et la deuxiéme concerne les Etats Unis d”’ Amérique (Johanning et al., 2000).

Aucune association significative n'a été rapportée chez les populations africaines aussi
bien dans I’étude de Houcher et al. (2009) au nord, que celle de Ubbink et al. (1999) au sud.
Dans notre cas, nous avons noté une légére éévation de la fréquence du génotype
homozygote muté chez les méres et chez les enfants par rapport aux témoins, ce qui laisse
supposer qu’elle peut participer a Iaugmentation du risque de développement de ces
anomalies dans notre population.

En Egypte, ni I’homozygotie, ni I’hétérozygotie, pour le polymorphisme C677T, n’est
considérée comme un facteur de risque pour I'ensemble des AFTNs. Cependant, il a été
rapporté qu’elles pourraient constituer un risgue pour le spina bifida aperta (Abdel-Aleem et
al., 2006).

Les méta-analyses récentes réalisées sur ce polymorphisme ont confirmé que les
génotypes TT et CT, chez la mere ou chez I'enfant, augmentent la susceptibilité aux AFTNs
(Cartereta., 2011 ; Yanetd., 2012 ; Yadav et a., 2015 ; Yang et al., 2015). Lerisquelié au
génotype TT était représenté par des Odds ratio de 1,4 a 1,9 pour I'enfant et de 1,6 a 2,0 pour
la mere selon ces études. Cependant, Comme nous le constatons, la mutation ne représentait
pas un facteur de risque majeur dans certaines populations. D’un autre coté, un effet
protecteur a été observé dans d’autres populations. En fait, il sagit d'une grande hétérogéneité
des résultats dont les chercheurs I’ont attribué aux variations ethniques des populations
(Amorim et al., 2007), aux types d’AFTNs (Volcik et al., 2003), aux interactions avec d'autres
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variantes génétiques (Relton et al., 2004b), en plus des facteurs environnementaux (Volcik et
al., 2003).

[1.2.2. POLYMORPHISME A1298C DU GENEDE LA MTHFR

11.2.2.1. Etude de la distribution des fréquences alléliques et génotypiques

Concernant la susceptibilité aux AFTNSs liée au polymorphisme A1298C, nous avons
trouvé des fréquences de I’aléle muté C égales a 0,24, 0,20 et 0,16 chez les enfants atteints,
les meres et les témoins, respectivement. Nous n’avons pas observé de différences
significatives des fréquences, des enfants et des meres par rapport a celle des témoins
(Tableau 15).

L étude des fréguences génotypiques montre que le génotype homozygote muté
1298CC est absent chez les patients et les témoins, et n’est présent que chez une mére
d’enfant atteint (2,63%) (Tableau 15). En ce qui concerne le génotype hétérozygote 1298AC,
il n’est pas lié a I’augmentation du risque chez les meres. Cependant, chez les enfants le
pourcentage est de 47,92%, alors que celui des témoins, est égal a 31,34%. La fréguence est
plus élevée chez les enfants atteints (OR=2,02(0,87-4.67) p=0.07), montrant que ce génotype
peut contribuer ala survenue de ces malformations dans notre population (T ableau 16).

Tableau 15 : Fréquences génotypiques et alléliques de la mutation A1298C du génedela
MTHFR

% (n)
MTHFR A1298C AA AC CcC A C
Enfantsatteintsd'AFTN | 52,08(25) 47,92(23) 0 0,76 0,24
M éres d'enfants atteints | 63,16(24) 34,21(13) 2,63(2) 0,80 0,20
Témoins 68,66(46) 31,34(21) 0 0,84 0,16
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Tableau 16 : Risque (Odds Ratio) d’AFTNsIié au polymor phisme A1298C chez les
enfantset lesmeres

Enfants M éres

OR 95% ClI OR 95% ClI
AA vsAC 2.02 (0,87-4,67)% 1,19 (0,47-3,02)
AA vsCC -- --
AvsC 1,7 (0,83-3,46) 1,32 (0,60-2.92)
a:p=0.07

111.2.2.2. Influence du polymor phisme A1298C sur lerisque d’AFTNs

Un total de 14 études ont été rapportées dans le tableau 04 en annexe montrant les
fréquences du variant mutant A1298C ainsi que son risque pour les AFTNs a travers le

monde.

A notre connaissance, aucune étude concernant le risque des AFTNs lié a ce
polymorphisme n’a été réalisée sur une population africaine. Par ce travail, hous sommes
pionniers. En effet, a travers cette éude nous avons observeé une éévation de la fréguence de
I”’hétérozygotie chez les enfants, mais avec une significativité statistique limite (p=0.07), ce
qui est en bonne concordance avec la suggestion de Boduroglu (2005), qui explique que ce
génotype peut influencer le risque, mais agissant seul, ne représente pas une prédisposition
majeure aux AFTNs. Son effet combiné avec la mutation C677T, par contre, confére un

risque de survenue de ces anomalies (Boduroglu, 2005).

Pour les autres continents aussi et d’une maniere générale, le polymorphisme A1298C
n’est pas un facteur de risque indépendant (Relton et al., 2004b ; Guéant-Rodriguez et al.,
2003 ; Grandone et a., 2006 ; Doudney et al., 2009 ; Behunova et al., 2010 ; Aydin et al.,
2016). Seule une étude réalisée en Amérique a concerné des enfants brésiliens (Cunha et al.,
2002) et une autre en Europe concernant des meres et des enfants italiens (De Marco et al.,
2002) ont pu constater une corrélation significative. D’autres études, par contre, ont rapporté
un effet protecteur de la mutation (Candito et al., 2008 ; Godbole et al., 2011).

Par ailleurs, de larges et récentes études de méta-analyses menées par Wang et al.(2012)
sur lesmeéres et les enfants, par Zhang et al.(2013) sur les enfants et par Y adav et a.(2015) sur
les méres, confortent nos résultats, a savoir que le polymorphisme A1298C n'a pas été associé
indépendamment au risque d’AFTNSs.
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1.2.3. INTERACTION DES DEUX POLYMORPHISMES C677T ET A1298C bu
GENE DE LAMTHFR
Nous avons aussi étudié I'influence de I'effet interactif des deux polymorphismes C677T
et A1298C du géne delaMTHFR sur lerisque d’AFTNs (Tableau 17).

Les génotypes composites 677CT / 1298AC se sont averés plus fréguents chez les
enfants atteints, comparativement a la distribution des génotypes «sans risque» 677CC /
1298AA. La combinaison a entrainé une augmentation de 3,57 fois le risque de
développement des AFTNS, et nous avons trouvé qu'elle conférait une influence significative
p<0.05. Cependant, le risque lié a cette combinaison « double hétérozygote » ne sest pas
révélé significatif, chez les méres d’ enfants atteints.

Tableau 17 : Interaction des polymor phismes C677T et A1298C et risque d’AFTNs chez
les enfants

Zgrr%?;%?'qssg Enfants atteints Témoins 95(0)AJRCI P
677CC/1298AA 14,58 (7) 29,85(20) Référence
677CC/1298AC 22,91 (11) 17,91(12) 2,62(0,69-10,25) NS
677CC/1298CC
677CT/1298AA 31,25(15) 31,34(21) 2,04(0,61-6,99) NS
677CT/1298AC 20,83(10) 11,94(8) 3,57(0,85-15,63) 0,04*
677CT/1298CC
677TT/1298AA 8,33(4) 8,95(6) 1,9(0,32-11,36) NS
677TT/1298AC 2,08(1)
677TT/1298CC

NS :Non Significatif , OR : OddsRatio, * : p<0.04

Nos résultats sont en accord avec ceux de Vander Put et al. (1998) et Boduroglu (2005).
Ceci appuie I'hypothése selon laguelle les polymorphismes a deux loci au sein du méme gene
perturbent sa fonction de maniére plus importante comparé a I’existence d’un seul

polymorphisme.

En outre, nos résultats corroborent avec ceux de nombreuses éudes, ou aucune
personne (enfant atteint, mere ou témoin) n'a été observée avec une homozygotie combinée
pour les deux polymorphismes (Vander Put et a., 1998 ; Stegmann et al., 1999 ; Boduroglu,
2005). On pourrait présumer que la double homozygotie provogue des problémes

métaboliques séveres conduisant a un phénotype clinique sévere et par conséquent, une
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sélection contre ces individus. Le réle combiné des génotypes 677TT / 1298CC sur laviabilité
du fodus a été étudié par Isolato et a. (2000) chez un groupe de femmes enceintes. Il a été
trouvé que ces génotypes homozygotes composites sont présents chez les fodus avortés et non

chez les nouveaux nés, par conséquent, ils sont incompatibles avec lavie fodale.

[11.2.4. ETUDE DE L IMPACT DES POLYMORPHISMES C677T ET A1298C SUR
LES TAUX DESMETABOLITES
L augmentation du risque de malformation liée aux polymorphismes du géne de la
MTHFR peut étre également reflétée par son influence sur le taux des métabolites, et par

conséquent sur la perturbation métabolique.

Une diminution limite du folate sérique est observée chez le groupe de meres de
génotypes CT/TT du polymorphisme C677T (P = 0,06), mais aucune significativité n’a éé
notée pour la mutation A1298C. Le taux de folate érythrocytaire ne différe pas entre les

génotypes et cela pour les deux polymorphismes C677T et A1298C (Tableau 18).

Nous avons observé que les concentrations de I’homocystéine plasmatique sont
significativement influencées par ces polymorphismes. Des taux élevés de I’homocystéine
sont associés aux variants mutants du polymorphisme C677T. En effet, I'nomocystéine
présente la valeur la plus élevée chez les meres homozygotes TT (28,36 + 17,5) comparée a
celle des meres hétérozygotes CT (14,89 + 9,03) et des méres homozygotes CC (10,68+8,79)
(p<0.05).

Pour le polymorphisme A1298C, les méres ayant un génotype 1298AA présentaient des
concentrations de I’homocystéine significativement plus élevées que celles des meres ayant
des génotypes mutants 1298AC / 1298CC (p< 0,05) (Tableau 18).
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Tableau 18 : Impact des polymorphismes A1298C et C677T du genedelaMTHFR sur les

taux desfolates et de I’homocystéine chez les meres des enfants atteints

M ér es des enfants atteints
Folate Folate sérique
érythrocytaire (n /ml)q Hcy (umol/l)
(ng/ml) 2
MTHFR C677T
CC 10,68+8,79
CcC 382,76 + 223,37 10,77 + 6,47 CT 14,89 + 9,03
CT/TT 330,36 + 206,43 6,76 = 3,5 TT 2836+ 175
P 0,543 0,06 P P<0,05
MTHFR A1298C
AA 378,175+ 218,47 10,06 + 6,4 AA 17,67 + 13,17
AC/CC 334,08 + 213,83 9,36+ 6,29 AC/CC 871+45
P 0,624 0,791 P P< 0,05

Nos résultats concernant I’effet de la mutaton C677T sur le taux de folate sérique sont
cohérents avec ceux de la littérature. La majorité des études publiées rapportent des
concentrations inférieures du folate sérique chez les personnes ayant le génotype TT par
rapport au génotype CC (Van der Put et al., 1995 ; Geisel et al., 2001 ; Moriyama et al.,
2002 ; Fohr et a., 2002 ; Castro et al., 2003). Ce génotype diminue I’efficacité de I’enzyme et
provoque une diminution de la quantité du méthyl-THF et une augmentation du méthyléne-
THF (Seyoum, 1998). Comme le méthyl-THF est la principale forme circulante du folate, les
variants mutés sont habituellement associés a une réduction de 10% a 35% du folate sérique
(O'Leary et al., 2004 ; Jacques et Choumenkovitch, 2005 ; Guéant-Rodriguez et al., 2006;
Yang et a., 2008 ).

Cependant, il existe une hétérogénéité des résultats concernant son influence sur le
niveau de folate érythrocytaire (Van der Put et a., 1995 ; Molloy et a., 1997 ; Relton et al.,
2004a). La différence dans les résultats des études peut étre expliquée par I'utilisation de
diverses méthodes de dosage spécifiques aux différentes formes des folates. En effet,
I’influence de la mutation est essentiellement un changement de la distribution des dérivés
foliques. Ces derniers peuvent étre estimés différemment selon le test utilisé (Jacques et
Choumenkovitch, 2005). Les érythrocytes des individus homozygotes pour la mutation
présentaient environ 30% de formyl THF par rapport aux individus de type sauvage dont le
folate érythrocytaire était exclusivement le 5-méthylITHF. En fait, I’activité réduite de la
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MTHFR provoqgue une diminution du métabolisme du 5,10 méthyleneTHF en 5-méthyl THF
permettant une accumulation du 5,10 méthyléene-THF et son oxydation en formes de folates
formylées (Friso et al., 2002).

Concernant I’homocystéine, plusieurs études ont révélé que le polymorphisme C677T
est lié a une hyperhomocystéinémie modérée en limitant partiellement la voie de la
reméthylation (Frosst et al., 1995; Van der Put et a., 1996). Cette derniére est considérée
comme un facteur de risgue pour |e développement des défauts du tube neural (Steegerset al.,
1994 ; Godbole et a., 2011 ; Gu et a., 2012). Dans notre population nous avons également
montré que cette mutation était principalement responsable de [|'augmentation de

I'hnomocystéine chez les meres d'enfants atteints (Abbas et al., 2012).

Il a été trouvé que les individus portant le génotype 677TT avaient des besoins plus
élevés en folate afin de maintenir des concentrations physiologiques de I’homocystéine
(Frosst et a., 1995; Van der Put et al., 1998 ; Ueland et Rosen, 2005). En effet, le changement
de I’Alanine par la valine due a la mutation augmente le degré de dissociation du FAD, €t la
perte de ce dernier induit des changements importants de conformation (structures
guaternaire). Cependant, les concentrations physiologiques de folate stabilisent I'enzyme,
suggérant le mécanisme par lequel le folate peut réduire le taux de I’homocystéine
(Guenther et al., 1999 ; Yamada et al., 2001) et aussi la susceptibilité aux AFTNSs.

Dans leur étude de synthése, Jacques et Choumenkovitch en 2005, ont rapporté le taux
d’Hcy associé a la mutation (génotype TT) de plusieurs travaux. 1ls ont trouvé que, lorsque le
statut folique est bas les valeurs de I’homocystéine étaient de 11 a 24,8 umol/l, mais si le
statut folique est élevé les taux varient de 6,8 a 16,6 umol/l. L’effet de la mutation dépendant
desfolates s’éxplique aussi dans notre étude (Abbas et al., 2012) .

Crider et a. (2014) ont montré qu’un risque accru d’AFTNs est associé au génotype TT
delaMTHFR chez lesindividus ayant un faible apport en folate, Par exemple, une diminution
de 200 nmol / | de la concentration en folate des globules rouges (de 700 a 500 nmol / ) =
augmentation de 14,4 a 25,5 du risque par 10 000 naissances. L'augmentation de |'apport
d'acide folique pourrait avoir le plus grand effet sur la réduction du risque chez les femmes
ayant les concentrations basales du folate érythrocytaire.

De ce fait, un apport suffisant en folate par I’aimentation peut compenser le déficit en

folate métaboliguement disponible et peut aussi corriger I’effet de la mutation.
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Par ailleurs, les études ont montré que la mutation A1298C abaisse aussi |’activité de
I’enzyme mais avec un moindre degré par rapport a la mutation C677T (Van der Put et a.,
1998 ; Weisberg et al., 1998). Le nucléotide 1298 est situé dans le domaine régulateur de la
protéine, ou sa substitution peut influer |a stabilisation de la protéine (Shan et al., 1999). Cela
suggére que la réduction de l'activité de la MTHFR par ce polymorphisme affecte le
métabolisme de I'hnomocystéine. Cependant, selon la littérature, la mutation n’augmente pas
significativement les taux de I’homocystéine (Dekou et al., 2001 ; Decarvalho et a., 2013).
Dans notre étude, comme dans d'autres (Cunha et al., 2002; Godbole et al., 2011) les résultats
ont montré un effet inverse, nous avons constaté que la mutation A1298C affecte le
métabolisme de I'homocystéine avec un taux de I’homocystéine plus élevé chez les méres
portant un génotype normal et plus bas chez celles ayant des génotypes mutants.

En effet, Friedman et al. (1999) ont observé des concentrations de I’homocystéine
plasmatique significativement plus faibles chez les sujets portant le génotype 677CC /
1298CC, en comparaison avec d’autres ayant le génotype 677CC / 1298AA. Aussi, Cunha et
al. (2002) ont constaté que les enfants atteints dAFTN portant le génotype 1298AA
présentaient un taux de I’homocystéine totale élevé, comparé a ceux ayant les génotypes
1298AC / CC. Dans cette derniére étude, les enfants avec le génotype normal 1298AA ont un
taux de folate érythrocytaire et de vitamine B12 |égérement bas. Pour leur part, Godbole et al.
(2011), dans leur étude sur des méres ayant des enfants affectés par les AFTNs ont révélé que

le génotype 1298AA est associe significativement a des niveaux plus élevés d’Hcy totale.

Plus récemment, Zappacosta et al. (2014), dans leur étude sur une large population, ont
montré une augmentation d’Hcy chez les individus de génotype normal et un abaissement
chez les individus homozygotes mutés. Concernant le folate sérique I’inverse est observé, le

taux est plus élevé chez les individus de génotype CC comparé aux sujets de génotype AA.

Il est clair que la mutation A1298C pourrait entrainer une altération des métabolismes
folatesshomocystéine, mais le mécanisme de cette perturbation reste encore mal compris.
Zappacosta et ses collaborateurs expliquent cette augmentation chez les individus de génotype
AA par son association maeure avec le génotype TT. Dans notre cas cette derniere
association n’a pas été observée suggérant un effet interactif avec d’autres polymorphismes.

En effet, la perturbation peut refléter I’effet de I’interaction gene-géne.
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[11.3. POLYMORPHISME A2756G DU GENEDELAMTR

[11.3.1. ETUDE DE LA DISTRIBUTION DES FREQUENCESALLELIQUESET
GENOTYPIQUES

Le tableau ci-apres montre la prévalence de la mutation A2756G du genedelaMTR.

Les fréquences de I'alléle muté G sont égales & 0,10 et 0,11 chez les enfants atteints et
les meres respectivement, en comparaison a 0,13 chez les témoins. Il n'ya aucune différence
dans les fréguences aussi bien pour les enfants que pour les méres par rapport aux témoins
(Tableau 19).

En ce qui concerne les génotypes, nous constatons que le génotype homozygote muté
2756GG est absent chez les meres et les témoins. |l est présent seulement chez un enfant
atteint (2,08%). Nous ne révélons pas de différences significatives pour les fréguences des
génotypes hétérozygotes observées tant pour les méres que pour les enfants en comparaison

avec lestémoins (p> 0,05) (Tableau 20).

Tableau 19 : Fréquences génotypiques et alléliques de la mutation A2756G du gene de la
MTR.

% (n)
MTR A2756G AA AG GG A G
Enfantsatteintsd'AFTN | 81,25(39) 16,67(8) 2,08(1) 0,90 0,10
Meresd'enfantsatteints | 78,95(30) 21,05(8) 0 0,89 0,11
Témoins 74,63(50) 25,37(17) 0 0,87 0,13

Tableau 20: Risgue (Odds Ratio) d’AFTNs lié au polymorphisme A2756G chez les

enfants et lesmeéres

Enfants M eéres

OR 95% ClI OR 95% ClI
AA vsAG 0,72 (0,22-2,37) 0,75 (0,21-2,62)
AA vs GG -- --
AvsG 0,8 (0,35-1,83) 0,81 (0,34-1,95)
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11.3.2. INFLUENCE DU POLYMORPHISME A2756G SUR LE RISQUE D’AFTNS

Etant donné que I'nyperhomocystéinémie et les bas taux de la vitamine B12 sont des
facteurs de risque indépendants pour les AFTNS, beaucoup de chercheurs se sont intéressés a
I’étude de la méthionine synthase dans leurs populations. Enzyme responsable avec la

vitamine B12 de la reméthylation de I’homocystéine en méthionine.

Un total de 12 éudes a été identifié dans cette étude comparative (Tableau 05 en

annexe).

En effet, Lucock et al. (2000), De Marco et a. (2002), O'leary et al. (2005), Candito et
al. (2008) en plus de Doudney et a. (2009) n'ont pas démontré une association significative
entre le polymorphisme A2756G et le risque de développement des AFTNs dans les
populations européennes (britannique, italienne, irlandaise et francaise). Par contre, la
présence de l'alléle G sest avérée étre associée a un risque accru d'avoir un enfant atteint
d'AFTN, selon I’étude de Gos et al. (2004) sur des familles polonaises (non mentionnée dans
le tableau par mangue de données). De méme, les génotypes AG / GG semblent augmenter le
risque chez les enfants atteints de spina bifida en Pologne et aussi dans le sud de I’ltalie (Gos
et al., 2004 ; Guéant-Rodriguez et al., 2003).

L’étude de Wang et al. (2015b) qui représente I’Asie a aussi trouvé un lien significatif

entre ce polymorphisme et la survenue d’une AFTN chez I’enfant.

En Amérique, par contre, toutes les études citées suggérent que le polymorphisme
A2756G ne présente aucun risque d'avoir une AFTN, aussi bien pour les populations
hispaniques que non hispaniques (Christensen et al., 1999 ; Johanning et al., 2000 ; Zhu et a.,
2003).

Al Farra (2010) dans la population jordanienne n’a pas pu observer de relation
significative entre I’homozygotie de la mutation et I’occurrence des AFTNSs. Il a montré que,
par rapport au génotype AA, le génotype AG est plus observé chez les meres d’enfants
atteints (AG vs. AA: OR= 3,02, 95% CI 1,05-8,71). Le risque, par contre, reste toujours non
significatif.

De méme, notre éude, seule rapportée en Afrique, ne montre pas que la mutation
représente un facteur de risque indépendant. En outre, une méta-analyse récente effectuée par
Ouyang et al. (2013a) n'a pas révélée une association significative entre le polymorphisme
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A2756G et |a susceptibilité aux AFTNs chez les méres. Les auteurs ont également réalisé une
méta-analyse comprenant de nombreuses études évaluant |'association entre ce
polymorphisme et le risque d’AFTNs chez les enfants, le travail n'a pas montré d’association

significative avec le risque chez les enfants de la race caucasienne (Ouyang et al., 2013b).

En effet, bien que la méthionine synthase joue un rdle crucia dans le métabolisme des
folates et de I’homocystéine et malgré que la transition de A en G dans la position 2756 se
produit prés d’un site important de liaison ala vitamine B12 et pourrait influencer la structure
secondaire de I'enzyme, la mutation dans ce gene ne semble pas étre un facteur de risque
direct pour le développement des AFTNSs. Cependant, elle peut I’étre par son association avec
d’autres polymorphismes notamment la mutation A66G dans le gene MTRR (Zhu et al.,

2003) et aussi par son influence sur le taux desfolates et de I’homocystéine.

1.3.3. ETUDE DE L IMPACT DU POLYMORPHISME A2756G SUR LES TAUX DES
FOLATESET DE L ’"HOMOCYSTEINE
Les meres de notre échantillon ne présentent pas de génotype GG, raison pour laguelle
la comparaison n'a été réalisée qu'entre des méres ayant le génotype AG et celles ayant le

génotype AA.

Nous avons observé que le taux de folate érythrocytaire était significativement bas chez
les meres possédant un génotype AG par rapport aux meres ayant le génotype normal AA (p =
0,02). Nous avons aussi constaté que le génotype 2756AG entraine une diminution du taux de
folate sérique, mais en absence de significativité statistique (p> 0,05). Les valeurs étaient de

10,10 + 6,29 pour le génotype AA vs 4,5 + 2,74 pour le génotype AG (Tableau 21).

La concentration moyenne de I’homocystéine était légérement plus élevée chez les
meres possédant le génotype 2756AG par rapport a celles ayant un génotype AA, mais la

différence n'éait pas statistiquement significative (Tableau 21).
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Tableau 21 : Impact du polymor phisme A2756G du genedela MTR sur lestaux des
folates et de I’lhomocystéine chez les mér es des enfants atteints

M ér es des enfants atteints
Folate
érythrocytaire | Folatesérique | Hcy (umol/l)
(ng/ml) (ng/ml)
MTR A 2756 G
AA 403,78 £ 213,18 | 10,10+ 6,29 12,83+ 10,18
AG 148,25 + 47,55 45+ 274 14,28 + 10,89
P 0,02* 0,14 0,76
*P<0.05

Selon lalittérature, le polymorphisme A2756G peut réduire le taux de conversion du 5-
méthyl-THF en THF, ce qui entraine une carence physiologique en folates imposeée par la
déficience fonctionnelle causée par |e piége méthylique (Lucock et al., 2000) . En effet, dans
leur étude récente, Li et a. (2015) ont constaté que les génotypes MTR 2756AG + GG

réduisaient le taux de folate sérique et augmentaient le risque de carence en folates.

Dans notre population, la concentration du folate sérique était plus basse chez les meres
portant le génotype mutant MTR 2756AG mais, sans significativité statistique. Cependant,
nous avons trouveé que la mutation était associée a une diminution significative du taux de
folate érythrocytaire. Ce dernier représentant les réserves de notre organisme et ayant un
aspect important en embryogénése (Herbert, 1990). Sur base de nos résultats nous concluons
gue, chez les méres a risgue de la population algérienne, le polymorphisme MTRA2756G
contribue au risque d’AFTNs par la perturbation du métabolisme du folate résultant en

I'épuisement du pool de folate érythrocytaire along terme.

Concernant son influence sur le taux de I’homocystéine, Harmon et a. (1999) ont
trouvé que la mutation était responsable de I’augmentation de son taux. Cette association n'a
pas été identifiée par d'autres études. Nos résultats sont cohérents avec plusieurs travaux qui
n'ont pas démontré de lien significatif entre la mutation A2756G et ce métabolite quelle que
soit lataille de I’échantillon étudié (Van der Put et al., 1997c ; Morrison et a., 1997; Y akub et
al., 2012). Laraqui et al. (2006) ont constaté, par contre, qu'un effet combiné des deux
mutations MTR A2756G et MTRR A66G augmente le risque d'hyperhomocystéinémie. Par
conséquent, la mutation A2756G semble avoir un effet significatif sur le taux de

I’homocystéine en étant associée a une autre mutation.
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I11.4. POLYMORPHISME A66G DU GENEDE LA MTRR

[1.4.1. ETUDE DE LA DISTRIBUTION DES FREQUENCESALLELIQUESET
GENOTYPIQUES

Le tableau ci-aprés montre la prévalence de la mutation A66G du genedelaMTRR.

L'alléle G du polymorphisme MTRR A66G présente des fréquences de 0,32 et 0,47
chez les patients et les meres, respectivement contre 0,46 chez les témoins (Tableau 22). Il
n'y a pas de différences significatives pour ces valeurs de fréquences aussi bien entre les

enfants atteints et les témoins qu’entre les méres et les témoins (T ableau 23).

De méme, en ce qui concerne les génotypes, les fréquences des génotypes mutants
n'étaient pas significativement différentes de celles des sujets témoins (p> 0,05) aussi bien

chez les meres que chez les enfants (T ableau 23).

Tableau 22 : Fréquences génotypiques et alléliques de la mutation A66G du géne de la
MTRR.

% (n)

MTRR A66G AA AG GG A G

Enfants atteintsd'AFTN 41,67(20) 52,08(25) 6,25(3) 068 032

Méresd enfantsatteints | 26,32(10) 52,63(20) 21,058) 053 047

Témoins 2239(15)  64,18(43) 1343(9) 054 046

Tableau 23 : Risque (Odds Ratio) d’AFTNslié au polymor phisme A66G chez les enfants
et lesmeres

Enfants M eéres

OR 95% ClI OR 95% ClI
AA vsAG 0,43 (0,16-1,12) 0,74 (0,25-2,21)
AA vs GG 0,29 (0,05-1,53) 1,30 (0,30-5,71)
AvsG 0,98 (0,66-1,46) 1,08 (0,61-1,91)
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[11.4.2. INFLUENCE DU POLYMORPHISME A66G SUR LE RISQUE D’AFTNS

La méthionine synthase réductase est impliquée dans le maintien de I’activité de la
méthionine synthase, vitamine B12 dépendante, qui assure la transformation de
I'hnomocystéine en méthionine. Le polymorphisme au niveau de la MTRR pourrait donc avoir

un impact sur le taux de I’homcystéine et de ce fait sur la perturbation métabolique.

Le tableau 06 en annexe montre les fréquences du variant mutant A66G et le risque
d’AFTNSs, dans plusieurs populations a travers le monde ou une hétérogéneité des résultats a
été constaté. Un ensemble de dix études publiées a été présenté, deux ont été réalisées sur le
continent américain (Wilson et a., 1999; Zhu et a., 2003), deux sur le continent asiatique
(Naushad et Devi, 2010 ; Wang et a., 2015b), cing études concernaient le continent européen
(Pietrzyk et a., 2003 ; Relton et al., 2004b; O’Leary et a., 2005 ; Candito et al., 2008,
Doudney et al., 2009). Seule notre étude représente le continent africain.

Dans la population européenne, deux études ont montré un risque lié ala mutation chez
les enfants et/ou les méres (Pietrzyk et al., 2003 ; Doudney et al., 2009). Le groupe de Candito
et a. (2008) aussi a décrit une élevation de 2,2 fois (AA vs AG / GG: IC 95% 1,0- 4,6) le
risque chez les meres mais sans significativité statistique. Les études de O'Leary et al. (2005)
et Relton et al. (2004b), par contre, n’éaient pas concluantes pour les enfants ainsi que pour

les meres arisque.

En Amérique, Wilson et a. (1999) et Zhu et al. (2003) n’ont pas trouvé de risque
indépendant lié & ce polymorphisme, mais plutét en combinaison respective avec un taux de
vitamine B12 bas et du polymorphisme A2756G du genedelaMTR.

En Asie, L’éude menée par Naushad et Devi (2010) n’a pas révélé un risque lié a la
mutation chez les méres, mais celle de Wang et a. (2015b) a constaté une augmentation du

risque chez les enfants en Chine.

Dans notre population, nous avons constaté quil ny a pas dinfluence du
polymorphisme MTRR A66G sur le risque dAFTNSs chez les enfants. Récemment, dans leur
méta-analyse réalisée sur les enfants atteints d’AFTNs de différentes populations, Ouyang et
al. (2013b) n'ont pas trouvé, non plus, de corrélation significative entre ce polymorphisme et

le risgue de ces malformations. De méme pour les meres, nous n'avons pas pu observer une
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association significative entre ce polymorphisme et le risque d’AFTNS, ce qui est en bon
accord avec d'autres études (O’Leary et a., 2005 ; Naushad et Devi, 2010).

Par ailleurs, nous avons aussi constaté que plusieurs travaux soutiennent la présence
d'une relation entre le polymorphisme A66G et un risque accru d'avoir un enfant affecté. Dans
une large et récente méta-analyse entreprise par Yadav et al. (2015), les auteurs ont constaté
gue le polymorphisme A66G était un facteur de risque pour les méres d’avoir des enfants
portant ces malformations. Cependant, I'effet est essentiellement influencé par les interactions
avec dautres variantes des genes du métabolisme des folates et les concentrations de
vitamines. En effet, le génotype GG chez les méres combiné a un faible taux de la vitamine
B12 ou a des concentrations élevées de MMA augmente le risque d’avoir un enfant atteint
(Wilson et al., 1999 ; Zhu et al., 2003 ; van der Linden et a., 2006). En revanche, |'apport en
folates n'a pas affecté I'impact de la mutation (Christensen et Rozen, 2010). Des études futures

avec un dosage de la vitamine B12 sont nécessaires dans notre popul ation.

11.4.3. ETUDE DE L IMPACT DU POLYMORPHISME A66G SUR LES TAUX DES
FOLATESET DE L ’HOMOCYSTEINE

La stratification selon les génotypes n'a montré aucune influence des génotypes AG et

GG sur le taux des nutriments et de I’homocystéine (Tableau 24).

Tableau 24: Impact du polymor phisme A66G du genedela MTRR sur lestaux des

folates et de I’lhomocystéine chez les mer es des enfants atteints

M ér es des enfants atteints
Folate

érythrocytaire | Folatesérique | Hey (umol/l)

(ng/ml) (ng/ml)

MTRR A 66 G
AA 405,48 + 169,05 11,2+ 7,08 16,53 + 15,76
AG/ GG 345,46 + 225,22 9,06 + 6,17 11,10+ 6,73
P 0,586 0,567 0,297

Nos résultats concordent avec ceux de la littérature, le polymorphisme A66G
n'influence pas en soi le taux de folate sérique (Wilson et al., 1999 ; Barbosa et al., 2008; Li et
al., 2015) ou l'incidence de la carence en folate (Li et al., 2015). De méme, dans la plupart des
études, I'effet indépendant de ce polymorphisme sur I'homocystéine plasmatique n'a pu étre
observé (Wilson et al., 1999; Kluijtmans et al., 2003 ; O’Leary et ., 2005).
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L'effet du polymorphisme sur I'activité de I'enzyme MTRR est minimal; Olteanu (2002)
a noté gque la mutation ne conduit pas a un changement majeur dans la conformation de la
protéine. Cependant, en sa présence, un ratio de 3 a 4 fois plus élevé de MTRR par rapport a
MTR était nécessaire pour atteindre une activité enzymatique maximale. Ainsi, la déficience
en MTRR affectera négativement la fonction normale de la MTR, ce qui peut entrainer une
perturbation de la reméthylation de I'nomocystéine. De ce qui précéde, nous supposons que la
mutation n'affecte pas les niveaux de métabolites en raison de son faible effet indépendant.

[11.5. POLYMORPHISME 844I1NS68 DU GENE CBS

[11.5.1. ETUDE DE LA DISTRIBUTION DES FREQUENCESALLELIQUESET

GENOTYPIQUES

Nous constatons d’apres le tableau 25 une fréquence tres faible de I'dléle M (muté
contenant I’insertion) parmi les patients et les méres de notre population, elles sont de 0,07 et
0,08 respectivement. De plus, Nous n'avons trouvé aucune mere a risgque possédant
I’homozygotie de la mutation. Les fréquences du génotype homozygote sont 2,08% chez les
enfants contre 2,99 chez les témoins, ne représentant aucune différence significative (Tableau
26). Les fréquences du génotype hétérozygote étaient de 10,42% pour les enfants atteints et de

15.79% pour les meres, inférieures a celle des témoins (23,88%).

Tableau 25: Fréquences génotypiques et alléligues de la mutation 844ins 68 du gene de
laCBS.

% (n)
CBSins68 NN NM MM N M
Enfantsatteintsd'AFTN 87,50(42) 10,42(5) 2.08(1) 0,93 0,07
M éresd'enfants atteints 84,21(32) 15,79(6) 0 0,92 0,08
Témoins 73,13(49) 23,88(16) 2,99(2) 0,85 0,15

Tableau 26 : Risque (Odds Ratio) d’AFTNslié au polymor phisme 844insS68 chez les
enfantset lesmeres

Enfants M éres

OR 95% ClI OR 95% Cl
NN vs NM 0,36 (0,11-1,18) 0,57 (0,18-1,79)
NN vs MM 0,51 (0,02-7,62) -
N vs M 0,45 (0,16-1,18) 0,49 (0,17-1,37)
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[11.5.2. INFLUENCE DU POLYMORPHISME 844INS68 SUR LE RISQUE D’AFTNS

Bien que I'enzyme codée par le géne Cystathionine p synthétase ne soit exprimée que
dans le foie et les reins, il a été rapporté qu'elle est exprimée au cours de I'embryogenese
précoce, et des modifications au niveau de son gene peuvent donc I’influencer (Quere et al.,
1999).

Peu d’études ont évalué I’association entre I’insertion dans le géne de la CBS et la
survenue des AFTNs. Morrison et al. (1998), en Europe, n‘ont pas démontré une association
significative entre le polymorphisme et le risque d’AFTNs chez les enfants et chez les meres
dans les populations néerlandaise et britannique respectivement. Les études sur la population
américaine ont également suggéré que le polymorphisme 844ins68 n'est pas lié a la
susceptibilité aux AFTNSs. Notre étude a permis d’aboutir a ces mémes observations (T ableau

07 en annexe).

Néanmoins, d’autres éudes ont suggéré que la mutation peut étre I'une des causes
d’AFTNSs. Tilley et a. (2012) ont observé une fréquence d’enfants atteints supérieure a celle
des témoins, Saxena et a. (2011) en Inde ont trouvé que la mutation peut augmenter le risque
de deux fois chez les méres. Cependant, dans les deux études il y avait un manque de
significativité. Houcher et al. (2009) avaient montré une différence statistiquement

significative concernant la fréguence du génotype hétérozygote entre les méres et les témoins

Selon certaines chercheurs, le risque est fortement accru par la coexistence de
I’insertion avec lamutation C677T du gene de laMTHFR (Ramsbottom et al., 1997).

[1.5.3. ETUDE DE L IMPACT DU POLYMORPHISME 844INS68 SUR LES TAUX
DESFOLATESET DE L ’HOMOCYSTEINE

Aucune influence des génotypes NM et MM sur les taux du folate érythrocytaire ainsi
gue de I’homocystéine n'a été observée. Une significativité limite est notée pour le taux de
folate sérique associé ala mutation (Tableau 27).

97



RESULTATSET DISCUSSION

Tableau 27: Impact du polymor phisme 844ins68 du gene dela CBS sur lestaux des
folates et de I’lhomocystéine chez les mér es des enfants atteints

M ér es des enfants atteints
Folate
érythrocytaire | Folatesérique | Hcy (umol/l)
(ng/ml) (ng/ml)
CBS844ins68
NN 397,07 + 217,05 11,07 + 6,6 13,48 + 11,01
NM 250,65 + 178,58 5,66 + 2,60 13,62 + 12,94
P 0,183 0,09 0,98

L’effet de la mutation sur I’activité de I’enzyme n’est pas clair. En effet, la mutation est

une duplication a la jonction intron7-exon 8 qui crée un site d'épissage alternatif éliminant la

sequence dinsertion. Cependant, il a été rapporté que l'allele portant I'insertion est mal

transcrit (Franco et al., 1998). Il semble que la présence de l'insertion de 68 pb pourrait

potentiellement moduler les niveaux des métabolites intervenant dans le cycle de la

méthionine. Dans notre étude un effet modeste a été trouvé pour la concentration du folate,

cependant aucun lien significatif n’a été trouvé pour I’homocystéine. Résultat aussi trouvé
dans de nombreuses études (Yakub et al., 2012 ; kumar et al., 2010 ; Nienaber-Rousseau et
al., (2013). Seule I’étude de Fredriksen et al. (2007) a montré une association significative du

polymorphisme 844ins68 avec les niveaux de I’homocystéine. Sur base des résultats obtenus

par Fredriksen et nous mémes, I’effet de la mutation sur la perturbation métabolique ne peut

étre exclu.
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La relation entre I’adimentation et la santé a été mise en évidence, et I’objectif de
I’organisation mondiale de santé est d’améliorer les apports alimentaires notamment le
statut en folates des femmes en &ge de procréer. Malgré les recommandations, peu de
femmes concernées sont au courant des risques associés a une déficience. Un taux de 69 %
des femmes Algériennes de la population générale ont un apport alimentaire moyen en
folate qui reste inférieur aux valeurs de références nutritionnelles (DRV) (Houcher et al.,
2003). En effet, Le folate est un donneur de groupements méthyles jouant un réle
primordial dans le métabolisme des unités monocarbonées, un processus essentiel pour la
synthése, la réparation et la méthylation de I'ADN. Une dérégulation dans I’une des voies
meétaboliques peut expliquer la pathogénése des AFTNs. La prévention primaire de la
plupart des AFTNs, peut étre obtenue en atteignant un taux élevé de folate maternel.
L’ atteinte d’une concentration protectrice est représentée par un taux de folate
érythrocytaire > 400 ng/ml mais qui reste un défi chez les femmes en &ge de procréer (Daly
eta., 1995; Crider et al., 2014).

Les parametres les plus couramment utilisés pour évaluer le statut en folates sont
leurs concentrations sérique (ou plasmatique) et érythrocytaire (Yetley et al., 2011). Dans
notre population, bien que des taux moyens des folates normaux ont été relevés chez les
meres et qui ne différent pas significativement de ceux des témoins, le statut folique
érythrocytaire, chez deux tiers de meres arisque, reste inférieur comparé alavaleur établie
comme marqueur pour la réduction du risque d’AFTNs. De plus, I’analyse par centile,
permettant une meilleure évaluation du statut, montre gu’a chaque percentile le taux est
faible chez les méres par rapport aux témoins. Aussi, nous avons pu observer, pour la
premiere fois, une relation dose-réponse entre le folate sérique et érythrocytaire et le risque
chez les méres d'origine africaine. Le risque pour les méeres sSéléve en passant du quartile
supérieur au quartile inférieur de la distribution normale. De ce fait, nhous ne pouvons pas
exclure I’intervention des folates dans la perturbation du métabolisme chez les meres a

risgue de notre popul ation.

Les normes physiologiques décrites pour les taux des folates ne reflétent pas un taux
de folate suffisant pour la prévention des AFTNs, des concentrations optimales sont
nécessaires et devraient étre utilisées comme référence pour améliorer le suivi par le taux
des métabolites et I’évaluation des besoins (crider et al., 2014)

100



DISCUSSION GENERALE

Par ailleurs, plusieurs études réalisées sur I'homme et les animaux ont montré que les
carences en folate, voire des niveaux normaux mais limites, de cette vitamine entrainent
des concentrations élevées de I’homocystéine totale (tHcy). En raison de cette relation,
I’Hcy représente un indicateur fonctionnel du statut de folate (Ueland et Rozen, 2005). En
effet, le folate sérique est la mesure du 5-méthyltétrahydrofolate, la principale forme
circulante du folate, c’est le déficit d'apport alimentaire ou d'absorption qui peut entrainer
son abaissement. Le folate érythrocytaire intracellulaire peut étre affecté par la perturbation
du métabolisme. L'augmentation de I'hnomocystéine quand a elle peut résulter d'une
déficience nutritionnelle et/ou métabolique des folates (Lucock et al., 2000 ; Felkner et al.,
2009). Ainsi, les chercheurs I’utilisent pour sa sensibilité permettant de refléter des
déficiences cellulaires ou fonctionnelles des folates (Klee, 2000).

Dans notre cohorte de meres, le statut folique a éé marqué par un taux de
I’homocystéine moyen significativement élevé par rapport aux témoins. Une éévation a
chague percentile, ainsi gu’une hyperhomocystéinémie qui a augmenté cing fois le risque
chez 26,47 % des méres. Ce qui prouve I’existence d’une perturbation métabolique et le
réle potentiel de son éévation dans I'étiologie des AFTNs dans notre population. Cette
association a été aussi observée dans des études réalisees chez les femmes enceintes
(Gaber et a., 2007), chez les femmes en suite de couche (Felkner et al., 2009), dans le
liguide amniotique (Brouns et al., 2008 ; Liu et Li, 2011) et chez les enfants atteints (Ratan
et a., 2008) : I'nomocystéine en exces quelle que soit sa cause pourrait jouer un role
indépendant dans le développement des AFTNs (Felkner et al., 2009).

La relation inverse que nous avons pu constater entre le taux de folate et de
I’homocystéine, en I’absence d’une déficience nutritionnelle, permet de supposer
I’implication des mutations génétiques dans I’élévation de son taux. Elle peut aussi refléter
I’insuffisance du statut folique de nos méres a risque nécessaire pour répondre aux besoins
physiologiques de la grossesse, les éudes ont montré que lorsque le taux de folate est bon,
la relation ne s’observe plus et un statut folique est considéré adéquat quand il n’a pas
d’influence sur le taux d’Hcy. Mc nulty et a. (2011) ont trouvé que la relation inverse
entre le folate sérique et I'homocystéine n'était observée que chez les femmes qui ont
commencé la supplémentation en acide folique aprés la conception, mais pas chez les
femmes supplémentées en période périconceptionnelle. Ces dernieres, selon les auteurs,

avaient atteint un statut optimal en folate.
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Dans notre étude, les meres témoins, aussi, présentent cette relation inverse avec un
taux des folates qui peut les exposer au risque, ce qui est en accord avec |’étude
d’Abdessamed et al. (2009) menée sur une population Algérienne saine, cependant, ce taux
reste meilleur en comparaison a celui des meres a risque. De plus, I’interaction du statut
folique avec d’autres facteurs notamment génétiques chez les méres d’enfants atteints peut
étre la cause de la perturbation du métabolisme. Le déficit en vitamine B12 peut causer
également une diminution de la méthylation de I’homocystéine et de ce fait, son

augmentation chez les meres d’enfants atteints.

L es polymorphismes génétiques dans e métabolisme des folates ont été identifiés au
cours des 15 derniéres années. Ces variantes ont des phénotypes beaucoup plus subtils que
les mutations rares causant des erreurs innées du métabolisme des folates. 11s peuvent avoir
un impact plus important sur la santé de la population. En effet, ils ont été liés a une grande
variété de maladies multifactorielles communes (Bailey, 2010). Le polymorphisme C677T
dans le géne de la MHFR a été le premier identifié en tant que facteur de risgque pour les
AFTNSs. Depuis, de nombreux chercheurs se sont intéressés a son étude dans différentes
populations. Le variant thermolabile C677T peut influencer |e risque de ces malformations
par un certain nombre de mécanismes associés a une activité réduite de I’enzyme.
L'augmentation de I’Hcy, la diminution des folates, la modification de la distribution des
dérivées foliques, la perturbation de la synthese des nucléotides et la diminution de la
capacité des réactions de méthylation peuvent tous conduire a des conségquences cliniques
graves (Bailey, 2010).

L association du polymorphisme C677T a une élevation du taux d’Hcy est démontré
dans de nombreuses recherches (Goyette et Rozen, 2000 ; Bisdlli et al., 2010 ; Yakub et al.,
2012 ; Zappacosta et a., 2014). Dans la présente étude, Les meres a risque navaient pas
une fréquence significativement élevée de la mutation. Cependant, cette derniére était
corrélée a une augmentation du taux de I'hnomocystéine (HHcy). Ce qui implique en partie,
une diminution du pool intracellulaire du THF et une augmentation de la toxicité

embryonnaire pendant |e processus de neurulation.

En effet, le statut de folate joue un réle important dans la détermination de
I'expression phénotypigue de I'enzyme thermolabile, car I’augmentation de I’homocystéine
chez les individus homozygotes TT ne s’observe que s leur taux en folates est faible,
I'enzyme mutante seule n'est pas suffisante pour provoquer une hyperhomocystéinémie
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modérée (Ueland et Rozen, 2005). La diminution des taux de folate et la thermolibilité de
I”’enzyme sont intimement impliquées dans I’augmentation du taux de I’homocystéine. Ces
découvertes renforcent notre hypothése a savoir le niveau de folate impliqué dans

I”augmentation du risgue dans notre population.

Bien que la mgjorité des publications concernent ce polymorphisme, et les articles
continuent a étre publiés chagque année, I'intérét pour les autres polymorphismes des génes
des métabolismes folatesslhomocystéine a augmenté au cours de ces dernieres années. Les
€tudes ont montré une hétérogeneité des résultats dans différentes popul ations.

Tres peu d’études ont été réalisées en Afrique malgré le taux de mortalité lié a ces
malformations et leur fréquence éevée. Nous avons analysé, pour la premiére fois en
Algérie, I’effet de six polymorphismes dans cing genes impliqués dans le métabolisme des
folates et de I’homocystéine (MTHFR C677T et A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G,
RFC G80A et CBS 844ins68) sur la survenue des AFTNs ainsi que leur influence sur les
nivaux des métabolites. Dans notre étude, a I’exception de I’augmentation du risque
observée chez les enfants possédant les variants AG et AA du polymorphisme G80A du
gene RFC, aucun variant mutant ne semble augmenter, d’'une maniere indépendante, le
risque de ces malformations aussi bien chez les méres que chez les enfants. Il est clair,
d’aprés notre étude et celles réalisées a travers le monde, que I’interaction géne- gene est
plus susceptible d’augmenter le risque. En effet, chez les enfants de notre population, les
polymorphismes C677T et A1298C du géene de la MTHFR n’agissent pas indépendement.
Cependant, le risque s’éléve par leur coexistance. Les interactions entre le polymorphisme
C677T et les autres polymorphismes ont aussi éé observées dans plusieurs éudes. Sa
combinaison avec le polymorphisme A66G de la MTRR, le polymorphisme CbS 844ins68
et le polymorphisme A80G, influence de maniére significative le risque et accentue |'effet
individuel de la mutation (Relton et a., 2004b). Toutefois, étant donné la taille limitée de
notre échantillon aprés sa subdivision en sous-groupes, I’étude interactive entre les génes
n’a pas éé concluante. Des travaux futurs dans ce sens, dans notre population, Savérent

nécessaires.

L’étude de l'interaction entre les génotypes maternel et fodal est également d’'une
importance majeure. Les efforts dans ce domaine ont été limités par la difficulté de collecte

des échantillons pairs mere-enfant de tailles importantes. A ce jour, elle a été partiellement
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résolue par I’entreprise des méta-analyses des résultats d'un nombre de groupes de

recherches.

En ce qui concerne I’impact de ces polymorphismes sur le taux d’Hcy, nos résultats
ont montré que le polymorphisme C677T est une des mutations responsable de
I’augmentation de son taux (Abbas et al., 2012). Un effet inverse lié a cette élevation est
observé pour le génotype sauvage du polymorphisme A1298C de la MTHFR, cette
association a été également rapportée par plusieurs chercheurs (Lucock et a., 2001 ; Cunha
et al., 2002; Godbole et a., 2011), elle est difficile a interpréter mais refléte une
perturbation du métabolisme intracellulaire (Lucock et al., 2001 ). D’autre part, nous avons
observé une augmentation du taux liée aux variants mutants des polymorphismes G80A du
gene RFC et le polymorphisme A2756G de la MTR cependant, reste modeste et non
significatif. La biochimie des métabolismes folates’homocystéine est trés complexe,
plusieurs chercheurs supportent que les polymorphismes agissent en synergie pour les
perturber. En effet, il a été trouvé que les génotypes MTR 2756AG et 2756GG avec les
génotypes MTHFR 677TT / 1298AA et les génotypes MTHFR 677CT / 1298AC étaient
associés a des concentrations plasmatiques de I’homocystéine extrémement éevées (Feix
et al., 2001).

En ce qui concerne la variation du folate érythrocytaire, une influence significative par
le polymorphisme A2756G a pu étre démontrée dans notre étude (Abbas et al., 2016). Pour
les autres polymorphismes, nous n'avons pas détecté une contribution individuelle
significative. Cependant, il est encore possible que les polymorphismes individuels
influencent la distribution des dérivés de folate au niveau cellulaire qui n’est pas détectable
par le taux de folate. Les chercheurs proposent que le folate érythrocytaire ne soit pas
approprié "Résultat" mais peut donc étre mieux considéré comme un effet modificateur ou une

exposition supplémentaire.

Notre étude nous a permis de déduire que le facteur de risque pour la survenue de ces
malformations réside dans I’interaction entre les polymorphismes plutét que dans I'effet
individuel. Une perturbation métabolique chez les méres a risque de notre cohorte est
observée et, est reflétée essentiellement par le taux de I’homocystéine. La présence d’une
significativité statistique de I’influence des polymorphismes C677T delaMTHFR et A2756G
de la MTR en association avec un statut folique faible montre un dysfonctionnement de la
voie de reméthylation. L'éude supporte I'hypothése selon laguelle I'hyperhomocystéinémie
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est un état multifactoriel complexe dans lequel des facteurs génétiques et nutritionnels sont

impliqués.
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Notre étude vise a rechercher certains facteurs de risque génétiques et biochimiques
pour une anomalie qui représente un véritable probléeme de santé publique. Elle a été menée
sur une population d’enfants atteints d’AFTNs et aussi de méres, pour I’importance du statut
nutritionnel et du génotype maternel. Ces derniers déterminent I’environnement auquel

I’embryon est exposé dans les premiers stades du dével oppement.

Pour ce faire, nous avons analysé les taux de certains paramétres biochimiques des
métabolismes des folates / homocystéine ainsi que la fréquence de nombreux polymorphismes
intervenant dans ces voies métaboliques. Nous avons éudié la contribution de ces
polymorphismes dans I'éiologie des anomalies de fermeture du tube neura ains que leur

influence sur les concentrations des folates et de I’homocystéine.

Les résultats de I’analyse biochimique réalisée au cours de ce travail viennent nous
montrer que le statut folique des meres a risque est marqué par un taux de I’homocystéine
élevé, et un taux des folates érythrocytaires qui reste inférieur comparé a la valeur établie

comme marqueur pour laréduction du risque d’ AFTNs.

L’étude des polymorphismes génétiques nous a montré que les variants AG et AA du

polymorphisme G80A du géne RFC sont associés avec |’augmentation du risque chez les enfants.

Le polymorphisme C677T n’a pas présenté un risque indépendant dans notre
population. Cependant, I'homozygotie de la mutation tendait a étre augmentée chez les
enfants, I’Odds ratio était de 2,43 (0,58-10,51), ce qui laisse supposer qu’elle peut participer a
I”augmentation du risque de développement de ces anomalies. Toutefois, étant donné la taille
limitée de notre échantillon, surtout aprés sa subdivision en sous-groupes, nos résultats ne

permettent que des conclusions préliminaires.

Par ailleurs, nos résultats montrent qu’il n’ya pas d'éévation significative de la
fréquence de I'allele C de la mutation A1298C parmi les enfants atteints et les meres. Ce qui
est en accord avec plusieurs résultats publiés antérieurement.Cependant, I’hétérozygotie de la
mutation 1298AC tend a augmenter chez les enfants OR=2,02(0,87-4,67) p=0,07, suggérant
gue ce génotype peut influencer le risque, mais agissant seul, ne représente pas une
prédisposition majeure aux AFTNs. Son effet combiné avec |la mutation C677T confere, par
contre, un risque de survenue de ces anomalies dans notre population. L’étude statistique de
I’interaction entre les deux polymorphismes nous a montré que la combinaison des génotypes
hétérozygotes (MTHFR 677CT / 1298AC) augmente significativement le risque de 3,57 fois
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pour les enfants atteints comparativement a la distribution des génotypes «sans risque»
677CC [ 1298AA (p<0,05).

Nos résultats appuient I'hypothese selon laquelle la présence de deux polymorphismes
au sein d’un méme gene perturbe sa fonction de maniére plus importante comparée a

I”’existence d’un seul polymorphisme.

Ces deux polymorphismes, au niveau du gene MTHFR, affectent le métabolisme de
I'hnomocystéine chez les meres des enfants atteints. Nous avons observé que des
concentrations de I’homocystéine plasmatique significativement élevées sont associées aux
mutants du polymorphisme C677T chez les méres a risque. En effet, I'nomocystéine présente
une valeur plus élevée chez les meres homozygotes TT (28,36 + 17,57umol/l), comparé aux
meéres hétérozygotes CT avec un taux de (14,89 + 9.03umol /1) et les méres homozygotes CC
pour qui letaux est de (10,68 + 8,79 pumol/l) (p< 0.05). De méme, la mutation A1298C affecte
le métabolisme de I'homocystéine conduisant a des concentrations de I’homocystéine plus
€levées chez les méres de génotype AA (17,67+13,17 pmol/l) par rapport aux meres de
génotype AC/CC (8,71+4,5 umol /1) (p <0,05).

En ce qui concerne le polymorphisme A2756G du géne de la MTR, bien que, son
association avec le risqgue d’AFTNs semble étre négative, nous avons pu constater gu’il
réduisait le taux de folate érythrocytaire (p <0,05) ce qui appuie sa contribution dans
I'apparition des AFTNSs dans notre popul ation.

En résumé, ce qui est important a noter est |I’existence d’une perturbation métabolique
des folates et de I’homocystéine impliquant une interaction gene-aliments et géne-gene dans
la survenue de ces malformations dans la population algérienne. L’ensemble de ces facteurs
de risque maternel et foga participent partiellement dans la détermination de la susceptibilité

aux AFTNs et refléte I’origine multi-génique compliquée des AFTNSs.

La limite de notre étude est la petite taille de son effectif. Celui-ci ne nous permet pas
d’obtenir  des résultats  tréssignificatifs. Cependant, il est intéressant de constater que
nos résultats sont globalement cohérents avec I’ensemble des études publiées sur I’implication
du métabolisme des folates et de I’homocystéine dans les AFTNSs, et que les tendances
observées dans notre étude reproduisent les résultats d’autres travaux obtenus avec des

popul ations plus importantes.
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Par ailleurs, I'un des points forts de ce travail est, notre acces aux taux maternels des
folates et de I’homocystéine, en plus, de la période du prélévement et du dosage (suite de
couche). En Effet, la limite de plusieurs recherches est que les concentrations de ces
métabolites ont été mesurées environ 10 ans apres la naissance de I'enfant atteint. De ce fait,

ils sont susceptibles d'étre influencés par les habitudes alimentaires qui peuvent varier
considérablement avec le temps.
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L’implication individuelle d'une mutation dans la survenue de ces maformations est
compliguée par I’existence d’un grand nombre de genes candidats. Les études cas-témoins,
incluant la nétre, ont impliqué plusieurs genes dans les métabolismes des folates et de

I’homocystéine, cependant, ils ne participent qu'en partie dans I’étiologie des AFTNSs.

La tendance actuelle est la volonté d’utilisation des outils avancés de bio-statistiques et
de bio-informatiques qui facilitera I’analyse de toutes les études épidémiologiques réalisées

afin de comprendre ces systemes complexes.
Les perspectives de ce travail peuvent se décliner sous deux niveaux
En ce qui concerne la continuation de la recherche scientifique::

U Un édargissement de lataille de I'échantillon est nécessaire, afin de montrer I’effet

interactif des mutations et des différents métabolites autres que I’acide folique.

U L’étude de l'interaction entre les génotypes parentaux et fodaux est également
d’une importance majeure. Les efforts dans ce domaine ont été limités par la

difficulté de collecte des échantillons pere- mere-enfant de tailles importantes.

Sur le plan profit médical :

U Un défi maeur reste a traduire les observations d'études dans un contexte
cliniqgue ou un dépistage des genes chez les femmes avant la grossesse est
nécessaire, car il permet didentifier la prédisposition. L’optimisme est de mise,
du fait que Il’dimentation est un éément sur lequel les possibilités

d’intervention existent en termes de santé publique et de prévention.

U Le dosage de la concentration de I’hcy avant la conception, est aussi nécessaire.
Le traitement de I'hyperhomocystéinémie avec |'acide folique et la vitamine
B12 diminue de maniére significative les niveaux d'homocystéine (Armitage,

2010) essentiellement chez |es femmes enceintes (Mukhopadhyay et al., 2017).
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U Dans notre population, une véritable politique de sensibilisation et de
prévention par I’acide folique au profit des femmes est obligatoire, car la
majorité des grossesses n’est pas planifiée. Peu de femmes sont supplémentées

avant la conception.

U Par ailleurs, il existe une proportion des cas (»30%) qui résiste a la
suplémentation par |'acide folique (Blencowe et al., 2010). Ce qui laisse penser
gu’une prévention optimale des AFTNs nécessitera une combinaison

d'interventions vitaminiques multiples (Greene et Copp, 2014).
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Etude de certains polymorphismes génétiques dans les métabolismes des folates et de
I’homocystéine et anomalies de fermeture du tube neural

Résumé

Les anomalies de fermeture du tube neural (AFTNS) représentent une cause majeure de
mortalité infantile parmi les malformations congénitale, dont la pathogénése reste mal comprise. Dans
la présente éude, réalisée sur une population agérienne de méres et d’enfants atteints, nous avons
investigué la fréguence de nombreux polymorphismes intervenant dans les métabolismes des folates /
homocystéine, leur possible contribution dans I'étiologie d’AFTNs ains que leur influence sur les
concentrations des folates et de | ”’homocystéine.

Les mutations ont é&é déterminées par la méthode PCR/RFLP aors que le dosage des
parameétres biochimiques a été réalisé par chimiluminescence.

L’analyse des polymorphismes génétigues a montré que les variants AG e AA du
polymorphisme G80A du gene RFC sont associés avec |’augmentation du risque chez les enfants
atteints.

Par ailleurs, nous avons observé que I’effet combiné des deux polymorphismes C677T et
A1298C du géne de laMTHFR confére un risque de survenue de ces anomalies dans notre population.
L’étude statistique de I’interaction entre les deux polymorphismes a montré gue la combinaison des
génotypes hétérozygotes (MTHFR 677CT / 1298AC) augmente le risque d’avoir une AFTN chez les
enfants (p <0,05).

Ces deux polymorphismes, au niveau du géne MTHFR, affectent le métabolisme de
I'nomocystéine chez les méres des enfants atteints conduisant a des concentrations de | >homocystéine
élevées chez les méres de génotype TT pour le polymorphisme C677T (p <0,05) et celles de génotype
AA pour le polymorphisme A1298C (p <0,05).

Quant au polymorphisme A2756G du géne de la MTR, bien que, son association avec le risque
d’AFTNs semble étre négative, il a été congtaté qu’il réduisait le taux de folate érythrocytaire ce qui
appuie sa contribution dans I'apparition des AFTNs dans notre population (p <0,05).

Nos données sur |'association entre les polymorphismes A66G du géne de la MTRR et
844ins68 dans |e géne de la CBS et les taux des métabolites ains que la relation entre ces mutations et
le risque d’AFTNs ne sont pas concluantes.

Cette étude originale par sa primauté en Algérie mais aussi en Afrique aussi bien au niveau de la
diversité des polymorphismes examinés que la nature de la population (enfants atteints) mérite d ’étre
poursuivie dans le futur via I'élargissement de la taille de I'échantillon. Ceci permettrait de montrer
I’effet interactif des mutations sur | ’occurrence des AFTNs et sur le taux des métabolites.

Mots clés : Polymorphismes MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G,
RFC A80G, CBS 844ins68, AFTN, FOLATE, HOMOCY STEINE.
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Study of certain genetic polymor phisms of folates and homocysteine metabolisms and neural
tube defects

Abstract

Neurd tube defects (NTDs) represent a major cause of infant mortality among congenital
malformations, whose pathogenesis remains poorly understood. In this study realized on an agerian
population of affected children and their mothers, we investigated the frequency of many
polymorphisms involved in the of folates / homocysteine metabolisms, Their possible contribution in
the etiology of NTDs, as well as their influence on folates and homocysteine concentrations.

The mutations were determined by the PCR / RFLP method, the assay of the biochemical
parameters was performed by chemiluminescence.

The analysis of genetic polymorphisms has shown that AG and AA variants of the G8B0A
polymorphism of the RFC gene are associated with the increased risk in affected children.

Moreover, we have observed that the combined effect of C677T and A1298C polymorphismsin
MTHFR gene, confers a risk for the occurrence of these abnormalities in our population .Indeed,
statistical test of interaction between the two polymorphisms have shown that the combination of
heterozygous genotypes(MTHFR 677CT/1298AC) elevate therisk in NTD cases (p <0.05).

These two polymorphisms ,in MTHFR gene, affects homocysteine metabolism in mothers of
NTD cases leading to homocysteine concentration values higher in mothers with TT genotype of the
C677T (p < 0.05) and that of AA genotype for the polymorphism A1298C (p <0.05).

For the polymorphism A2756G of the MTR gene, Although, Its association with NTDs risk
appears to be negative, It was found to decrease the RBC folate level strengthen the contribution of
A2756G mutation in NTDs occurrence (p <0.05).

Data on the association between MTRR A66G, CBS 844ins68 polymorphisms and plasma
homocysteine and serum/RBC folate concentrations as well as the relationship between this
polymorphisms and NTDsrisk are inconclusive.

This original study by its primacy in Algeria and aso in North Africa, both in terms of the
diversity of polymorphisms examined and the nature of the population (children affected) deserves,
encourages the extension of the study to alarger sample In order to show the interactive effect of these
mutations on the occurrence of NTDs and on the rate of metabolites.

Key words:

Polymorphisms MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, RFC A80G, CBS
844ins68, NTD, FOLATE, HOMOCY STEINE.
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Annexe 1: Questionnaire

Mere
Nom :
Prénom :
Age:
Adresse:

Origine ethnique :

Consanguinité: Non  Oui : (degré)

Antécédents personnels (AFTN) : Non  Oui :Type/

Antécédents familiaux (AFTN): Non  Oui :Sujet/ Type/

Troubles sphinctériens : Fratrie: Non  Oui Mere: Non  Oui

Pathol ogies maternelles :
Epilepsie:Non  Oui
Diabéte : Non Oui
Cardiopathie :Non Oui
HTA :Non  Oui
Anémie:Non  Oui
Prise médicamenteuse : Avant conception :
Pendant grossesse : Durant période de prélévement :
Pathologies paternelles:Non  Oui :Type  Alcool / Tabac :Non Oui
Contraceptifs:Non ~ Oui
Poids:
Accouchement : aterme  Prématuré  Post mature Avortements:
Enfants
Nom :
Prénom :
Age:
Diagnostic :
Malformations associées :
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Annexe 02

Tableau 01 : Les moyennes desfolates sériques et érythrocytaire et de I’homocystéine

chez lesméres d’enfants atteint d’AFTN selon des éudesde lalittérature

n méres
M étabolites Meéres Témoins / P Référence

n Témoins
Folate sérique
nmol/ | 14+ 5 14+ 4 41/50 NS Steegerset a. (1994)
nmol/ | 12,5 (6,4-52,0) 14,0 (6,6-2,4) 60/94 NS Van der put et al. (1997b)
nmol/ | 12,6 (4,2-27,0) 13,3(7,0-30,4) 43/82 NS Groenen et al. (2004)
nmol/ | 8,38+ 3,23 10,57 + 8,83 32/36 NS Wang et a. (2010)
nmol/ | 27,1(14,1-56,0)  350(17,1-580)  303/676 NS Godbole et al. (2011)
Hg/| 9,7+81 15,0+ 8,1 30/60 p<0001  Guetal. (2012)
Folate
érythrocytaire
nmol/ | 558+194 558+194 41/50 NS Steegerset a. (1994)
nmol/ | 540 (280-1200) 520 (280-1000)  57/72 NS Van der put et al. (1997b)
nmol/ | 615 (146-472) 637(352-1388) 40/83 NS Groenen et al. (2004)
ng/ ml 1455 + 66,4 197,6 + 1199 35/24 NS Ratan et al. (2008)
Homocystéine
pmol /1 11,2+4,0 9,8+2,6 41/50 p<0,05 Steegers et al. (1994)
pmol /| 12,5[4,0-20,7] 10,1 [6,4-23,0] 63/95 p<0001  Vander putetal. (1997b)
pumol /| 15,21+ 7,30 12,09+ 7,33 32/36 0,068 Wang et a. (2010)
pumol /| 10,5 (7,3-14,6) 10,2 (7,7-14,1) 309/689 0,026 Godbole et al. (2011)
pmol /1 151+7,8 85+4,0 30/60 p < 0,001 Guetd. (2012)
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Tableau02: Fréguences du variant mutant G80A et risque d’AFTNs a traversle monde

. Per sonnes Fréquence Fréquence Assx_)c_iatipn ez

Population examins Nbre GG% G ggnlﬂcatlve Référence

Italie Enfants 174 -- -- Oui De Marco et a. (2003)
Méres 43 - - Oui
Contréles 156 - -

Irlande Enfants 264 27 52 Non O'leary et a. (2006)
Méres 264 30 52,5 Non
Contréles 381 26 49,5

Chine Meéres 38 13 47 Oui Shang et a. (2008)
Controles 80 4 32

Chine Enfants 104 44,9 67,35 Oui Pei et al. (2009)
Méres 99 33,33 63,44 Oui
ControlesP 99 29,41 53,67
ContrélesM 100 29,41 54,41

Etats Unis Enfants 132 28 50,35 Non Shaw et al. (2002)

dAmérique Contrdles 188 29.3 51,65

Canada Meéres 56 36 56,5 Non Morin et al. (2003)
Contréles 87 24 51

Algérie Enfants 48 6.25 41 Non Présente étude
Méres 38 15,79 46 Non
Contréles 67 22,39 49
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Tableau03: Fréquences du variant mutant C677T et risque d’AFTNs a travers le
monde

: Per sonnes Fréquence Frégquence Assqqiatipn e

Population examings Nbre T % T% 3gnlf|cat|ve Référence

Hollande Enfants 55 13 36.4 Oui Van der Put et al.
Meéres 70 16 35 Oui (1995)
Controles 207 5 25.6

Royaumeuni  Meéres 19 11 36 Non Lucock et a. (2000)
Contrdles 31 10 34

Pologne Enfants 34 10 34 Oui Pietrzyk et al. (2003)
Meéres 34 833 24 Oui
Controles 100 6 25

Irlande Enfants 395 185 40,13 Oui Kirke et a. (2004)
Controles 848 9,8 29

Royaumeuni  Enfants 200 15 34,5 Oui Relton et a. (2004b)
Meéres 186 11,8 32,8 Non
Controles P 578 11,1 324
Contréles M 512 131 37,9

Sud del'ltalie  Enfants 40 5 28,8 Effet Guéant-Rodriguez et

protecteur al. (2003)

Controles 58 241 49,2

Sud del'ltalie  Enfants 15 26,7 63,3 Oui Grandone et al. (2006)
Méres 57 21,1 51,8 Non
Controles 143 18,2 45,8

France Meéres 77 15,6 415 Non Candito et al. ( 2008)
Controles 61 99 33,6

Turquie Meéres 29 20,7 44,8 Oui Cyhan et al. (2008)
Controles 35 8,6 25,7

Royaumeuni  Enfants 287 9,05 32,92 Effet Doudney et a. (2009)

protecteur

Controles 187 15 37,96

Slovaquie Meéres 54 93 21,7 Non Behunovaet d.
Controles 143 98 21,7 (2010)

Espagne Meéres 52 - 51,92 Oui Morales de machin et
Contréles 119 - 34, 45 a. (2015)

Turquie Meéres 35 8,57 3L,12 Non Aydin et a. (2016)
Controles 40 7,5 33,8

Chine Meéres 38 10 37 Non Shang et a. (2008)
Controles 80 21 45

Inde Meéres 50 12 23 Oui Naushad et Devi
Controles 80 0 10 (2010)

Inde Méres 305 16 11,75 Non Godbol et a. (2011)
Controles 684 0,7 12,25

Chine Enfants 269 13 37,2 Effet Yueta. (2014)
Controles 189 20,6 46,6 protecteur

121




ANNEXES

Canada Enfants 56 20 43 Non Christensen et al.
Meéres 62 18 40 Non (1999)
Controles P 97 11 34
Contrdles M 90 11 31

Etats unis Enfants 82 11 -- Oui Johanning et a.
Contréles 76 3 -- (2000)

Texas Enfants 24 16,66 52 Non Barber et a. (2000)
Controles 93 15,05 47,3

Canada Meéres 62 17,74 40 Non Arbour et al. (2002)
Contréles 90 11,11 31

Brésil Enfants 25 4 24 Non Cunhaet a. (2002)
Meéres 21 0 14,3 Non
Controles 75 7 25,3

Brésil Enfants 41 14,63 34,14 Non Félix et a. (2004)
Meéres 41 17,07 354 Non
Controles P 44 15,9 34,1
Contrdles M 14 13,36 38,6

Mexique Meéres 118 42,37 65,25 Oui Munoz et al. (2007)
Controles 112 26,79 52,23

Afriqguedusud Méres 53 0 10,38 Non Ubbink et a. (1999)
Controles 54 0 10,18

Algérie Meéres 92 16 39 Non Houcher et al. (2009)
Controles 82 17 38

Algérie Enfants 48 1458 38 Non Présente étude
Meéres 38 13,16 33 Non
Contréles 67 7,46 29
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Tableau04 : Fréguences du variant mutant A1298C et risque d’AFTNs a travers le

monde
. Personnes Fréquence Fréquence Assqqiatipn -

Population examings Nbre CC% C% 3gnlf|cat|ve Référence

Italie Enfants 98 14,3 39 Oui De Marco et a. (2002)
Méres 98 21,4 44 Oui
Contréles 202 59 25

Royaume uni Enfants 194 11,9 32,5 Non Relton et a. (2004b)
Méres 185 11,9 34,3 Non
ContrélesP 584 12 32,1
ControlesM 522 12,3 34,9

Sud del'ltalie Enfants 40 - 30 Non Guéant-Rodriguez et al.
Controles 58 -- 43,1 (2003)

Sud del'ltalie Enfants 15 0 233 Non Grandone et al.(2006)
Méres 57 3,5 24,6 Non
Contréles 143 7,7 31,8

France Meéres 77 7.8 234 Effet Candito et a. (2008)

protecteur

Controles 61 14,7 36,9

Royaume uni Enfants 273 9,15 31,31 Non Doudney et a. (2009)
Controles 176 10,79 30,11

Slovaguie Meéres 54 37 315 Non Behunovaet a. (2010)
Contréles 143 119 30,6

Turquie Meéres 35 114 32,85 Non Aydin et a.(2016)
Controles 40 16,7 40,3

Inde Meéres 83 6 30 Non Dallal et a. (2007)
Controles 60 12 39

Inde Méres 50 6 31 Non Naushad et al. (2010)
Contréles 80 17,5 42,5

Inde Meéres 300 14 38 Effet Godbole et a. (2011)
Contrdles 675 18,8 43 Protecteur

Brésil Enfants 25 4 24 Oui Cunhaet a. (2002)
Meres 21 0 14,3 Non
Controles 75 7 253

Mexique Meéres 92 543 16,85 Non Munoz et a. (2007)
Controles 80 11,25 23,75

Algérie Enfants 48 0 24 Non Présente étude
Méres 38 2,63 20 Non
Controles 67 0 16
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Tableau05: Fréquences du variant mutant A2756G et risqued’AFTNsatraversle

monde
. Per sonnes Fréquence Fréquence Assqqiatipn -

Population examings Nbre GG% G% 3gnlf|cat|ve Référence

Royaume uni Meéres 19 0 16 Non Lucock et a. (2000)
Contréles 31 16 24

Italie Enfants 203 11 11 Non DeMarco et al. (2002)
Meéres 98 53 11 Non
Contrdles 210 0,5 15

Irlande Enfants 382 4 21,5 Non O'Leary et al. (2005)
Meéres 386 5 225 Non
Contrdles 487 4 20

Sud de I'ltalie Enfants 40 - 21,3 Oui Guéant-Rodriguez et al.

(2003)

Contréles 58 -- 11,2

France Meéres 77 2,6 15,6 Non Candito et a. (2008)
Contréles 61 6,5 20,5

Royaume uni Enfants 231 3,46 19,91 Non Doudney et a. (2009)
Controles 188 5,32 21,27

Chine Enfants 165 9,09 284 Oui Wang et a. (2015)
Contréles 280 5,35 21,6

Canada Enfants 55 0 15 Non Christensen et al.(1999)
Meéres 61 2 18 Non
ContrélesP 97 10 25
ControlesM 90 1 20

Etats Unis Enfants 77 0 -- Non Johanning et al. (2000)

d'Amérique Controles 84 1 -

Texas Enfants 43 37,2 - Non Zhu et al. (2003)
Meéres 122 36 -- Non
ContrélesP 124 24,2 -
ContrélesM 127 33 --

Jordanie (Nord)  Méres 17 0 17,64 Non Al Farraet a. (2010)
Contrdles 234 2,13 9,61

Algérie Enfants 48 2,08 10 Non Présente étude
Meéres 38 0 11 Non
Controles 67 0 13
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Tableau06 : Fréquences du variant mutant A66G et risque d’AFTNsa traversle monde

. Per sonnes Fréguence Fréguence Assx_)c_iatipn ez

Population examins Nbre GG% G% ggnlﬂcatlve Référence

Pologne Enfants 70 14,29 33 Oui Pietrzyk et al. (2003)
Méres 72 13,89 35 Oui
Contréles 100 5 20

Royaume uni Enfants 201 26,4 57,5 Effet Relton et al. (2004b)

protecteur

Méres 203 33,5 59,9 Non
ContrélesP 601 51,2 733
ContrélesM 532 39,7 64,4

Irlande Enfants 470 17 42,5 Non O'Leary et al. (2005)
Meéres 447 19 43 Non
Contréles 476 16 39,5

France Meéres 77 28,6 53,9 Non Candito et al. (2008)
Contrdles 61 22,9 43,4

Royaume uni Enfants 263 31,55 53,61 Oui Doudney et al. (2009)
Contréles 184 2391 50,81

Chine Enfants 165 17,5 41,15 Oui Wang et al. (2015)
Controles 280 12,8 37,67

Inde Meéres 50 34 67 Non Naushad et Devi
Contréles 80 35 67,5 (2010)

Canda Enfants 56 34 59 Non Wilson et al. (1999)
Méres 58 36 59,5 Non
ContrélesP 97 30 52,5
ContrélesM 89 26 50,5

Etats Unis Enfants 43 11,4 - Non Zhu et al. (2003)

d'Amérique Méres 122 73 - Non
ControlesP 124 9,7 --
ContrélesM 127 56 --

Algérie Enfants 48 6,25 32 Non Présente étude
Meres 38 21,05 47 Non
Contréles 67 13,43 46
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Tableau07
monde

: Fréguences du variant mutant CBSins68 et risque d’AFTNsatraversle

. Personnes Fréquence Fréquence Assqc_iatipn "y
Population examings Nbre MM % M % ggnlflcatlve Référence
Royaume uni Enfants 45 4.4 9 Non Morrison et al. (1998)
Méres 36 0 8 Non
Contrdles 75 1,3 7
Pays Bas Enfants 31 0 8 Non Morrison et al. (1998)
Meéres 29 0 9 Non
Contrdles 75 0 11
Royaume uni Enfants 207 1 8,5 Non Relton et a. (2004b)
Meéres 201 0,5 9,7 Non
ControlesP 601 0,7 74
ContrélesM 542 09 84
Etats Unis Enfants 111 -- 13,1 Non Speer et al. (1999)
dAmérique Meéres 127 - 11,4 Non
Controles 129 - 9,7
Algérie Meéres 51 1 19,5 Non Houcher et al. (2009)
Controles 85 6 12,5
Algérie Enfants 48 2.08 7 Non Présente étude
Méres 38 0 8 Non
Contréles 67 29 15
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Etude de certains polymor phismes génétiques dans les métabolismes des folates et de
[’homocystéine et anomalies de fermeture du tube neural
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RESUME

Les anomalies de fermeture du tube neural (AFTNS) représentent une cause majeure de mortalité
infantile parmi les malformations congénitale, dont la pathogénese reste mal comprise. Dans la présente
étude, réalisée sur une population algérienne de meéres et d’enfants atteints, nous avons investigué la
fréquence de nombreux polymorphismes intervenant dans les métabolismes des folates / homocystéine,
leur possible contribution dans I'étiologie d’AFTNs ainsi que leur influence sur les concentrations des
folates et de I’homocystéine.

Les mutations ont été déterminées par la méthode PCR/RFLP aors que le dosage des paramétres
biochimiques a été réalisé par chimiluminescence.

L’analyse des polymorphismes génétiques a montré que les variants AG e AA du
polymorphisme G80A du gene RFC sont associés avec |’augmentation du risque chez les enfants
atteints.

Par ailleurs, nous avons observé que I’effet combiné des deux polymorphismes C677T et
A1298C du géne de la MTHFR confére un risque de survenue de ces anomalies dans notre population.
L’étude statistique de I’interaction entre les deux polymorphismes a montré que la combinaison des
génotypes hétérozygotes (MTHFR 677CT / 1298AC) augmente le risque d’avoir une AFTN chez les
enfants (p <0,05).

Ces deux polymorphismes, au niveau du gene MTHFR, affectent le métabolisme de
I'hnomocystéine chez les meres des enfants atteints conduisant a des concentrations de I’homocystéine
élevées chez les meres de génotype TT pour e polymorphisme C677T (p <0,05) et celles de génotype
AA pour le polymorphisme A1298C (p <0,05).

Quant au polymorphisme A2756G du gene de la MTR, bien que, son association avec le risque
d’AFTNs semble étre négative, il a été constaté qu’il réduisait le taux de folate érythrocytaire ce qui
appuie sa contribution dans I'apparition des AFTNs dans notre population (p <0,05).

Nos données sur |'association entre les polymorphismes A66G du gene delaMTRR et 844ins68
dans le géne de la CBS et les taux des métabolites ainsi que la relation entre ces mutations et le risque
d’AFTNSs ne sont pas concluantes.

Cette étude originale par sa primauté en Algérie mais aussi en Afrique aussi bien au niveau de la
diversité des polymorphismes examinés que la nature de la population (enfants atteints) mérite d’étre
poursuivie dans le futur via I'élargissement de la taille de |'échantillon. Ceci permettrait de montrer
I’effet interactif des mutations sur I’occurrence des AFTNSs et sur e taux des métabolites.

Mots clés: Mots clés: MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, RFC A80G, CBS
844ins68, AFTN, FOLATE, HOMOCY STEINE
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