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Résumé

Le geéne de I’APOE joue un r6le important dans le métabolisme des lipides et des
lipoprotéines. Dans ce travail, nous avons évalué, I’impact de polymorphismes du géne de
1’APOQE sur le bilan lipidique, et sur le risque cardiovasculaire dans la population oranaise.

Nous avons realisé ce travail a partir de deux études épidémiologiques; 1’étude
ECTOR (N=193) menée entre 1994 et 1996; et 1’étude transversale ISOR (N=787) réalisée
entre 2007 et 2009.

Les résultats obtenus pour 1’é¢tude ECTOR ont montré I’effet protecteur de 1’allele €2
sur les variables du bilan lipidique, notamment de total cholestérol (p=0,001), de LDL-
cholestérol (p=0,006), et de ratio LDL Cholestérol/HDL Cholestérol (p=0,04). Aucun effet
n’a été rapporté pour I’alléle 4. Dans I’étude ISOR, aucune association significative n'a pu
étre détectée pour I’all¢le €2. En revanche, les porteurs de 1’alléle €4 ont des concentrations
significativement plus élevées de triglycérides (p=0,0002), de cholestérol total (p=0,009), de
LDL-cholestérol (p=0,003) et de rapport LDL-cholestérol/HDL-cholestérol (p=0,001) que les
porteurs de Dl’allele €3. Le rs439401 a été significativement associé aux variations des
concentrations de triglycérides (p=0,006), et au risque d’hypertension artérielle (p=0,006). Le
rs4420638 confere une protection contre I'obésité (p=0,005). Les analyses haplotypiques et de
déséquilibre de liaison confirment I’effet protecteur et délétere des alleles €2 et €4 sur le LDL-
cholestérol, et montrent que 1’alléle G du rs4420638 exerce un effet protecteur chez les sujets
porteurs de 1’all¢le 4.

Les résultats nous ont permis de montrer que (i) le polymorphisme epsilon a le méme
effet sur le bilan lipidique quelque soit la population, mais qu’il peut étre sujet aux variations
environnementales, notamment 1’alimentation, (ii) le rs439401 constitue un facteur de risque
génétique a la survenue de 1’obésité et de I’hypertension artérielle, alors que le rs4420638
présente un effet protecteur sur 1’obésité dans la population Oranaise, (iii) 1’alléle G du
rs4420638 peut contrebalancer I’effet délétere de 1’allele €4 sur les concentrations de LDL-
cholestérol, (iiii) La population algérienne est différente des populations caucasiennes sur le

plan génétique, en matiere de déséquilibre de liaison des polymorphismes de I’APOE.

Mots clés : APOE, Polymorphisme génétique, Haplotype, Population Algérienne,

Risque cardiovasculaire, Syndrome métabolique, Profil lipidique, Etude ISOR.



Abstract

The APOE gene plays an important role in lipid and lipoprotein metabolism. In this work,
we evaluated the impact of APOE gene polymorphisms on the lipid profile, and cardiovascular risk
in the Oran population.

We performed this work using two epidemiological studies; the ECTOR study (N=193),
conducted between 1994 and 1996; and the ISOR cross-sectional study (N=787), conducted
between 2007 and 2009.

The results obtained for the ECTOR study showed the protective effect of the €2 allele on
lipid variables, including total cholesterol (p=0.001), LDL-Cholesterol (p=0.006) and LDL-
cholesterol/HDL-cholesterol ratio (p=0.04). No effects have been reported for the €4 allele. In the
ISOR study, no significant association could be detected for the €2 allele. However, &4 allele
carriers had significantly higher concentrations of triglycerides (p=0.0002), Total cholesterol
(p=0.009), LDL-cholesterol (p=0.003) and LDL-cholesterol/HDL-cholesterol ratio (p=0.001), than
carriers of the €3 allele. The rs439401 was significantly associated with variations in triglycerides
concentrations (p=0.006) and the hypertension risk (p=0.006). The rs4420638 confers protection
against obesity (p=0.005). Haplotype and linkage disequilibrium analyses confirm the protective
and deleterious effects of €2 and €4 alleles on LDL-cholesterol, and show that the G allele of
rs4420638 has a protective effect in edcarriers.

The results allowed us to show that (i) the epsilon polymorphism has the same effect on the
lipid profile, regardless of the population, but may be subject to environmental variations, including
food, (ii) the rs439401 was a genetic risk factor in the onset of obesity, and hypertension, while the
rs4420638 showed a protective effect on obesity in the Oran population, (iii) the rs4420638 G allele
could counterbalance the deleterious effect of the APOE &4 allele on LDL-cholesterol levels, (iiii)
The Algerian population is different from Caucasian populations genetically, for linkage
disequilibrium between APOE polymorphisms.

Keywords: APOE, Genetic polymorphism, Haplotype, Algerian population, cardiovascular
risk, Métabolic syndrome, lipid profile, ISOR Study.



eﬁ\iﬂ&.ﬂ\)ﬂ‘ 03 osﬁmm_ﬂ\ Qu:ﬁj),d\jujm_\ﬂgi\sﬂ\ QMY\@A;QLA\A 1533 APOE (pall aaly
sV L godll e 5¥) 5 lil] m) el dlal) b3 5 o sadl) 5 siue e APOE (uall 3 sl gil) JIC&T a3 55 (52
Ol Sl

) 5¢1996 51994 (sale i cusal (193=0) ECTOR sl ,all :ibily 5 (o) 50 (g Sl 135 il il
2009 52007 (sle O cupal Sl (787=0) ISOR A jaiuudl)

IS e SIS 8 Ly 6y 5l (5 s Sl i e g2 S SN 8l ECTOR Al jall ilis & gl
4 JIY o) (p=0.04) HDL Js_iud &/ LDL Jssind 811 45 (p=0.006) LDL bl J 5 ind 51 ¢(p=0.001)
Oalelalicg3 Jal1 lalay 45 i (aall 3 g2 JiBU il (gl e il 4y o) [SOR Ayl o Lal 5l ol ad aa sy Y
Jsiad s ¢(p=0.009 ) LU J s sind U1 ((p=0.0002) A5 & saall (g 55 el il sluss agual <uilS g4 (I
e (s IS Jag ya 15439401 Lsxiall o (p=0.001) HDL Js_yiud I/ LDL sl 58U 4asi s (p=0.003)LDL
Ma Alas e 154420638 ssial) (p=0.006) il baia g i) ylad 5 (p=0.006) &S ¢ saall 38 53 (8 <l el
Y ) OB Ll 5 B LA Loy Hl1 315 JBEA) 5 Al dl) Taail) Ay ST (p=0.005) died)
&4 Y s (o) 5 5541 154420638 Lsxiall G Jall o a5 ¢ LDL Js_yind oI

(osl) Joal S Laga a1 (5 sone ol i o AN i 4 ¢ shal QST 2203 (1) o L) iy Canal) il
gl s Al seal A5 sha Jale 15439401 sriall (11 ) coldall lld 8 Loy i) el yuaill dim o 585 08 (S
rs4420638 _wiall G Jal¥) (111 ) «lps oS sl D) e Jlis il 4l rs4420638 Lsriall s & cpil) Jaaia
L5 U sl o gani e aling (g 30 hadl Cancl (1) (LDL Jissind o) <l 5S35 e g4 JaBU JLall 391 o)) 5 S8
APOE pall el Lyl ) 55 JDlia)

g sall dpe V15 il Shalas ¢ il el Gl ¢ i dll aadl) ¢ 33 S gil) JISET 2225 CAPOE  : dgalidal) cilalsl)

ASOR il 3 ¢y saall peadll Calal) o yayY) de HDlia



Production scientifique

Ce travail de these a donné lieu aux publications et communications suivantes:

Publications:

1- *Boulenouar H, Mediene-Benchekor S, Meroufel DN, Lardjam Hetraf SA, Ouhaibi

Djellouli H, Hermant X, Grenier-Boley B, Hamani Medjaoui I, Saidi Mehtar N, Amouyel P,
Houti L, Meirhaeghe A, Goumidi L (2013) Impact of APOE gene polymorphisms on the
lipid profile in an Algerian population. Lipids in health and disease 12: 155.

Lardjam-Hetraf SA, Mediene-Benchekor S, Ouhaibi-Djellouli H, Meroufel DN,
Boulenouar H, Hermant X, Hamani-Medjaoui |, Saidi-Mehtar N, Amouyel P, Houti L,

Goumidi L, Meirhaeghe A (2014) Effects of established blood pressure loci on blood
pressure values and hypertension risk in an Algerian population sample. Journal of human

hypertension.

Communications internationales:

1-

Boulenouar H, Mediene Benchekor S, Meroufel DN, Cottel D, Lardjam Hetraf SA,

Ouhaibi Djellouli H, Hermant X, Grenier-Boley B, Hamani Medjaoui |, Dallongeville J,
Saidi Mehtar N, Amouyel P, Houti L, Meirhaeghe A, Goumidi L. “Comparative study of
three APOE gene polymorphisms on lipid profile in population from Algeria and France”.
5th Pan Arab Human Genetics Conference 2013 and Golden Helix symposium, 17-19
November 2013, Dubai, United Arab Emirates.

Meroufel DN, Ouhaibi Djellouli H, Médiéne Benchekor S, Hermant X, Grenier-Boley B,
Lardjam Hetraf AS, Boulenouar H, Hamani Medjaoui I, Saidi Mehtar N, Amouyel P,

Houti L, Goumidi L, Meirhaeghe A. “The rs198389 single-nucleotide polymorphism in
the brain natriuretic peptide gene may be modestly associated with type 2 diabetes in
the Algerian ISOR Study, search for functional variants”. 5" Pan Arabs Human Genetics
conference and 2013 Golden Helix symposium, 17-19 November 2013, Dubai, United

Arab Emirates.



3-

Medjaoui I, Boulenouar H, Mediene-Benchekor S, Ouhaibi H, Lardjam S, Triqui C,
Mehtar N, Houti L, Medjaoui-Hamani |. “Donnés anthropométriques, glycémie et
pressions artérielles dans la population Oranaise. Etude ISOR”. Congrés de la SFSP, 2-4

novembre 2011, Lille, France.

Meroufel D.N., Mediene Benchekor S, Boulenouar H, Lardjam-Hetraf A.S., Ouhaibi-
Djellouli H., Triqui C., Saidi-Mehtar N., Hamani-Medjaoui I., Houti L. “Profil lipidique
et lipoproteinique dans la population adulte oranaise. Etude ISOR”. 22-23 mai 2011,

Congres International de Nutrition, Hotel Phoenix, Oran, Algérie.

Boulenouar H, Ouhaibi H, Lardjam AS, Meroufel D, Medjaoui I, Houti L, Mediene
Benchekor S. “Characterization of Major Genetic Determinants of Metabolic Syndrome
Morbidity in an Algerian Population”. 37éme Forum des jeunes chercheurs (Société
Francaise de Biochimie et de Biologie Moléculaire), 14-17 décembre 2010 Centre Culturel

St Thomas, Strasbourg, France.

* Publication présentée dans la these



Table des matieres

Table des matieres

LiSte deS FIgQUIES. ... 1
Liste des tableauX. .......ovieiieii i 2
LiStE 0BS ANNEXES. ..\ttt ittt 4
Liste des abréviations. ... 5
INErOdUCTION. ... 7
Premiére partie : Revue bibliographique

I. Maladies Cardio-vasculaires. ...........ouieeuinie e 8
I.1. Etat des lieux de la santé publique en Algérie : la transition épidémiologique... 8

I.2. Importance des maladies cardio-vasculaires en Algérie..................ccoevnnnen. 10

I.3. Physiopathologie de 1’athérosclérose. ............ooviiiiiiiiiiiii i 11

I.4. Principaux facteurs environnementaux du risque cardio-vasculaire................ 13

[.4.1. Facteurs physiologiques. .........ooeviuiiiiiiiiii e, 13

B B R (S 13

| I B o) T 13

[.4.2. Facteurs liés au mode de Vie.........oovviiiiniiiiiiiiiiiiiieieee e, 14

[.4.2.1. La consommation de tabac..................coooiiiiiiiiiii . 14

[4.2.2. Lasédentarit........c.cooveiiriiniit e 15

1.4.3. L’hypertension artérielle.............oooiiiiiiiiiiiii e 15

1.4.4. Les lipides plasmatiqUes. ........o.verineenieniitiiteieeereeeeeeeaiaaennn 17

1.4.4.1. Le cholestérol total et les fractions HDL et LDL................. 17

1.4.4.2. LeS triglyCerides........coooiniiiiiiii i 18

1.4.4.3. Les Apoproteines et Lipoproteines..............cooevvviiniinnn.. 18

L4.5. Le Diabete. ...ouviet i 19

[.4.6. L’obésité et le tissu adipeuX.....c.oevuiiiiiiiiiiie i, 20

1.4.7. Le syndrome métabolique.............cooviiiiiiiiiiiiii e 22

1.4.7.1. Définition du syndrome métabolique............................ 22

1.4.7.2. Historique du concept.........ooevvrivieiiiiiiiiaiiinneannnnns 22

1.4.7.3. Les critéres de diagnostic du syndrome métabolique.......... 23

1.4.7.4. Syndrome métabolique et risque cardiovasculaire............ 24

1.4.8. Les antécédents familiaux ..............cocoviiiiiiiiiiiii 24

I1. Base génétique des maladies cardiovasculaires (MCV).........cccooiviiiiiiiiiiniiiiienen. 26

IL1. L'héritabilité de MC V... ..o, 26

I1.2. Génes de susceptibilit€ au MCV.. ..., 27

I1.2.1. Etudes d’analyse de liaison et études d’associations géne-candidat ... 27
I1.2.2. Etudes d’association génome entier ou “Genome Wide Association

SHUAIES™ . et e 28

I1.2.2.1. Etudes GWA surles MCV.......ooiiiiiiiiiiiie 28

11.2.2.2. Etudes GWA sur les traits lipidiques..................c.....e. 30

1.3, APOlIPOProteiNE E ....ve e 34
I1.3.1. Structure de I’ Apolipoproteine E ..., 34

I1.3.2. Réle de I’ Apolipoproteine E ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee s 35

I1.3.3. Legéne de PAPOE. ... ..ot e 36
I1.3.4. Polymorphismes de I’APOE et impact sur le bilan lipidique............ 37
11.3.4.1. Polymorphisme epsilon de I’APOE (rs7412 et rs429358)........ 37

11.3.4.2. Polymorphismes rs439401 et rs4420638............cccevennnnn. 41



Table des matieres

I1.3.5. Etudes d’association impliquant le polymorphisme epsilon de
PAPOE. ... e
11.3.5.1. Association entre le polymorphisme APOE epsilon et le
AIabRtE. ..ot
11.3.5.2.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et
PODESIEE. ...t
11.3.5.3. Association entre le polymorphisme APOE epsilon et le
syndrome MeEtabolique ...........ccccveviiiiiiiiiiiiiiiieenen
11.3.5.4. Association entre le polymorphisme APOE epsilon et
I’Hypertension artérielle..............oooiviiiiiiiiiiiiiiiaenn..
11.3.5.5. Association entre le polymorphisme APOE epsilon et les
maladies cardio-vasculaires ((MCV)..........cccoeiiiiiiiiniinn.n..

I11- Stratégie d’étude des MCV . ...
[11. 1. Définition de facteur de risque cardiovasculaire........................coeeeene
II1. 2. Notion de Polymorphisme............oooiiiiiiiiiiiiii e
III. 3. Déséquilibre de lHaiSon. ........ooueiiiiiiiii e,
L R o) 1071 01
L S, Tag-SNPS. .
III. 6. Etudes d’analyse de [1aiSon...........ooeiiiiiiiiiiiii i,
III. 7. Etudes d’associations géne-candidat ...............oooiiiiiiiiiiiiiiiiii e,

[11.7.1. Equilibre d’Hardy Weinberg .............ccoviiiiiiiiiiiiiieieen,
II1.7.2. Analyses statistiques utilisées dans les études d’association ..........
I11.7.3. Facteurs de confusion et interactions................ceeeveeeeninninenn.
[11.8. Analyses d’interaction géne-environnement dans les MCV..................
II1.9. Limites liées aux études d'association ...............cooevuvieeiiiiniiniiininnnnn
I1.9.1. Problémes d’ordre épidémiologique............cocevviiuiiiiiiiiieinnn.n.
[11.9.2. Influence des facteurs environnementauX..............c.oevueueennnnnn.
I11.9.3. Problémes d’ordre statistique.........oouveviieiiiiiieiieeieeieeennnnn
II1.10. Etudes d’association génome entier ou “Genome Wide Association
SIS . et
III.11. Limites des analyses a haut débit..................oooiiiiiiiiiiii s

Deuxiéme partie : Travaux personnels
Contexte de Pétude.......... ...t e

Populations d’étude et méthodes
LPopulations EtUAIES. ... ..ouiuiiti
L1.L’¢tude ECTOR. .. .o
1.1.1. Recrutement des SUjets.........ooeivuiiniiiiiiiiiii e
1.1.2. Préléevements et variables mesurées................cccoeviininie
I.1.2.1.Variables anthropométriques et biologiques....................
[.1.2.2. Variables biochimiques...............cccoeviiiiiiiiiiiii e,
L2.L7€tude ISOR . ...t
[.2.1. Recrutement des SUJEtS......o.uverieiniieii i eie e eeean,
1.2.2. Prélévements et variables mesurées..................coooeeene.
1.1.2.1. Variables anthropométriques, comportementales et
biologIQUES ...eniii i
1.2.2.2. Variables biochimiques....................cooiiiiii.

43

44

45

46
46
47
48
49
50
o1
52
53
53
55
56
56
57
58
58

59
61

62

63
63
63
63
63
64
64
64
65

65
65



Table des matieres

L B 15T ) 0 Tt
[1.1. Restriction fragment length polymorphism (RFLP).............................
I1.2. Technologie KASPar...... ..ot e

ITI. ANalySeS StaAtISTIQUES. ... ettt et ettt et e e e e e e et e et e e e e e ane e aeeeaeenes
III.1. Equilibre d’Hardy-Weinberg et distributions génotypiques.......................
[11.2. Effet des génotypes sur les parametres tudiés...............oevviiiniininnnnn,
IT1.3. Analyses haplotypiques. ... ..ovuuiriititii e

IV. Criteres de diagnostic des troubles cardio-métaboliques.................ccoeviiiininin....
IV.1 Critéres de diagnostic du syndrome métabolique..................ocooveiiiiiinni.
IV.2. Critéres de diagnostic du diabéte de type 2 (DT2).....coovvviiiiiiinniininn....
IV.3. Criteres de diagnostic de I’hypertension artérielle.................................
IV 4. Critéres de définition de I’obEsité...........oooiiiiiiiiiii

Résultats
I.Impact du geéne de I’APOE sur le bilan lipidique dans la population oranaise (Etude

[.2. Fréquences alléliques et génotypiques dans la population algérienne ECTOR...
1.3. Association entre le polymorphisme epsilon de I’APOE et les concentrations
des lipides plasmatiqUeS.......o..eveiieiiii e
L3.1. Etude ECTOR. ...,
L3.2. Btude ISOR. ...,
1.3.3. Analyses d’Interaction.............o.vevriiiieieiiiinieiiiiiaeeannannn

Il. Association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de I’APOE et les
parameétres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population...........
Oranaise (Etude ISOR)......ooiiii e

I1.1. Fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes rs439401

et 154420638 de PAPOES L. .....uiii

I1.2. Analyses d’association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638

de ’APOE et les parametres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans

1@ POPUIALION. ...ttt e

IL.3. Le déséquilibre de liaison et I’analyse haplotypique.................ooovivviininin.
11.3.1. Le déséquilibre de 1iaison.............cooeviiiiriiiiiniiiniiainnnns
I1.3.2. L’analyse Haplotypique.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee,

III. Impact du géne de I’APOE sur les paramétres Cardio-métaboliques dans la population
Oranaise (Etude ISOR).......oiii e
I11.1. Prévalence du syndrome métabolique et des principaux facteurs de risque
cardiovasculaire dans la population 0ranaise.............ccoceviviiiiiiiniiiiieeen,
II1.2. Polymorphisme epsilon de I’APOE et risque cardiovasculaire...................
II1.3. Polymorphisme rs439401 de I’APOE et risque cardio-métabolique..............
[I1.4. Polymorphisme rs4420638 de I’ APOE et risque cardio-métabolique............

Discussion
I. Association du géne de I’APOE avec les concentrations du bilan lipidique dans la
POPUIALION OTaN@iSE. ... ..vieiet ettt e et et e e et e e e aans

66
66
67

68
68
69
69

70
70
71
71
71

72
72
73

75
75
76
77

82

82

83
87
87
87

89
89
90

90
90

94



Table des matieres

I.1. Caractéristiques du bilan lipidique, anthropométrique et biologique dans la 94

Population OranaiSe. ........o.vvutiieiet ittt

I.2. Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme epsilon de ’APOE

dans la population OranaiSe. ..........o.eeuiieientiitt ettt aeenaennns 96

I.3.Association du polymorphisme epsilon de I’APOE avec les paramétres

anthropométriques, biochimiques et biologiques....................cooeeinenn... 97
ILANAlYSES A INTETACHION. ...\ttt ettt et et et et e e et e e e e e e eaeeas 99

I1l. Association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de I’APOE et les

concentrations des lipides plasmatiques..........covuiiiiiiiiiiii i 100
[11.1. Fréquences des alléles des polymorphismes rs439401 et rs4420638........... 100
II1.2. Etudes d’association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 et les

concentrations du bilan lipidique..............ooooiiiiii i 101
II1.3. Analyse haplotypique. .......oviiiriii e 101

IV. Prévalence des principaux facteurs de risque cardiovasculaire dans la population

OFANAISE. ..+ttt ettt bt bbb bbbt bbbt b e bbbt e bt bt b ekt n et b b r 102
IV.1. Prévalence du syndrome métabolique.............coovvviniiiiniiiiiiiiiiiines, 102
IV.2. Prévalence du diabéte de type 2..........ovuiiiiiiiiii i 103
IV.3. Prévalence de I’hypertension artérielle.................oooviiiiiiiiiiiii i, 113
IV.4. Prévalence de PobESIte. .......o.oiiiiii i e, 103
IV. 5. Association des polymorphismes du géne de I’APOE avec le risque

CANAIOVASCULAITE. . .. ..ottt e e e e e e, 111

Conclusion et PErsPECLIVES.............oiiie e 106

Références bibliographiques.................ooooii e, 108

ANINIEXES ..o et ee et e e et et e e et et et et e et et et e et et e e et et et e e et et et et e et et et e et et ee et et e e eenraeanens 140



Liste des figures

Figure 01:

Figure 02:
Figure 03:
Figure 04:
Figure 05:

Figure 06:

Figure 07:
Figure 08:
Figure 09:
Figure 10:

Figure 11:

Liste des figures

Evolution de la structure par groupe d’age et sexe de la population algérienne entre

1966 €1 2002.... . eeneeiee et
Mortalité proportionnelle (% des déces totaux, tous ages confondus) ........

Structure de I’ Apolipoprotéine humain..................cooiiiiiiiiiiin..

Distribution des fréquences de 1’alléle €4 dans le monde.............cooeeviiviiiiiiiinenne,

Profil électrophorétique du polymorphisme epsilon/Hhal .....................

Substitutions des nucléotides et des acides aminés distinguant les trois isoformes

de P APOE. ..
Localisation des SNPs étudiés dans le cluster APOE/C1/CA4...................
Principe de la construction de HapMap (d’apres le projet HapMap)..........
Principe d’une GWAS ...
Différentes étapes du génotypage par la méthode KASPar......................

Modele de déséquilibre de liaison pour les SNPs APOE dans 1’étude ISOR

35

38

39

41

42

50

60

68

87



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau I: Evolution de I’espérance de vie a la naissance selon le seXe...............ocvivivervnnnne
Tableau Il: Prévalence des principaux facteurs de riSqUE............c.oviviniiiiiiiiiiie e see e
Tableau I1: Classification de I'nypertension artérielle de I'adulte par la Société
européenne d’hypertension (2007)........oueririririiii et
Tableau 1V: Critéres de diagnostic du diabéte et des troubles de la glycorégulation.................
Tableau V: Classification du surpoids et de 1'obésité en fonction des valeurs de I’indice
de masse corporelle (IMO)......ouiiiit ittt
Tableau VI: Seuils définissant 1’obésité selon la mesure du périmétre abdominal dans
les différents groupes ethniques, selon les principales organisations. ........c.cccccvveviereeeresesreerenens
Tableau VII: Résumé des loci identifiés a partir des études GWA de IDM...........cccoevvvienenen,
Tableau VI1I: Résumé des loci identifiés a partir des études GWA sur les traits Lipidiques.......
Tableau IX: Caractéristiques des participants de 1’étude ECTOR en comparaison avec

les hommes de 1’étude ISOR...... ..o s
Tableau X: Caractéristiques des participants de I’étude ISOR.............coooiiiiiiiiiiiiiiiin,
Tableau Xla: Distribution génotypiques et alléliques du polymorphisme epsilon de
D AP O E . .
Tableau Xlb: Distributions des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme

epsilon de ’APOE dans I’étude ISOR..........ooiiiiiiii et
Tableau XI1: Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les paramétres
anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population ECTOR..........ccccccovevvivivennne.
Tableau XIII: Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les paramétres
anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population ISOR...........................
Tableau X1V : Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les paramétres

anthropomeétriques, biochimiques et biologiques dans la population ISOR chez les hommes

CLLES TOIMIMES. ... et
Tableau XV : Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les lipides plasmatiques

et les pressions artérielles en fonctions de la population d’étude..........ccooerriiiiiineiiiiiniiiieen

10

16
20

21

21

30

33

72
73

74

75

78

79

80

81



Liste des tableaux

Tableau XVI : Distributions des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes
rs439401 et 1s4420638 de ’APOE dans I’étude ISOR ...,
Tableau XVII: Impact des polymorphismes rs439401 et rs4420638 sur les paramétres
anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population ISOR...........................
Tableau XVIII : Impact du polymorphisme rs439401 sur les parametres anthropométriques,
biochimiques et biologiques dans la population ISOR chez les hommes et les femmes.............
Tableau XIX : Impact du polymorphisme rs4420638 sur les paramétres anthropométriques,
biochimiques et biologiques dans la population ISOR chez les hommes et les femmes.............

Tableau XX : Valeurs de r2 et de D' pour les polymorphismes de I’APOE dans 1’échantillon

Tableau XXI : Effet des haplotypes de I'APOE sur les concentrations plasmatiques de
LDL-cholestérol dans I'étude ISOR.............ouiuitii e

Tableau XXII : Prévalence des différents troubles cardio-métaboliques dans la population

Tableau XXII1 : Polymorphisme epsilon de I’APOE et risque cardiovasculaire.....................
Tableau XXI1V : Polymorphisme rs439401 et risque cardiovasculaire....................cccooeeennnnn.

Tableau XXV : Polymorphisme rs4420638 de I’ APOE et risque cardio-métabolique............

82

84

85

86

87

88

90

91

92
93



Liste des annexes

Liste des annexes

ANNEXE 017 ATLICLE. ... 148
Annexe 02: Questionnaire ISOR............o i, 156



ADA

ADN

AG

AHA
ALFEDIAM

ANAES
ANCOVA
ANOVA
Apo
ApoE
ARN
ARNmM
CM

CRP
DDL

DL

DT1
DT2

FID
FRET
GLM
GWAS
HDL
HGPO
HOMA-B
HOMA-IR
HTA
IDM
IMC
INSP
LDL
LDLR
LEP
LEPR
LH

LIPC
LIPG

Lp(a)

Liste des abréviations

American Diabetes Association
Acide désoxyribonucléique
Acide gras

American Heart Association

Association de Langue Francaise pour I’Etude du DIAbéte et

des maladies Métaboliques

Agence Nationale d’Accréditation et d’évaluation en santé
ANalysis of COVAriance

ANalysis Of VAriance

Apolipoprotéine

Apolipoprotéine E

Acide ribonucléique

Acide ribonucléique messager

Chylomicrons

Protéine C réactive

Degré de liberté

Déséquilibre de Liaison

Diabéte de Type 1

Diabéte de Type 2

Fédération Internationale du Diabete
Fluorescent Resonance Energy Transfer
Modeéle linéaire généralisé

Genome-Wide Association Study
High-Density Lipoprotein

HyperGlycémie Provoquée par voie Orale
HOmeostasie Model Assesment-b-cell function
HOmeostasie Model Assesment-Insulin Resistance
Hypertension artérielle

Infarctus du myocarde

Indice de masse corporelle

Instit National de Santé Publique

Lipoproteine de basse densité « low density lipoprotein »
Récepteurs des lipoprotéines de basse densité
Leptine

Récepteur de la leptine

Lipase hepatique

Gene de la lipase hépatique

Gene de la lipase endothéliale

Lipoprotéine (a)



LPL
LRP
LRT

MCV
NCEP/ATP Il

NHLBI
NO
NOS3
OMS
OR
PAD
PAS
PCR
RFLP
RTH
SM
SNP
TG
TNF
VLDL

VNTR
WHO

Lipoprotéine lipase

LDL receptor related protein

Lipoprotéines riches en triglycérides « TRL: triglyceride rich
lipoprotein »

Maladie cardio-vasculaire

Third Report of the National Cholesterol Education Programm/
Adult treatment Pannel

National Heart Lung and Blood Institute

Nitric oxide

Nitric oxide synthase 3

Organisation mondiale de la santé

Odds Ratio

Pression Artérielle Diastolique

Pression Artérielle Systolique

Polymerase Chain Reaction

Restriction fragment length polymorphism

Rapport tour de Taille/tour de Hanche

Syndrome métabolique

Single Nucleotide Polymorphism

Triglycéride

Tumor necrosis factor alpha

Lipoproteins de trés basse densité «very low density
lipoprotein»

Variable Number of Tandem Repeats

World Health Organization



INTRODUCTION



Introduction

INTRODUCTION

La fréquence des maladies cardiovasculaires est tres variable selon les populations

humaines. Cette variabilité est notamment géographique. Il existe en particulier un gradient
européen nord-sud décroissant des maladies cardiovasculaires, parall¢le a celui d’un certain
nombre de facteurs de risque de ces pathologies, environnementaux et/ou génétiques.
Les pays du Maghreb sont considérés comme étant en pleine phase de transition
épidémiologique, compte tenu du développement économique et de I’infrastructure sanitaire.
Sur le plan de la santé publique, cette transition épidémiologique est caractérisée par une
baisse des taux bruts de mortalit¢, une augmentation de I’espérance de vie, et une
modification des causes de mortalité au profit des maladies chroniques non transmissibles, les
maladies cardiovasculaires (MCV) en particulier.

En Algérie, les MCV tendent a se situer en premiére ligne du profil de morbidité, en
effet selon ’'OMS, les MCV rendent compte de 28% de la mortalité totale, de plus la
population algérienne est exposée a un nombre de facteurs de risque cardiovasculaire, dont les
hypertensions artérielles (HTA) avec une prévalence moyenne de 38% dans la population
totale, le surpoids qui est présent chez 45.5% de la population et 1’obésité chez 16%,
I’élévation du taux de Cholestérol est présente chez 38.5% de la population et 1’élévation du
taux de glucose est reportée chez 8% (OMS, 2011).

A la lumiére de ces résultats nous nous sommes intéressés aux déterminants
génétiques du métabolisme lipidique, et en particulier au polymorphisme epsilon (rs7412 et
rs429358) du géne de I’APOE connu pour avoir un impact sur le bilan lipidique. En effet
I’alléle €2 a un effet protecteur et I’alléle €4 un effet délétére sur les concentrations des lipides
plasmatiques. Les résultats obtenus dans un premiers temps, dans 1I’étude ECTOR, sont en
accord avec ceux des populations caucasiennes, et rapportent un effet protecteur pour 1’allele
€2 ; mais pas d’effet pour ’allele €4. L’absence de ’effet de 1’allele €4 sur le bilan lipidique
peut étre expliquée par le faible effectif de la population ECTOR mais aussi par les
interactions gene/environnement, et particulierement la composition en acides gras du régime
alimentaire qui conditionne les concentrations de lipides plasmatiques, et notamment de
cholestérol. Afin de Vérifier ces hypothéses, nous avons analysé ensuite I’effet du
polymorphisme epsilon de I’APOE, et des polymorphismes rs439401 et rs4420638 de ce gene
sur les parameétres du bilan lipidique mais aussi sur le risque d’autres troubles cardio-
métaboliques (syndrome métabolique, obésité, Hypertension artérielle et diabete de type 2)

dans une étude plus large menée a Oran (Etude ISOR).
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Maladies Cardiovasculaires

I.1. Etat des lieux de la santé publique en Algérie : la Transition épidémiologique

Selon les chiffres de I’OMS (1’organisation mondiale de la santé), I’espérance de vie
des algériens est passée de 67 ans en 1990 pour atteindre 73 ans en 2011 (71 ans pour les
hommes et 74 ans pour les femmes), ceci est expliqué en partie par la diminution du taux de
mortalité générale dans la population adulte, qui est passée de 182 en 1990 a 123 decés pour
1000 habitant en 2011 chez les hommes et de 160 & 100 chez les femmes en 2011, et de la
mortalité néonatale qui a enregistré un net recul pour passer de 29 en 1990 a 17 déces pour
1000 naissance vivante en 2011 (OMS, 2013) (tableau I).

Tableau I: Evolution de I’espérance de vie a la naissance selon le sexe (Ministére de la santé
et de la population, 2007).

Année Hommes Femmes Ensemble

1970 52,6 52,8 52,6
1980 55,9 58,8 57,4
1985 62,7 64,2 63,6
1991 66,9 67,8 67,3
1996 66,8 68,4 67,7
2000 70,3 72,8 71,5
2008 70 72 71
2011 71 74 73

Ce qui s’est traduit par une modification de 1’aspect de la pyramide des ages dans laquelle la
proportion des populations les plus jeunes (moins de 15 ans) a enregistré une diminution
progressive alors que celle des populations adultes est en nette augmentation (les 15-59 ans
représentent 65% de la population et 7,1% ont 60 ans et plus en 2005, et pourrait atteindre
10% en 2015) ; ce qui a pour corollaire un vieillissement progressif de la population et
I’augmentation du poids des maladies chroniques. (Ministére de la santé et de la population,
2007; OMS, 2010a) (Voir Figure 1). De plus, I’indice synthétique de fécondité par femme est
passe de 4,7 en 1990 a 2,4 en 2008, et le taux de natalité brut par 1000 habitant a atteint 19,8
en 2011(OMS, 2013).
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Figure 1: Evolution de la structure par groupe d’age et sexe de la population algérienne entre
1966 et 2002 (Ministére de la santé et de la population, 2007).

Ces chiffres sont révélateurs d’une transition épidémiologique ou transition sanitaire
que traverse 1’ Algérie depuis maintenant une vingtaine d’années. Le concept a été décrit pour
la premiere fois par Omran au début des années 60 afin d’expliquer 1’évolution de la situation
épidémiologique et son interaction avec les facteurs démographiques, environnementaux et
socio économiques constatées au cours des 18eme et 19éme siécles dans les pays occidentaux
puis au 20éme siecle dans les pays du sud. Au cours du temps, ce concept a evolué au vu des
situations observées non prises en compte au départ.

Cette modification s’est traduite par I’accentuation de 1’impact de ces maladies non
transmissibles. En effet, les maladies transmissible ont connu un net recule en faveur des
maladies non transmissible qui sont a I’origine actuellement de 63% des déces en Algérie

(voir Figure 2) (OMS, 2011).

Traumatismeas
89

Affections
transmissiblas,
matarnslles,

périnatalas at
nutriticnnelias
20%,

Autres MINT Affections
199 Diabate respiratoires
4% 7%

Figure 2: Mortalité proportionnelle (% des déces totaux, tous ages confondus) (OMS, 2011).
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I.2.Importance des maladies cardio-vasculaires en Algérie

Les maladies cardiovasculaires (MCV) englobent tous les troubles et 1ésions du cceur
et du systéeme des vaisseaux sanguins dans tout le corps y compris le cerveau (accident
vasculaire cerébral). Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de déces dans le
monde. On estime a 17,3 millions le nombre de décés dus aux maladies cardiovasculaires
dans le monde, ce qui représente 30% de tous les déces en 2008 (OMS, 2010b). Durant I’an
2000, les MCV étaient en cause dans 4.35 millions de décés soit 43% de la mortalité totale
chez I’homme et 55% chez la femme en Europe (Graham et al, 2007; Petersen S, 2005). Aux
Etats-Unis, les MCV ont été responsables d’un tiers des déceés en 2007, soit environ 8§10.000
déces (Roger et al, 2011). Les MCV tendent & se situer en premiere ligne du profil de
morbidité des Algériens, en effet selon ’OMS, les MCV rendent compte de 28% de la
mortalité totale, de plus la population algérienne est exposée a un nombre de facteurs de
risque cardiovasculaire, les hypertensions artérielles (HTA) constituent un risque majeur de
cardiopathies. La prévalence moyenne des HTA se situe autour de 20% dans la population
totale, 45,5% de la population est en surpoids et 16% présente une obésité, I’élévation du taux
de Cholesterol est présent chez 38,5% de la population et 1’élévation du taux de glucose est
reporté chez 8% (OMS, 2011), la consommation de tabac est reporté chez 12,5% de la
population générale et 24,8% de la population masculine, 39,2% de la population enregistre

une activité physique insuffisante (Tableau 2).

Tableau I1: Prévalence des principaux facteurs de risque (OMS, 2011).

Facteurs de risque comportementaux

Prévalence esfimee 2008 (%) hommes femmes  total
Consommation de tabac quotidienne 24.8 0.2 125
actuelle

Activité physigue insuffisante 20.8 47 .6 34.2

Facteurs de risque meétaboliques

Frevalence estimee 2008 (35) hommes femmes  total
Hypertension 38.3 7.6 38.0
Elévation du taux de glucose 7.9 B.2 8.0

Surpoids 391 51.8 45.5
Obésité 9.6 224 16.0
Elévation du taux de cholestérol 36.6 40.5 385

10
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1.3. Physiopathologie de 1’athérosclérose

Différentes pathologies sont désignées par la terminologie de MCV, leurs point
commun est la physiopathologie liée a 1’athérosclérose et responsable de mort prématurée.
Il peut s’agir de :
-maladies coronariennes (angor d’effort, angor instable, infarctus du myocarde, mort subite).
-accidents vasculaires cérébraux (hémorragiques ou ischémiques, transitoires ou constitués).
-pathologies vasculaires périphériques (artériopathie oblitérante des membres inférieurs,
anévrisme aortique, insuffisance rénale par néphro-angiosclérose).
-insuffisance cardiaque.

Les accidents ischémiques aigus (mort subite, infarctus myocardique ou cérébral,
angor instable) sont, dans la plus part des cas, la traduction cliniqgue de la maladie
athéromateuse, résultants d’une rupture ou une érosion de la plaque d’athérosclérose avec
formation d’un thrombus obstruant la lumiére vasculaire (Libby, 2001).

L’athérosclérose est considérée comme une maladie inflammatoire chronique touchant
les vaisseaux sanguins. Elle est initiée et entretenue par 1’exceés de cholestérol LDL,
conduisant a une accumulation de lipides et de cellules inflammatoires dans la paroi artérielle,
et responsable de modifications anatomiques, biochimiques et fonctionnelles importantes du
vaisseau. En général, les dép6ts athéromateux se localisent dans les vaisseaux artériels de gros
et moyen calibre. lls se situent préférentiellement aux zones de turbulences hémodynamiques,
c'est-a-dire au niveau des bifurcations et courbures artérielles.

La premiere étape dans la formation d’une plaque athéromateuse est I’infiltration de
lipoprotéines plasmatiques dans la couche sous-endothéliale (intima). Ce processus a lieu
lorsque 1’endothélium est endommagé ou simplement fragilisé par une faible €élasticité. Ce qui
augmente sa perméabilité ainsi, les lipoprotéines peuvent pénétrer dans !’intima. Le
déséquilibre des entrées et sorties de LDL peut aussi expliquer leur présence dans 1’intima
sans qu’il y est pour autant une quelconque fragilit¢ de I’endothélium. Du fait de leur petite
taille, les LDL « Low Density Lipoprotein », les Lp(a) « Lipoprotein a », s’infiltreraient
facilement.Ce phénomeéne est en relation avec la quantité de cholestérol contenu dans les LDL
plasmatique, plus particulierement dans les LDL petites et denses. Méme en 1’absence de
dépdts lipidiques vasculaires, I’hypercholestérolémie diminue la vasorelaxation artérielle ainsi
que la libération de NO par D’endothélium qui  libére en parallele un puissant
vasoconstricteur, I’endothéline-1 (Taner et al, 2001). L’effet synergique de la diminution de la

libération de NO et de I’augmentation de la sécrétion d’endothéline-1 favorise les

11
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phénomeénes de vasospasme et la prolifération des cellules musculaires lisses qui participent a
la formation de la plaque d’athérome. De plus, il est établit que la diminution de la libération
de NO augmente le risque d’agrégation des plaquettes et donc le risque de thrombose (Duriez,
2004).

Cette étape d’infiltration est suivie d’une modification oxydative des acides gras
contenus dans les LDL. Les cellules de I’intima sécrétent des cytokines, activant ainsi des
cellules endothéliales sus-jacentes qui produisent des molécules d’adhésion qui a leur tour
rameutent de nouveaux monocytes circulants qui vont devenir des macrophages et sécréter
des cytokines. Les LDL oxydés (LDLox) seront reconnus par des récepteurs scavengers, tels
que les récepteurs SR-B et CD36, exprimés par les macrophages, ou le récepteur Lox-1 (ou
SR-E) exprimé par les cellules endothéliales. Cette interaction LDLox-récepteur permet
I’internalisation des LDLox, dont la reconnaissance par les récepteurs scavengers des
macrophages constitue 1’étape clé d’une accumulation intracellulaire de cholestérol échappant
a tout contrdle et conduisant a la formation de cellules spumeuses (Ross, 1999; Tuttolomondo
etal, 2012).

A long terme, les cellules musculaires lisses de la média vont migrer vers I’intima, s’y
multiplier et synthétiser une chape de protéines fibreuses qui recouvre le corps lipidique, sous
I’effet de I’inflammation générée par les LDL oxydées ainsi que par 1’activation des
macrophages, des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses qui liberent des
cytokines et/ou des facteurs de croissance (Libby, 2012; Libby et al, 2002). Le volume de la
plaque peut dépasser les capacités de remodelage de la paroi artérielle, produisant une sténose
artérielle, cette plaque ne va pas se rompre, elle est dite « stable », la chape fibreuse protéique
permettra au corps lipidique de résister aux agressions physiques (hémodynamiques) et
chimiques (inflammation). Cependant, la chape fibreuse protéique risque d’étre fragilisée a
tout moment si processus inflammatoire augmente dans la plaque; c’est particuliérement le
cas lorsque les macrophages et les cellules musculaires lisses libérent des métalloprotéases
qui digérent les protéines de cette coque fibreuse protectrice et lorsque 1’apoptose des cellules
musculaires lisses est déclenchée par les cytokines sécrétées localement (Libby et al, 2002;
Ross, 1999). Dans ce cas il y’a un risque de rupture de la plaque, ou d’érosion de son
revétement endothélial (plaque instable) et d’exposer ainsi les molécules de facteur tissulaire
qu’elle contient au flux sanguin. Le facteur tissulaire entrainera une coagulation du sang
formant ainsi un thrombus qui risque de provoquer une occlusion suffisante de la lumiére
artérielle pour déclencher des syndromes coronaires aigus (infarctus du myocarde, angor

instable et mort subite), des accidents vasculaires cérébraux ischémiques et des ischémies
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aigués des membres inférieurs qui sont les principales manifestations de la maladie

athéroscléreuse (Farb et al, 1996).

1.4. Principaux facteurs environnementaux du risque cardiovasculaire

Selon ’OMS, on peut regrouper les facteurs de risque des MCV issus des principales
enquétes [Etude de Framingham, et Etude MONICA] en deux catégories: les facteurs de
risque «non modifiables» incluant 1’age, le sexe et I’hérédité, et les facteurs de risque
«modifiables» tels que I’hypertension artérielle, I’hyperlipidémie, 1’obésité, le diabéte, le
tabagisme, la consommation d’alcool, la sédentarité, et le déséquilibre alimentaire.

Plus de 200 facteurs de risque cardiovasculaire ont été identifiés jusque la depuis la
publication des premiers résultats de 1’étude Framingham en 1957 (Dawber et al, 1957).
Cependant, une dizaine seulement rendent compte a eux seuls de la quasi-totalité du risque
cardiovasculaire en population (Yusuf et al, 2004). L’association de plusieurs des ces Facteurs
de risque cardiovasculaire, détermine des situations a haut risque cardiovasculaire. Ces

principaux facteurs de risque cardiovasculaire sont :

I.4.1.Facteurs physiologiques
1.41.1. L’Age

L’age constitue un des Facteurs de risque cardiovasculaire les plus importants. Il y’a
une augmentation réguliére de I’incidence de la maladie coronaire avec 1’age chez les deux
sexes. Les manifestations cliniques de 1’athérosclérose des manifestent généralement vers la
quarantaine ou la cinquantaine chez I’homme et vers la soixantaine ou de la soixante dizaine
chez la femme (Cambou et al, 1996), Chez les sujets de plus de 75 ans, les cardiopathies
ischémiques représentent a elles seules, un tiers des causes de déces (Minino et al, 2007) chez
les deux sexes. Bien que le vieillissement s’accompagne d’une modification d’autres facteurs
de risque (HTA, élévation du taux de cholestérol, fréquence élevée du diabete en population),

I’age reste cependant un facteur de risque majeur et indépendant.
1.4.1.2. Le sexe

L’athérosclérose touche essentiellement les hommes, dans une méme tranche d’age, le
risque de survenue d’un IDM est nettement plus €élevé chez ’homme que chez la femme. En
France, pres de 80 % des infarctus du myocarde chez les sujets de moins de 65 ans,
surviennent chez des hommes (Tunstall-Pedoe et al, 1999). Cette différence baisse apres 65
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ans. Ainsi le risque cardio-vasculaire d’une femme de 55 ans est a peu prés équivalent a celui
d’un homme de 45 ans cela correspond en pratique a un risque différé de 10 ans en faveur des
femmes. Plusieurs travaux expérimentaux attribuent cette différence aux effets favorables des
oestrogenes naturels chez la femme non ménopausée (sur la fonction endothéliale, les cellules
musculaires lisses ou I’angiogenése) (Miller & Duckles, 2008), les femmes semblent étre
protégées jusqu’a la ménopause (Ayanian & Epstein, 1991; Goldberg et al, 1993). En effet,
les données de 1’é¢tude de Framingham montrent que, 1’incidence des coronaropathies est
nettement plus élevée chez les femmes ménopausees que chez celles qui ne le sont pas, en
particulier en cas de ménopause précoce et ce quelle que soit la tranche d’age considérée
(Gordon et al, 1978). Une des explication est que le statut ménopausique a un impact sur les
facteurs de risque cardiovasculaire, plus spécialement les facteurs lipidiques, ou la ménopause
s’accompagne d’une augmentation des concentrations du cholestérol total et du LDL
cholestérol et d’une baisse modérée du HDL cholestérol (Bonnet, 1997). De plus, plusieurs
études ont montré que la triglycéridémie et la lipémie a jeun et en période postprandiale est
significativement plus élevée chez les hommes que chez les femmes (Cohn et al, 1988), Cette
différence entre les hommes et les femmes peut étre due a une activité plus élevée de LPL

chez les femmes, se traduisant par une capacité d’épuration plus élevée chez les femmes.

1.4.2.Facteurs liés au mode de vie

1.4.2.1. la consommation de tabac

La consommation de tabac représente un facteur de risque majeur. En 1994, la
mortalité due au tabagisme représentait 50% des déces évitables dont la moitié sont d’origine
cardio-vasculaire (Bartecchi et al, 1994). En 1998, la mortalité par maladie cardiovasculaire
liée au tabagisme était estimée a 40 % chez I’homme et 11 % chez la femme (ANAES, 1998).
Le tabagisme serait également a 1’origine de plus de la moitié des IDM(Infarctus Du
Myocarde) survenus chez le jeune sujet (Mahonen et al, 2004).

Le risque cardiovasculaire du tabac est lié a la durée de consommation et a la quantité
quotidienne. Ainsi, il existe une relation étroite et progressive entre le nombre de cigarettes
fumées par jour et le risque d’IDM, et ce quel que soit I’age (Lacroix et al, 1991; Manson et
al, 1992). Le risque est 9 fois plus élevé pour les plus «grand consommateurs» par
comparaison aux non-fumeurs (Yusuf et al, 2004). Ce risque semble étre plus important chez

la femme que chez I’homme (Njolstad et al, 1996).
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La prévention du risque du tabac par sevrage a un effet réversible sur le risque
cardiovasculaire. En effet, le risque d’infarctus chez le coronarien sevré, diminue de 50 %
apreés un an de sevrage et rejoint progressivement celui du coronarien non-fumeur (Manson et
al, 1992; Wilson et al, 2000), ceci est expliqué par la disparition des effets thrombogenes qui
représentent en réalité les effets delétéres du tabac (Ambrose & Barua, 2004; Blann et al,
1998; Smith & Fischer, 2001).

1.4.2.2. La sédentarité

Les données épidémiologiques indiquent qu’un mode de vie sédentaire augmente la
mortalité prématurée, et le risque cardio-vasculaire et coronarien (Powell et al, 1987;
Rosengren & Wilhelmsen, 1997; Sandvik et al, 1993). Les sujets sédentaires ont un risque de
mortalité 1,2 a 2 fois plus élevé que les sujets plus actifs. A I’inverse, la pratique d’une
activité physique réguliere, méme modeste, a un effet protecteur vis-a-vis des MCV, Il existe
une relation dose-réponse inverse entre le volume d’activité physique et le risque cardio-
vasculaire (Blair et al, 1995; Rosengren & Wilhelmsen, 1997).

Les résultats obtenus lors d’un atelier d’expertise publiés en 1995 concernant des
études de cohortes réalisées dans plusieurs pays, s’accordent sur un consensus que 1’activité
physique, indépendamment de 1’dge et du sexe, est fortement et inversement associée au
risque de mortalité cardio-vasculaire et au événements coronariens (Pate et al, 1995).

Chez les sujets coronariens notamment aprés un IDM, on estime que la mortalité
cardio-vasculaire peut étre réduite d’environ 20 a 25% par la participation a un programme de
réadaptation (Oconnor et al, 1989). Les bénéfices physiologiques de I’activité physique
passent a la fois par une action vasculaire antiathérogene (notamment au niveau endothélial)
et par la modification de facteurs liés au risque vasculaire: 1’augmentation du taux de HDL-
cholestérol, la diminution du taux de LDL-cholestérol et des triglycérides, I’amélioration de la
sensibilité a I’insuline, perte de poids, et la réduction de la tension artérielle. La sédentarité a

un effet inverse.

1.4.3. L hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est ’'un des premiers et des plus étudiés facteurs de
risque cardiovasculaire, elle est un facteur de risque majeur de maladies cardiovasculaires et

rénales (Hajjar & Kotchen, 2003; Kearney et al, 2005). Dans 95% des cas, les causes de
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I’HTA restent inconnues, il s’agit d’hypertension artérielle essentielle, seuls 5% des cas
présentent des causes connues et correspondent a des patients dont la pathologie est
responsable de cette hypertension il s’agit dans ce cas d’hypertension artérielle secondaire.
L’augmentation de la pression artérielle systolique(PAS) et/ou diastolique (PAD) est un
facteur de risque puissant et indépendant de coronaropathie et d’AVC (Kannel, 1996).
Cependant, 1’age et le sexe ont leurs influence sur I’'HTA, car la pression artérielle
augmente avec 1’age et elle est plus fréquente chez les hommes que chez les femmes, et la
morbimortalité cardiovasculaire est plus élevée chez les hommes pour tous les niveaux
tensionnels (Vokonas et al, 1988; Wenger et al, 1993).
L’association de I’HTA avec les complications cardiovasculaires est sans effet de seuil
jusqu’a des valeurs de 110-115 mmHg pour la systolique et 70-75 mmHg pour la diastolique.
Chaqgue accroissement de 20 mmHg de la systoliqgue ou de 10 mmHg de la diastolique
multiplie par un 2 le risque de décés cardiaque ou vasculo-cérébral (Macmahon et al, 1990).
Chez les sujets de plus de 55 ans il y’a une association positive entre 1’augmentation de la
pression pulsée (qui correspond a la différence entre les PAS et PAD) et les complications
cardiovasculaires (Lewington et al, 2002). Cependant, 1’abaissement de la pression artérielle
chez I’hypertendu réduit d’environ 16 % le risque d’infarctus (Gueyffier et al, 1997) et de
40% le risque d’AVC. Le tableau Ill représente la classification proposée en 2007 par la
société européenne de cardiologie et la société européenne d’hypertension (Mancia et al,

2013).

Tableau Il1: Classification de I'hypertension artérielle de I'adulte par la Société européenne
d’hypertension (2007)

Catégorie PA* Systolique (mmHQ) PA* Diastolique (mmHg)
Optimale <120 <80

Normale 120 -129 80 -84

Normale haute 130 -139 85 -89

Stade 1 140 -159 90 - 99

Stade 2 160 - 179 100 - 109

Stade 3 >180 >110

Hypertension >140 <90

systolique isolée

*PA : Pression Artérielle
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1.4.4. Les lipides plasmatiques

Le lien physiopathologique entre les lipides plasmatiques et I’athérosclérose est plus
facile a concevoir comparé aux autres facteurs de risque majeurs. Les particules lipidiques et
leur métabolisme sont en effet des éléments clés de 1’athérogénese et de 1’évolution de la
plaque d’athérome (Stary et al, 1994).

Le risque cardiovasculaire lié aux lipides plasmatiques est évalué actuellement par dosages du
cholestérol total, LDL-cholestérol, HDL-cholestérol et des triglycérides. Cependant, il est
parfois utile de doser d’autres composantes lipoprotéiques dont le lien avec 1’athérosclérose

est établi.
1.4.4.1. Le cholestérol total et les fractions HDL et LDL

Les concentrations de cholestérol plasmatique, particulierement de LDL-cholestérol
présentent une association forte, linéaire et continue avec 1’incidence des complications
cardiovasculaires. Une augmentation de 1% de la concentration de LDL-cholestérol est
associée a un accroissement de 2 a 3% du risque coronarien (Neaton et al, 1992). Cette
association est fortement modifiée par les facteurs de risque cardiovasculaire associés (Neaton
& Wentworth, 1992). L’efficacité des mesures de réduction des concentrations de cholestérol
total et surtout de LDL-cholestérol sur la morbimortalité coronarienne est bien établie.
L’usage des statines représente un bon exemple (Baigent et al, 2008; Robinson et al, 2005).

A TDinverse, une concentration abaiss¢é de HDL-cholestérol est un facteur de risque
indépendant et un taux élevé est un facteur protecteur de survenue d’une coronaropathie ou de
récidive (Abbott et al, 1988). Il est admis que son rble protecteur vient essentiellement de sa
capacité a épurer le cholestérol de la circulation par son intervention dans le transport inverse
du cholestérol vers le foie (Choi et al, 2006). Les propriétés antiathérogenes du HDL
cholestérol peuvent étre expliquée également par d’autres effets vasculaires (anti-
inflammatoires, antioxydants et anti-thrombotiques) qu’il pourrait exercer sur la fonction
endothéliale. Les rapports Total cholestérol/HDL-cholestérol et LDL-cholestérol/HDL-
cholestérol représentent un indice révélateur du risque artériel et surtout coronarien. Si le
rapport  Total cholestérol/HDL-cholestérol est supérieur a 4,85 et le rapport LDL-
cholestérol/HDL-cholestérol supérieur a 3,55 le risque athérogéne est statistiquement

important.
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1.4.4.2. Les Triglycerides

L’hypertriglycéridémie est également associée a un risque accru de MCV. Cependant,
cette relation est moins forte que celle existant avec le cholestérol sanguin. Les
hypertriglycéridémies modérées, s’accompagnent généralement d’un ensemble de
modifications métaboliques telles qu’une faible concentration de HDL-cholestérol, un
diabéte, une insulino-résistance, une obésité abdominale et/ou une hypertension qui sont de
puissants facteurs de risque ce qui rend difficile de considérer 1’hypertriglycéridémie comme

un facteur indépendant (Di Angelantonio et al, 2009; Hulley et al, 1980).

1.4.4.3. Les Apoproteines et Lipoproteines

Les apolipoproteines sont des glycoprotéines qui permettent la circulation des lipides
(insolubles en milieux acqueux) dans le sang. Plusieurs types d’apolipoproteines existent dont
certaines jouent un role dans le métabolisme des lipoprotéines a titre d’activateurs
enzymatiques et de ligands pour divers récepteurs (ex LDL récepteur). Les taux plasmatiques
de certaines apoprotéines et lipoprotéines sont associés au risque d’athérosclérose :

» L’apolipoprotéine B (ApoB) est 1’apolipoprotaine essentielle de transport du LDL-
cholestérol (et des VLDL), la concentration de 1I’ApoB refléte le taux de LDL-
cholestérol. De ce fait, 1’¢élévation du taux d’Apo B est un prédicteur positif du risque
cardiovasculaire aussi puissant (voire meilleur) que le LDL (Thompson & Danesh,
2006).

» L’apoprotéine Al (Apo Al) est I’apoprotéine principale du HDL-cholestérol. A
I’instar du HDL-cholestérol, de faibles concentrations d’Apo Al sont associées a un
risque accru d’IDM (Walldius et al, 2001),

» Le rapport Apo B/Apo Al est un des plus puissants indicateurs du risque coronarien.
L’¢lévation de ce rapport est associée positivement au risque d’IDM (Yusuf et al,
2004),

» L’apoprotéine (a) est une composante structurale de la lipoprotéine (a) ou Lp (a). Elle
est liée de fagon covalente a I’Apo B (Hobbs & White, 1999). Son roble
physiopathologique est mal connu et son déterminisme génétique semble important
(Austin et al, 1992). Les taux élevés de Lp(a) sont positivement associés au risque
d’athérothrombose (Danesh et al, 2000; Scanu et al, 1991).
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1.4.5. Le Diabéte

Les déceés chez les sujets diabétiques sont dus dans 75% des cas a des complications
cardiovasculaires. Le risque de développer une atteinte athérothrombotique est multiplié par
un facteur 2 voire 3 chez les sujets atteints d’un diabéte de type 2 (Borchjohnsen & Kreiner,
1987). Dans le cas d’un diabéte de type 1, le risque est multiplié par 7 par rapport a un sujet
non diabétiqgue du méme age malgrés que la fréquence relative des complications cardio-
vasculaires soit moindre, (Laing et al, 2003). Par ailleurs, le diabéte est non seulement un
facteur de risque d’IDM mais aussi un facteur de moins bon pronostic post-infarctus chez les
sujets ayant une coronaropathie (Aronson et al, 1997; Haffner et al, 1998).

Le lien physiopathologique entre le diabete et les complications cardiovasculaires
n’est pas complétement ¢lucidé, mais plusieurs anomalies d’ordre métabolique, vasculaire, ou
liées a la coagulation, peuvent expliquer le risque élevé de ces complications chez le sujet
diabétique:

> Dinflammation,

» la dysfonction endothéliale (Beckman et al, 2002),

> le stress oxydatif (déficit d’antioxydants, produits de la glycation et de la glyco-
oxydation) responsable de 1’oxydation des LDL-cholestérol, dont le rdle pathogénique
apparait important,

» les anomalies de la fonction plaquettaire et de la coagulation dont la résultante est une

activation plaquettaire et un effet procoagulant (Kirpichnikov & Sowers, 2001),

> les troubles lipidiques: hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol abaissé, LDL-
cholestérol petites et denses, augmentation des remnants lipoprotéiques,

» D’hyperinsulinisme et 1’insulinorésistance.

Contrairement a la pression artérielle et aux anomalies lipidiques, ou 1’efficacité des
mesures de réduction de la tension artérielle et des concentrations lipidiques (notamment par
I’'usage des statines et des inhibiteurs de I’enzyme de conversion) a été démontrée (Ganda,
2002; Huang et al, 2001), les effets bénéfiques d’une baisse de la glycémie ou du taux
d’hémoglobine glyquée sur la réduction des complications cardiovasculaires ne sont pas
formellement établis (Conget & Gimenez, 2009), bien qu’un lien entre le niveau glycémique
et les MCV ait été mis en évidence (Selvin et al, 2004)

Selon les criteres de ’OMS (ces critéres validés par les experts de 1’Alfediam), le

diagnostic et la classification du diabéte reposent sur la mesure de la glycémie a jeun et de la
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glycémie 2h apres un test de charge orale de 75 mg de glucose (Alberti et al, 1998; Drouin et
al, 1999). Ces critéres sont présentés dans le tableau IV.

Tableau 1V: Critéres de diagnostic du diabéte et des troubles de la glycorégulation
(ALFEDIAM, 1999)

Statut glucométabolique Critéres de classification
selon la glycémie mesurée sur plasma
veineux exprimée en mmol/L (mg/dL)

Diabéte Glycémie a jeun >1,26 (7,0)
et/ou glycémie >2.00 (11,1),
2h aprés HPGO*

Intolérance au glucose Glycémie a jeun < 1,26 (7,0) (si mesurée)
et glycémie > 1,4 (7,8) 2h aprés HPGO

Hyperglycémie modérée a jeun Glycémie a jeun >1,10 (6,1) et <1,26 (7,0)
et glycémie <1,4 (7,8) 2h apres HPGO (si
mesurée)

* HPGO : hyperglycémie provoquée par voie orale. La charge de glucose sera de 75 g de
glucose anhydre chez I’adulte et de 1.75 g par kilogramme chez 1’enfant.

1.4.6. L’obésité et le tissu adipeux

L’obésité connait une progression épidémique importante et présente un enjeu majeur
a I’échelle planétaire (Barlow, 2007). On estime dans le monde, que 300 millions d’individus
sont obeses, qu’environ 1 a 1,7 milliard (selon les critéres retenus) sont en surpoids, et qu’un
enfant sur 3 est en surpoids ou obese. Bien que le lien entre I’obésité et les MCV soit établi
depuis longue date, les mécanismes physiopathologiques sous-jacents n’ont été appréhendés
gue récemment et restent incomplétement élucides.

L’obésité est souvent associée a plusieurs comorbidités telles que le diabete,
I’hypertension artérielle, les dyslipidémies, I’insuffisance veineuse, ou les apnées du sommeil.
Les parts respectives de 1’obésité et des comorbidités associées dans 1’augmentation du risque
cardiovasculaire ne sont pas bien établies. Il est clairement démontré que le tissu adipeux
viscéral est un organe actif et un marqueur de risque cardio-métabolique fort et indépendant
(Despres et al, 1990; Yusuf et al, 2004). Les indices les plus utilises actuellement pour
apprécier le poids corporel sont :

» T’indice de masse corporelle (IMC) qui est le rapport poids/taille?
> le tour de taille

» le rapport tour de taille/tour de hanche
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Des valeurs élevées de chacun de ces 3 indices sont associées au risque d’IDM (Yusuf
et al, 2004). Cependant il existe quelques différences entre ces trois indices. L’IMC a pour
avantage la simplicité et la fiabilité de son recueil, les deux derniers représentent un meilleur
reflet de la masse adipeuse péri-viscérale mais le risque d’erreur de mesure est plus important.
L’usage routinier combiné de I'IMC et du périmétre abdominal est recommandé pour
I’appréciation du risque cardiovasculaire.

Selon ’OMS, 1’obésité correspond a un IMC supérieur ou égal a 30 kg/m2 Les
tableaux V et VI montrent les définitions et classifications de ’obésité selon I’'IMC et de
I’obésité abdominale mesurée par le périmétre abdominal. Le périmetre abdominal doit étre
mesuré grace a un métre ruban placé autour de I’abdomen, a mi-distance entre la derniére cote
et la créte iliague supérieure. Le metre ruban ne doit pas comprimer la peau et étre paralléle

au sol. La mesure doit étre faite en fin d’expiration, chez un patient détendu.

Tableau V: Classification du surpoids et de I'obésité en fonction des valeurs de I’'IMC (OMS,
1998)

Catégorie IMC (kg/m2)
IMC normal 18,5-249
Surpoids 25-29,9
Obésité de classe | 30-34,9
Obésité de classe 11 35-39,9
Obésité de classe 111 > 40

IMC : index de masse corporelle.

Tableau VI: Seuils définissant 1’obésité selon la mesure du périmétre abdominal dans les

différents groupes ethniques, selon les principales organisations

Population Organisation Seuil de périmétre abdominal
Hommes Femmes
Caucasiens IDF >94 cm >80 cm
OMS, AHA/NHLBI (ATP III)  >102  >88cm
cm
Asiatiques IDF, OMS >90 cm >80 cm
Moyen-Orient, IDF >94 cm >80 cm
Méditerranéens
Afrique sub-saharienne IDF >94 cm >80 cm
Amerique centrale IDF >90 cm >80 cm
et du sud

IDF : International Diabetes Federation; OMS: Organisation Mondiale de la Santé; AHA :
American Heart Association ; NHLBI : American Heart Association/National Heart, Lung,
and Blood Institute
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1.4.7. Le syndrome métabolique
1.4.7.1. Définition du syndrome métabolique
Le Syndrome Métabolique (SM) est I’un des problémes de santé publique, les plus
préoccupants du 21°™ siécle. Le SM ne représente pas une maladie en soi, mais plutdt une
association de facteurs prédisposant eux-mémes a des maladies tels que le Diabéte et les
maladies cardiovasculaire, comme son nom I’indique le SM vient de « syndrome » qui se
différencie de la maladie par 1’absence de cause spécifique et qui se définit comme un
ensemble de signe cliniques ou symptdmes, qu’un patient présente au cours d’une maladie ou
de circonstances cliniques d’écart a la norme mais pas forcément pathologiques et
« métabolique » de métabolisme (du grec meta qui signifie “"changement, participation” et
balléin qui signifie "lancer") définit I’ensemble des réactions biochimiques comprises dans la
fonction de nutrition ; les principales voies du métabolisme énergétique sont les métabolismes
lipidiques et glucidiques dont la régulation, permet le maintien de 1’homéostasie par
I’équilibre entre balance énergétique et apports nutritionnels.
La présence de ce syndrome chez un individu favorise le développement de plaques
d’athérome et augmente ainsi fortement le risque cardiovasculaire d’ou I’intérét du dépistage

des individus porteur de ce syndrome qui représente lui méme une valeur diagnostique pour le

diabéte et les maladies cardiovasculaires.

1.4.7.2. Historique du concept

Le syndrome métabolique a été décrit pour la premiére fois en 1923 lorsque Kylin
décrit un syndrome associant maladie de la goutte, hypertension artérielle et hyperglycémie
(Kylin, 1923), depuis les études ont ajoutées a cela 1’obésité, I’hypertriglycéridémie et
I’hyperinsulénémie ; en effet, en 1985 modan met en évidence la relation entre syndrome
métabolique et hypeinsulinémie et c’est en 1988 que Reaven utilisera le terme de syndrome X
pour évoquer une association chez un méme individu de plusieurs troubles métaboliques,
incluant : hyperinsulinémie, intolérance au glucose, hypoHDLémie, hypertriglycéridémie et
hypertension artérielle (Reaven, 1988), Reaven propose 1’insulinorésistance comme le facteur
sous-jacent et la place au cceur de ce qu’il a appelé syndrome X pour décrire cette
constellation d’anomalies du métabolisme, Reaven n’a pas inclus I’obésité abdominale dans
sa définition du sydrome métabolique (mais va finir par I’inclure quelques années plus tard),
I’obésité est venue plus tard s’ajouter a la caractérisation de ce syndrome, lorsque Kaplan

désigna le « Deadly quartet » associant obésité abdominale, intolérance au glucose,
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hypertriglycéridémie et hypertension artérielle (Kaplan, 1989). En 1992, Haffner et al
montrent que ce syndrome est corrélé a une augmetation des concentrations d‘insuline qui
précéde l‘apparition des différents désordres métaboliques. Il établit ainsi le lien entre
syndrome X et insulinorésistance, le poussant a I’appeler: syndrome d‘insulinorésistance.
L’augmentation de la prévalence mondiale de I’obésité et du diabéte de type observée dans les
années 90 a fait du syndrome métabolique le centre d’intérét des recherches sur les MCV de
part le fait qu’il regroupe les principaux facteurs de risque cardiovasculaire, 1’intérét pour le
syndrome métabolique serait I’identification et la prise en charge d’individus des individus a
risque, et qui phénotypiquement, ne présentent aucun signe pathologique de MCV et pour
lesquels, une modification du style de vie peut réduire ce risque cardiovasculaire.

Le syndrome meétabolique est connu de nos jours sous plusieurs noms, syndrome
d’insulinorésistance, syndrome X, syndrome cardiométabolique et ce n’est qu’en 1998 qu’il a
été reconnu par I’OMS, les instances de santé américaines ont reconnu le syndrome

métabolique en 2001

1.4.7.3. Les criteres de diagnostic du syndrome métabolique

Depuis sa description pour la premiére fois en 1923 par Kylin, le syndrome
métabolique a connu plusieurs définitions plus ou moins différentes les unes des autres, mais
qui s’accordent sur les principales composantes du SM: I’obésité, 1’insulinorésistance, la
dyslipidémie et I’hypertension. Cependant, quelque questions sont revenus souvent pour tous
les groupes d’étude qui ont tenté de définir les critéres de diagnostic du SM: quel parametre
utiliser pour définir chaque phénotype, et quelle méthode utiliser pour le mesure, quelle est la
valeur seuil a appliquer pour définir ’anormalité ? et enfin quel poids donner a chacun des
phénotypes dans le développement du syndrome métabolique ?

En 1988, Reaven se limite simplement a une description du syndrome X, sans proposer une
définition qui soit assez claire pour permettre le diagnostic des personnes porteuses du
syndrome (Haffner et al, 1992). Il faudra donc attendre 1999 pour que I’OMS publie la
premiére définition officielle du SM, suivie par 1°‘European Group for the study of Insulin
Resistance (EGIR) en 1999 puis par le National Cholesterol Education Program-Third Adult
Treatment Panel (NCEP ATP III) en 2001. L’American Association of Clinical
Endocrinology (AACE) défini le SM de fagon large et floue, dans un rapport rédigé en 2003
et dans lequel elle estime qu’aucune preuve scientifique ne permet de fixer des seuils précis.

Plus récemment de nouvelles définitions sont apparues, il s’agit de celles de la Fédération
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Internationale des Diabétiques (FID, 2006) et 1°‘American Heart Association/National Heart,
Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI, 2006).

1.4.7.4. Syndrome métabolique et risque cardiovasculaire

Deés 1956, Vague suppose ’existence d’un lien entre hyperglycémie, hypertension
arterielle, obésité abdominale, goutte, et athérosclérose (Vague, 1956). Plus tard, la relation
entre le syndrome métabolique et I’hyperinsulinémie a été clairement mise en évidence par
Modan (Modan et al. 1985). Mais ce n’est qu’en 1988 que Reaven place I’insulinorésistance
au coeur de ce syndrome et lui donne le nom de syndrome X (Modan et al, 1985; Reaven,
1988). Depuis cette description, la totalité des études a montré que le risque relatif de MCV
est associé au syndrome métabolique, bien que I’estimation de ce risque varie fortement d’une
étude a une autre (Gami et al, 2007).

D’un point de vue moléculaire, I’insulinorésistance résulte de différentes anomalies
qui affectent les cascades de phosphorylation induites par l’activation du récepteur a
I’insuline. Ces anomalies peuvent intervenir a différents niveaux, elles peuvent affecter le
récepteur de 1’insuline Iui-méme ou alors les voies de signalisation en aval du récepteur. Il
peut s’agir d’une inactivation des substrats du récepteur de I’insuline (IRS) par exemple
(Draznin, 2006; Youngren, 2007). Cette inactivation du récepteur de 1’insuline peut étre due a
des modifications post traductionnelles comprenant une phosphorylation de résidus sériques,
mais aussi a la fixation de protéines inhibitrices telles que ENPP1/PC-1 (plasma cell antigen
1/phosphodiesterase 1/ectonucleotide pyrophosphatase) (Goldfine et al, 2008) ou des
membres des familles de protéines SOCS et Grb (Youngren, 2007).

La sécrétion d’insuline a I’état basal permet I’obtention d’un taux constant d’insuline
qui reflete la sensibilité a I’insuline. En effet, il a ét¢ montré que I’insulinémie a jeun est un

bon marqueur d’insulinorésistance (Haffner et al, 1996).

1.4.8. Les antécédents familiaux

Une histoire familiale est rapporté chez un tiers des patients atteints de maladies
cardiovasculaires ou IM (Mayer et al, 2007) . En fait, la Framingham Heart Study a rapporté
que les antécédents familiaux est un facteur de risque de maladie cardiovasculaire qui est
indépendant de tous les autres facteurs de risque testés (Murabito et al, 2005; Myers et al,

1990). En outre, la 2nd Northwick Park Heart Study (NPHS-11) a démontré que, méme apres
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correction des facteurs de risque, la présence d’antécédents familiaux de maladie
cardiovasculaire confére un risque 1,65 fois plus élevé ((Hawe et al, 2003); (Boer et al,
1999)). De méme, une autre étude de prés de 20 000 personnes rapporte que I'augmentation
du risque de MCYV attribué a une histoire familiale positive reste élevé (1,5 a 1,8 fois), méme

apres ajustement pour les facteurs de risque (Andresdottir et al, 2002).
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Chapitre |1

Base géenétique des maladies cardiovasculaires (MCV)

I1.1. L'héritabilité de MCV

Les bases genétiques de la maladie cardiovasculaire sont complexes, il est estimé que
la proportion de la variation phénotypique expliquée par des facteurs génétiques, est comprise
entre 40% et 60% (Arking & Chakravarti, 2009). Bien que des études telle que
INTERHEART (Yusuf et al, 2004) ont conclu que les facteurs de risque classiques expliquent
la majorité des risques d’IDM, plusieurs de ces facteurs de risque de MCV sont sensiblement
affectés par des facteurs génétiques telles que I'nypertension (HTA) (héritabilité 50-70%),
I'nypercholestérolémie (héritabilité 40-60 %), et diabete de type 2 (héritabilité 40-80%)
(Lusis, 2003; Pankow et al, 2001; Tournier-Lasserve, 2002). Curieusement, I'effet génétique
des maladies cardiovasculaires persiste apres correction des facteurs de risque qui abritent une
composante génétique (Marenberg et al, 1994; Zdravkovic et al, 2002).

Une des meilleures facons de déterminer I’héritabilité d'un trait est la comparaison
entre les jumeaux monozygotes et dizygotes. L'étude suédoise Swedish Twin study a indiqué
que le risque pour un jumeau apparemment en bonne santé de mourir de maladies
cardiovasculaires quand leur jumeau est mort de maladie cardiovasculaire avant 1’age de 55
ans était de 3,8 pour les jumeaux dizygotes, et de 8,1 pour les jumeaux monozygotes. Chez les
femmes, 1’€écart est encore plus marquée, avec I'augmentation relative du risque quand un des
jumeaux est mort de maladie cardiovasculaire avant I'dge de 65 ans étant de 2,6 pour les
jumeaux dizygotes et 15,0 pour les jumeaux monozygotes (Marenberg et al, 1994).

Plusieurs troubles mendéliens causés par des mutations rares constituent un exemple
de la base génétique des maladies cardiovasculaires. Peut-étre I'exemple le plus frappant est
I'nypercholestérolémie familiale (HF) (Goldstei.J] & Brown, 1974), c’est une maladie
autosomique codominante caractérisée par une concentration de LDL-cholestérol tres élevée
et associée a des MCV prematurées. Cependant, la cause de la grande majorité des cas de
maladies cardiovasculaires, semble étre multifactorielle et provoquée par l'effet des
composants génétiques multiples ainsi que de l'environnement et des interactions génes-

environnement.
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Par conséquent, le spectre allélique des maladies cardiovasculaires comprend un
mélange complexe de variants communs et rares qui, ensemble, représentent son héritabilité
génétique. Bien que de grands progrés aient été réalisés dans le traitement des maladies
cardiovasculaires, elles restent la principale cause de décés dans le monde. Une fois les genes
de susceptibilité identifiés, de nouvelles voies de la maladie pourraient étre impliqués ce qui
nous orientera vers de nouvelles cibles pour le traitement préventif. En outre, déméler la base
génétique des maladies cardiovasculaires est important dans la pratique clinique et contribuera
a la prédiction de la maladie dans les familles atteintes de Maladies cardiovasculaires
prématurées ou d’IDM.

Actuellement, les biomarqueurs connus tels que la troponine | et la troponine T pour
I’IDM et le peptide natriurétique cérébral (BNP) pour l'insuffisance cardiaque, sont
essentiellement d’une valeur diagnostique ou pronostique (Gerszten & Wang, 2008). Bien que
les biomarqueurs de dépistage, comme la protéine C-réactive (CRP), le fibrinogéne et
I'nomocystéine permettent la prédiction d'événements cardiovasculaires, des études ont
montré qu'ils ne contribuent que modérément a la capacité des facteurs de risque classiques
pour prédire des événements futurs (Wang et al, 2006). Les études actuelles pourraient
identifier de nouveaux variants génétiques qui pourraient étre soit biomarqueurs eux-mémes
ou pointent vers d'autres marqueurs pour des études supplémentaires. Cela pourrait se faire

par des analyses d’association génétique que je vais présenter ultérierement.

11.2. Génes de susceptibilité au MCV

I1.2.1. Etudes d’analyse de liaison et études d’associations géne-candidat

Récemment, il ya eu un énorme intérét pour l'identification des variations dans le
génome humain, notamment les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP), qui modifient
la susceptibilitt a des traits complexes dans les populations comme les maladies
cardiovasculaires (Altshuler et al, 2008). Ces études comparent généralement des personnes
qui ont des traits lipidiques a haut risque ou une maladie cardiovasculaire, a des personnes
saines dans des populations d’études de type cohorte ou dans des études familiales. Ces
études d'association utilisent les notions de déséquilibre de liaison (LD) et de structure
d'haplotypes du génome humain pour tester un ensemble de SNP qui rendent comptent de la
majeure partie de la variation a l'intérieur d'un locus ou sur I'ensemble du genome humain
(Frazer et al, 2007).
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Les études d’association des variants génétiques communs aux maladies
cardiovasculaires ou aux phénotypes métaboliques choisissent des génes candidats pour qui
sont sélectionnés sur la base d'une preuve biologique (implication dans une voie métabolique)
ou autres éléments de preuve genétique implicant des régions qui ségrégent avec la maladie
lors des études de liaison. Certains loci associés au traits lipides ont été identifiés en utilisant
cette approche LDLR, APOE, APOB, PCSK9, LCAT, and CETP (Anand et al, 2009;
Boekholdt et al, 2005; Eichner et al, 2002; Pare et al, 2007).

11.2.2. Etudes d’association génome entier ou “Genome Wide Association
Studies”
11.2.2.1. Etudes GWA sur les MCV

La premiére grande étude d’association a haut débit a été réalisée par Ozaki (Ozaki et
al, 2002). Pas moins de 65 671 SNP ont été testes chez 94 patients atteints d’IDM et 658
témoins dans une cohorte japonaise, cette étude a identifié des SNP associé a I’IDM dans le
gene la lymphotoxine. Des études d'association ultérieures par le méme groupe ont impliqué
les genes LGALS2 (Ozaki et al, 2004) et BRAP dans populations asiatiques (Ozaki et al,
2009). Les premiéres etudes de GWA sur la maladie cardiovasculaire ont reportées de fortes
associations entre SNPS situés dans la région 9p21 et I’IDM aigu et la maladie coronarienne.
Dans la méme année, trois GWA ont rapportées une association entre un locus situé sur le
chromosome 9p21 et I’apparition précoce d’IDM (Helgadottir et al, 2007; McPherson et al,
2007; Samani et al, 2007). La région chromosomique identifiée ne contenait pas de genes
connus pour étre associés a des facteurs de risque classiques de la maladie coronarienne, tels
que les lipoprotéines plasmatiques, I'nypertension, ou le diabéte. Cependant, les genes a
proximité (CDKN2A CDKN2B) codent pour des inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes,
qui sont impliqués dans l'apoptose et la fonction des cellules souches. D’autres régions
identifiées inclus 2936.3, 60g25.1 et 10g11.21 (Samani et al, 2007). Parmi les variantes
découverts, ceux du locus a 10g11.21 situé en amont de la cytokine CXCL12 (Samani et al,
2007), qui est impliqué dans plusieurs voies, y compris le développement cardiaque,
I'activation plaquettaire et le recrutement de cellules souches (Abi-Younes et al, 2000;
Tachibana et al, 1998). L'association avec 9p21 a été confirmé dans une étude qui a impliqué
prés de 23 000 personnes de neuf études européennes différentes (Samani et al, 2009). Cette
étude a également confirmé les associations aux régions 10g11.21, 1p13.3, et 1941, (Samani

et al, 2009). Le SNP associés a un risque accru de maladie cardiovasculaire dans la région
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1p13.3 a été associé a des concentrations plasmatiques plus élevée de total cholestérol et de
LDL-cholestérol dans plusieurs études. Le signal de l'association a 1g41 se trouve dans la
famille des genes d'activité inhibitrice de mélanome, géne membre 3 (MIA3), qui semble
jouer un réle dans la croissance cellulaire ou l'inhibition. En outre, trois autres loci ont été
identifiés par le consortium MIGen (Kathiresan et al, 2009a): 2933 a proximité de WDR12,
6p24 a proximité de PHACTR1, and 21922 a proximité de MRPS6-SLC5A3-KCNE2. Parmi
ces genes, le seul préecédemment suspectée de jouer un rdle dans la maladie cardiaque est
KCNE2 qui code pour une sous-unité d'un canal potassique, dans lequel les mutations sont
pensés pour provoquer des arythmies héréditaires (Abbott et al, 1999). Parmi les autres
régions qui seraient associés aux MCV par des études GWA est la région du gene SLC22A3-
LPAL2-Lpa (Tregouet et al, 2009). La région 3g22.3 qui contient le géne MRDA a également
été identifiée et les résultats actuels suggerent un role pour les MRAS dans la signalisation de
I'adhérence, ce qui est important dans le processus athérosclérotique (Erdmann et al, 2009).
La région 12g24.31 associé aux MCV comprend des variantes dans HNF1A et C120rf43.
D'autres variants dans HNF1A causent le diabéte et modifient les concentrations plasmatiques
de CRP, un marqueur de risque de maladie cardio-vasculaire. Les études de RT-PCR ont
montré que les ARM et C120rf43 sont exprimés de maniére ubiquitaire au niveau de l'aorte et
du cceur chez la souris et chez I’humain (Erdmann et al, 2009). En outre, la région 15922 a
également été impliquée dans les MCV, elle comprend SMAD3 qui est impliquée dans la
signalisation cellulaire (Kathiresan et al, 2009a). Ensemble, ces variantes expliquent environ
20% de [I'héritabilitt de maladie cardiovasculaire/IDM (Ouwehand & Bloodomics
Cardiogenics, 2009), ce qui signifie qu'un nombre considérable d'alléles & risque reste a
identifier. Les loci identifiés dans le cadre d’études de type GWA sur les maladies

cardiovasculaires sont représentés dans le tableau VI1I.
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Tableau VII: Résumé des loci identifiés a partir des études GWA de IDM.

Trait Gene Locus Effet P N Ref
IDM BRAP 12924 1.47 1x10-24 7228 1
IDM CDKN2A-CDKN2B 9p21 1.29 3x10-44 25538 1
IDM CELSR2-PSRC1-SORT1 1p13 1.19 8x10-12 25538 1
IDM MIA3 1g41 1.14 1x10-9 25538 1
IDM CXCL12 10911 1.17 7 x 10-9 25538 1
IDM MTHFD1L 6925 1.09 2x10-5 25538 1
IDM SMAD3 15922 1.05 0.02 25538 1
IDM Neant 2036 0.95 0.005 25538 1
IDM SLC5A3-MRPS6-KCNE2 21922 1.2 6 x 10-11 25538 1
IDM PHACTR1 6924 1.15 1x10-9 25538 1
IDM WDR12 2033 1.24 1x10-8 25538 1
IDM LDLR 19p13 1.18 2x10-9 25538 1
IDM PCSK9 1932 1.12 10 x10-9 25538 1
IDM /CAD MRAS 3922 1.15 7 x10-13 40773 2
IDM /CAD LPA 6025 1.82 4x10-15 19262 3

Les résultats des études GWA de IDM: Infarctus Du Myocarde / CAD: Maladie coronarienne. Les résultats sont
présentés par les associations génétiques les plus forts de I'étude avec la plus grande taille de I'échantillon. 1:
Katherisan et al.(Kathiresan et al, 2009b). 2: Erdmann et al.(Erdmann et al, 2009). 3: Tregouet et al.(Tregouet et
al, 2009).

11.2.2.2. GWAS sur les Traits lipidiques

Une meilleure compréhension des genes impliqués dans le métabolisme des lipides et
des lipoprotéines a été acquise grace aux études d'association génome entier (GWA) sur les
traits lipidiques, en particulier le LDL-cholestérol, HDL-cholestérol et Triglycéries, et de la
maladie coronarienne et d’IDM a apparition précoce. La maladie coronarienne est une
maladie hétérogene, causée par de nombreux facteurs de risque différents. Ainsi, I'étude des
facteurs de risque, tels que les lipides, dans les études génétiques est trés utile pour élucider
les composantes génétiques de la maladie coronarienne.

Une des premicres études GWA sur les lipides a été réalisée par “Diabetes Genetics
Initiative” (DGI) (Saxena et al, 2007) qui a identifié un nouveau locus pour les triglycérides,
protéine régulatrice de la glucokinase (GCKR), en examinant 386 731 SNP chez 1464
patients avec diabéte de type 2 et 1467 témoins appariés avec la réplication sur 29 623
personnes de [1’étude de la DGI, «Wellcome Trust Case-Control Consortium
(WTCCC)/United Kingdon Type 2 Diabetes » (UKT2D) et «the Finland-United States
Investigation of NIDDM Genetics » (FUSION). Il s’est avéré plus tard que ces premiéres
études etaient de faible puissance en raison de la petite taille de I'effet de ces variantes.

Ainsi, les groupes de recherche ont formé de grands consortiums afin de combiner des

ensembles de données GWA pour augmenter la taille de I'échantillon et d'effectuer de grandes
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méta-analyses d'études. Deux études publiées simultanément montrent que, dans une étude
GWA de 8816 personnes avec réplication sur plus de 10.000 personnes (Kathiresan et al,
2008);(Willer et al, 2008), 19 loci ont été associes avec soit LDL-cholestérol, HDL-
cholestérol ou triglycérides. En particulier, les SNPs localisés dans les genes: CETP, LIPC,
LPL, GALNT2, LIPG, ABCAl1, MVK/MMAB, LCAT et GRIN3A ont été associés avec le HDL-
cholestérol, les SNPs dans le cluster APOE/C1/C4, CELSR2/PSRC1/SORT1, LDLR, APOB,
PCSK9, NCAN/CILP2, B3GALT4, BAGALT4 ont été associés avec LDL-C, et les SNPs dans
GCKR, APOA5/A4/C3/AL, LPL, TRIB1, MLXIPL, ANGPTL3, NCAN/CILP2, LIPC, GALNT2
ont été associés avec les Triglycérides. Certaines associations observées résident dans des
génes connus de la voie lipidique tels que LCAT, LDLR, APOB and PCSK9, tandis que
d'autres sont nouveaux (CELSR2/PSRC1/SORT], CILP2/PBX4, GALNT2,
BCL7B/TBL2/MLXIPL, TRIB1 et ANGPTL3/DOCK7/ATGAC).

Les genes identifiés a partir de ces études ont révélé de nouvelles connaissances
biologiques dans la physiopathologie et la biologie du métabolisme des lipides et des
lipoprotéines (Lusis & Pajukanta, 2008). En outre, Willer et al. ont montré que les variants
génétiques qui ont influencé le LDL-cholestérol ont également contribué au risque de
coronaropathie a un degré beaucoup plus élevé que les SNP associés au HDL-cholestérol et
aux triglycérides (Willer et al, 2008). Cette approche, appelée randomisation mendélienne
(Smith & Ebrahim, 2003), montre la causalité de LDL-cholestérol pour la maladie
coronarienne parce que les génotypes d'une personne sont assignés au hasard a la méiose,
éliminant ainsi les biais par des variables de confusion et réduisant les conclusions parasites
dans épidémiologie observationnelle (Smith et al, 2007).

Récemment, deux études GWA de lipides dans plus de 17 000 personnes (Aulchenko
et al, 2009; Kathiresan et al, 2009c) et une étude GWA de ~4000 personnes dans la
population génétiqguement et environnementalement homogéne de la Finlande ont été publiés
simultanément (Sabatti , et al., 2009). Sabatti et al. a travaillé sur une cohorte ou tous les
participants sont nés la méme année, et des données longitudinales ont été recueillies sur
plusieurs décennies (Sabatti et al, 2009). Ce qui a éliminé I'dge comme facteur de confusion
potentiel et minimisé I'nétérogénéité dans les expositions environnementales entre les
individus de la cohorte. Cette étude reproduit des découvertes antérieures et identifie de
nouvelles associations avec HDL-cholestérol (NR1H3, chrl7pl3) et LDL-cholestérol (AR,
CR1L). Katherisan et al. rapportent des associations aux niveau de 30 loci qui influencent le
LDL-cholestérol, HDL-cholestérol et les triglycérides et identifient plusieurs signaux

indépendants au niveau de plusieurs de ces loci en utilisant I’analyse conditionnelle de SNP
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(Kathiresan et al, 2009c), qui consiste a ajuster pour le SNP d’un locus fortement associé et de
tester 1’association pour d’autre SNP dans la région. Cette analyse a montré que plusieurs
SNP qui ne sont pas en LD avec d'autre dans le méme locus peuvent contribuer de maniere
indépendante aux traits lipidiques. De plus, plusieurs des SNP associés étaient non-codants et
impliqués dans I'expression des génes dans le foie humain, ce qui suggere que la plupart des
variantes génétiques présentent des roles cis-régulateurs plutdt que des effets directs sur la
structure de la protéine.

Aulchenko et al. ont identifié 22 loci, dont six nouveaux en combinant la cohorte de
naissances du nord de la Finlande avec 15 autres cohortes et d'études familiales européennes
(Aulchenko et al, 2009). Fait intéressant, des interactions sexe-spécifiques ont été révélés
pour HMGCR, NCAN et LPL, ce qui suggére que les effets génétiques sur les traits lipidiques
peuvent différer entre hommes et femmes. Cette étude a également construit des profils de
risque génétiques basés sur toutes les variantes qui ont été identifiés et ont constaté que le
score de risque ne prédit que de 3 - 5% de la variance totale de trait, ce qui compatible avec
les effets de petite taille observées pour ces SNP. Un résumé des loci identifiés a partir de

GWAS de lipides peut étre trouvé dans le tableau VIII.
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Tableau VIII: Résumé des loci identifiés a partir des études GWA sur les traits lipidiques.

Trait Gene Locus Effect P N Ref
LDL-C ABCGS8 2p21 0.15 2 x 10-20 23456 1
LDL-C TIMD4-HAVCR1 5023 -0.07 1x10-11 27280 1
LDL-C MAFB 20g1l2 -0.06 4x10-9 28895 1
LDL-C HNF1A 12924  0.07 2x10-8 39340 1
HDL-C FADS1-FADS2-FADS3 11912 -0.09 2x10-12 40330 1
HDL-C LCAT 160922 0.07 9x 10-13 31946 1
HDL-C TTC39B 9p22 -0.09 3x10-10 40414 1
HDL-C HNFA 20g13 -0.19 8x10-10 30714 1
HDL-C PLTP 20g13 -0.07 4x10-9 40248 1
HDL-C ANGPTL4 19p13 -0.12 1x10-8 35151 1
TG FADS1-FADS2-FADS3 11912 0.06 2x10-14 38846 1
TG PLTP 20913  0.07 7 x 10-11 38561 1
TG XKR6-AMAC1L2 8p23 -0.04 3x10-8 33336 1
LDL-C CELSR2, PSRC1, SORT1 1p13 -0.23  2x10-42 19648 1
LDL-C APOB 2924 -0.16 5x10-29 19648 1
LDL-C APOE-APOC1-APOC4- 19913 0.29 4 x 10-27 11881 1
APOC2
LDL-C LDLR 19913 -0.26 2x10-26 19648 1
LDL-C HMGCR 5913 0.07 8 x 10-12 19648 1
LDL-C NCAN,CILP2,PBX4 19p13 -0.05 2x10-8 19648 1
LDL-C PCSK9 1p32 -0.09 4x10-8 19629 1
HDL-C CETP 16913 0.25 4 x 10-75 19794 1
HDL-C LPL 8p21 0.23 2x10-34 19794 1
HDL-C LIPC 15922 0.1 8 x 10-23 19794 1
HDL-C LIPG 18921 -0.14 7x10-15 19785 1
HDL-C APOA1-APOC3-APOA4- 11923 -0.17 1x10-12 19794 1
APOA5
HDL-C MMAB, MVK 12924 -0.07 1x10-10 19793 1
HDL-C ABCA1l 9931 -0.08 1x10-9 19371 1
HDL-C GALNT?2 1942 -0.05 4 x 10-8 19794 1
TG APOA1-APOC3-APOA4- 11923 0.3 4 x 10-62 19840 1
APOA5
TG LPL 8p21 -0.25 2 x10-41 19840 1
TG GCKR 2p23 0.12 2x10-31 19840 1
TG TRIB1 8924 -0.11 3x10-19 19840 1
TG MLXIPL 7911 -0.16 3x10-15 19840 1
TG APOB 2p24 -0.08 9x10-12 19840 1
TG NCAN, CILP2, PBX4 19p13 -0.11 4x10-11 19840 1
TG ANGPTL3 1p31 -0.05 3x10-7 19834 1
TG 15914 0.069 4x10-7 4526 2
HDL-C 17p13 0.052 2x10-7 4525 2
LDL-C CR1L 1932 0.1 2 x 10-7 4472 2
LDL-C AR Xgl2 0296 2x10-7 4518 2
HDL-C NR1H3 11p11 0.04 4 x 10-8 4525 2
HDL-C CTCF-PRMTS 16g22 -0.129 8x10-16 21412 3
LDL-C DNAH11 7p15 0.089 6x10-9 17797 3

Table 1. Loci identifies lors de GWAS sur LDL-cholestérol, HDL-cholestérol, et triglycérides- 1: Kathiresan et
al. (Kathiresan et al, 2009c)2: Sabbatti et al. (Sabatti et al, 2009)3: Aulchenko et al. (Aulchenko et al, 2009)
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A ce jour, les études GWA de traits de lipides ont été réalisées principalement dans les
populations européennes (Aulchenko et al, 2009; Kathiresan et al, 2008; Kathiresan et al,
2009c; Sabatti et al, 2009; Willer et al, 2008) tandis qu'une étude GWA pour les triglycérides
a éte effectuée dans les Sud-Asiatiques (Kooner et al, 2008). Certaines études ont examingé les
SNP associés aux lipides et MCV identifies dans les etudes GWA européennes sur d'autres
populations ethniques. En particulier, (Nakayama et al, 2009)montre que les SNPs dans
MLXIPL, TRIB1 and GALNT2 sont associés avec les TG, les SNPs dans TRIB1 sont associés
avec LDL-C mais les SNPs dans CILP2 et MMAB ne sont associés a aucun trait lipidique
dans un échantillon Japonais. Tai et al ont démontré I'association de SNPs dans les locis
TRIB1 et GALNT2 avec le LDL-cholestérol et de SNP dans le locus CILP2/PBX4 avec HDL-
cholestérol dans une population malaise (Tai et al, 2009). Lanktree et al ont également montré
des associations de SNP dans le MLXIPL et ANGPTL3 avec les Triglycérides, des
associations significatives ont été reportées également entre des SNPs dans GALNT2 avec
HDL-cholestérol, et les SNP dans CELSR2/PSRC1/SORT1 avec LDL-cholestérol dans un
échantillon multiethnique (Lanktree et al, 2009). Les SNPs dans la région 9p21 ont également
été associés a I’IDM dans plusieurs groupes ethniques différents, dont les chinois (Ding et al,

2009); les sud Koreens (Shen et al, 2008) et les Hispaniques (Assimes et al, 2008).

11.3. Apolipoproteine E
11.3.1 Structure de I’Apolipoproteine E

L’apolipoproteine E (APOE) est une glycoprotéine de 299 acides aminés, ayant un
poids moléculaire de 34 kDa. Elle fut identifiée pour la premiére fois comme un constituant
des VLDL (Very Low Density Lipoprotein) en 1973 par Shore et al (1973) (Shore & Shore,
1973) ; elle est présente également dans les résidus de chylomicrons et de HDL. L’APOE est
synthétisée majoritairement au niveau du foie (60-80% de la production totale), mais elle est
aussi produite par les surrénales, le rein, les cellules du systeme réticuloendothélial et le
cerveau.

Le clivage a la thrombine révele deux domaines structuraux correspondant a deux
domaines fonctionnels (Aggerbeck et al, 1988; Wetterau et al, 1988); La partie N-terminale
(1-191) (22 kDa) comporte quatre hélices a. amphiphiles de 22 acides aminés arrangees de
fagon antiparalléle et un domaine riche en acides aminés basiques (lysine et arginine) qui
représente un site de fixation a I'héparine (142-147) (Weisgraber et al, 1986; Wilson et al,
1991) et de liaison avec le récepteur LDL (141-155) (Innerarity et al, 1983; Weisgraber et al,
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1983). Le domaine de charges positives formé des résidus basiques va interagir avec les
charges négatives des récepteurs LDL. La partie C-terminale (216-299) (10 kDa) joue un role
majeur dans le transport des lipides, grace a un site de liaison aux lipides (244-272)
(Weisgraber et al, 1990). La région située entre ces deux domaines fonctionnels a une
structure non ordonnée, sensible au clivage protéasique. Bien qu’ils soient indépendants, ces
deux domaines (N-terminal et C-terminal) peuvent avoir une influence sur les propriétés de

l'autre (Figure 3).

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

LDL Receptor Binding Region

72 158

“.__Major Lipid
Binding Region

E2: Cys"2 Cyg!=
E3: Cys"2 Arg!s
E4: Arg''?, Arg'®® 2mM

Figure 3: Structure de 1’ Apolipoprotéine humaine (Hsieh & Chou, 2011)
11.3.2. Réle de I’Apolipoproteine E

Son réle principal est le transport du cholestérol, elle assure la liaison des lipoprotéines
ou elle se trouve aux récepteurs de haute-affinité (récepteurs de I'APO BJ/E) situés a la surface
des cellules du foie et des autres tissus permettant ainsi 1'internalisation de ces lipoprotéines
et la libération de leur contenu en cholestérol a l'intérieur de la cellule. Elle permet aussi la
liaison des résidus de chylomicrons et de VLDL a des récepteurs plus spécifiques (récepteurs
de I'APOE) situés a la surface des cellules hépatiques afin d'éliminer ces résidus de la
circulation plasmatique et les dégrader (Robitaille, 1994). Elle est aussi le ligand du LRP
(LDL receptor-Related Protein) pour 1’endocytose des TRL (Triglyceride-Rich Lipoproteins),
facilitant la clairance hépatique des LDL, des TRL et leurs remnants. En effet, au niveau des
intestins, les chylomicrons riches en triglycérides exogénes sont sécretés par les entérocytes

dans la circulation, sous 1’action de la lipoprotéine lipase, ces triglycérides libérent des acides
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gras libres récupérés entre autre par les adipocytes. Les chylomicrons remnants résultants de
I’action de la lipoprotéine lipase et contenant de I’APOB-48 et de I’APOE sont alors
internalisés par les hépatocytes pour étre dégradés via le récepteur des chylomicrons
remnants.

Au niveau du foie, les TRL sont également hydrolysées par la lipoprotéine lipase et
liberent des acides gras libres. Les particules qui en résultent peuvent alors suivre deux voies
métaboliques :

1- Etre internalisées suite a la reconnaissance des APOB et/ou APOE par les LDL-

récepteurs ou par les récepteurs des chylomicrons au niveau du foie ou alors,

2- Devenir progressivement des LDL, le mécanisme étant régulé par ’APOE. Les LDL
ne contenant plus que 1’APOB-100, sont alors capturés par les LDL-récepteurs
(Lambert, 1999)

Enfin, elle stimule I’activité de la lipase hépatique sur les particules HDL, favorisant ainsi le

recyclage de particules HDL natives (Barrans et al, 1994; Thuren et al, 1992).

11.3.3.Le géne de PAPOE

Le geéne de ’APOE est situé¢ a I’extrémité centromérique d’un cluster contenant
également I’ Apo-CI et I’ Apo-ClI situé sur le chromosome 19 dans la région 13q2 (Myklebost
& Rogne, 1988). C’est un petit géne de 3597 bp, composé de 4 exons et 3 introns, le premier
exon est non codant, le second code pour un peptide signal, le troisieme pour les 61 premiers
acides aminés et le quatriéme pour I’essentiel de la protéine mature, (Das et al. 1985). Son
ARNmM est constitué de 1163 nucléotides et conduit a une protéine de 317 acides aminés,
aprés excision, la protéine mature obtenue est de 299 acides aminés, avec une masse
moléculaire de 34 KDa.

Les régions régulatrices du géne de ’APOE sont peu connues, quatre séquences
augmentant la transcription, ont été décrites au niveau du promoteur du géne (Jo et al, 1995;
Paik et al, 1988). Ces séquences ne semblent pas controler la spécificité de 1I’expression
tissulaire de ce gene. Ainsi, la séquence URE1 semble ne pas étre sensible au type cellulaire.
De la méme maniére, méme si [’augmentation de la transcription liée aux séquences
régulatrices URE2 et IRE1 pourraient différer en fonction du type cellulaire, ces sequences
sont fonctionnelles dans toutes les lignees testées (Paik et al, 1988).

Les régions régulant la spécificité tissulaire de 1I’expression du gene de I’APOE, semblent se

situer en aval du géne. Des éléments controlant I’expression hépatique ont été caractérisés, il

36



Revue bibliographique Chapitre Il

s’agit des régions (HCR.1 et HCR.2) localisées respectivement a 15 kb et 26 kb en aval du
géne de I’APOE (Allan et al, 1997). Méme si ces deux éléments sont nécessaires et suffisants
pour I’expression dans le foie de I’APOE, il semblerait cependant, que 1’¢lément HCR.1 soit
le plus important. En effet, cette région contient une séquence consensus permettant de fixer
le facteur de transcription HNF-5, spécifique a I’expression hépatique (Schachter et al, 1994)
(Figure 2). Les séquences essentielles a 1’expression de I’APOE au niveau cérébral sont peu
connues, il semblerait toutefois qu’une région a 1.7kb en aval du géne de I’APOE (région

ME-1) soit nécessaire a son expression cérébrale (Simonet et al, 1991).

11.3.4 Polymorphismes de ’APOE et impact sur le bilan lipidique

I1 existe a ce jour plus de 194 SNPs répertoriés sur le gene de I’APOE, certains d’entre
eux modifient la structure de la protéine, dont la plupart ont été mis en évidence dans des
formes familiales d’hypercholestérolémie et sont donc rares, le plus connu étant le
polymorphisme epsilon (rs7412 et rs429358), aux niveaux des codons 112 et 158 et permet de

définir trois alleles majeurs du gene de I’APOE.

11.3.4.1 Polymorphisme epsilon de ’APOE (rs7412 et rs429358)

Ulterman et al décrit en 1977 pour la premiére les trois isomorphes de I’APOE, qui
different en fonction de leurs points isoélectriques déterminés par électrophorése en gradient
de pH (Utermann et al, 1977). Les isomorphes principaux E2, E3, E4, sont le produit des
alleles €2, €3, €4. La fréquence de ces alléles varie selon les populations (Figure 4). En
particulier pour I’allele €4 pour lequel elle varie d'environ 5% dans les populations d'Extréme-
Orient jusqu'a 36,8% dans les populations de Polynésie. En Europe la fréquence de cet alléle
suit un gradient Nord-Sud, allant de 0,22 en Finlande a 0,06 en Italie (Deiana et al, 1998;
Ehnholm et al, 1986). Ce gradient Nord-Sud décroissant de la fréquence de I'APOE &4 est
d'un intérét particulier car il est paralléle aux taux de mortalité par maladie coronarienne
(Schiele et al, 2000). Toutefois I’all¢le €3 reste le plus fréquent (Hallman et al, 1991).
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Figure 4: Distribution des fréquences de 1’all¢le €4 dans le monde (Singh et al, 2006).

Ces trois alleles peuvent donner six genotypes: trois genotypes homozygotes (2/¢2,
€3/€3, €4/ed) et trois génotypes hétérozygotes (e3/e2, €3/e4, €2/e4). Le génotype le plus
commun est £3/e3; Les différences entre les trois alléles résultent d'une transition de cytosine
a thymine aux positions 112 et 158 conduisant a des modifications des sites de restriction
Hhal (Appel et al, 1995; Hixson & Vernier, 1990) de telle sorte qu’un génotypage direct est
possible par Polymerase Chain Reaction (PCR) suivi de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (Hixson & Vernier, 1990) (Figure 5).
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Figure 5: Profil électrophorétique du polymorphisme epsilon/Hha | (Zhou et al, 2014)

Les formes E2 et E4 difféerent chacune de la forme E3 par un seul acide aminé en
position 112 ou 158, qui peut étre occupé soit par une cystéine soit par une arginine.
L’APOE2 comprend deux cystéines, I’APOE3 comprend une cystéine en position 112 et une
arginine en position 158, et I’APOE4 deux arginines en positions 112 et 158 (Figure 6).
Beaucoup d’études se sont intéressées a 1’étude de 1’association entre le polymorphisme
epsilon de I’APOE et les variant du bilan lipidique. Il est établi, quelque soit 1’origine
ethnique, que ’alléle €2 exerce un effet protecteur alors que ’allele €4 exerce un effet délétere
sur le bilan lipidique. L'allele €4 est associé & des concentrations de total cholestérol et de
LDL-cholestérol plus élevés, alors que l'allele APOE &2 est associé a des effets opposés
(Costanza et al, 2012; Wilson et al, 1994), I’inverse étant observé pour la triglycéridémie et
ce, quelle que soit la population (Davignon et al, 1988; Hallman et al, 1991). Malgré la
grandes diversité ethnique de ces études, les associations relevées entre les concentrations de
lipides plasmatiques et les génotypes de I’APOE se sont avérées étre constantes, les génotypes
s’ordonnent ainsi: €2/e2<e3/e2<e3/e3<ed/e2<edl/e3<ed/ed, de la concentration la plus basse
vers la concentration la plus élevée en cholestérol (Weisgraber et al, 1983).

Les populations maghrébines ne font pas exception, en effet les études sur la
population tunisienne montrent le méme effet des alleles du polymorphisme epsilon de
I’APOE sur le bilan lipidique, (Bahri et al, 2008; Jemaa et al, 2006) (Bahri et al, 2008);

(Jemaa et al, 2006). Les études sur la population marocaine sont en accord avec cela, I’all¢le
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€4 est associ€ a des concentrations ¢levées de total et de LDL-cholestérol alors que ’allele €2
exerce l’effet inverse (Lahlali-Kacemi et al, 2002). Ceci confirme le fait, que le
polymorphisme epsilon de I’APOE exerce le méme effet sur le bilan lipidique, dans toutes les
populations du monde, ce qui fait de ce polymorphisme un excellent marqueur de risque
cardiovasculaire. Cependant, des différences significatives sont enregistrées entre les
différentes populations. Cela suggére que l’effet de I’APOE sur les concentrations du
cholestérol sanguin chez un individu, pourrait étre influencé par des facteurs ethniques et
environnementaux. Ces observations s’expliquent essentiellement par 1’affinité différente de
ces isoformes pour leurs récepteurs, ainsi ’APOE2 a une affinit¢ diminuée aux LDL-
récepteurs par rapport a I’isoforme APOE3, ce qui se traduit par un transfert ralenti des
chylomicrons et VLDL remnants dans les hépatocytes et donc une accumulation de ces
particules dans le plasma. Par ailleurs, I’APOE2 serait également associée a une altération de
I’activité des lipases aboutissant a un défaut de conversion des VLDL en LDL et donc a une
diminution de production de LDL, augmentant ainsi 1’accumulation des VLDL (Chung &
Segrest, 1983). Ces modifications ont pour conséquence, la déplétion du contenu
intracellulaire en cholestérol et une stimulation de la synthese des LDL-récepteurs, ce qui
aboutit donc a accentuer la diminution de la concentration de LDL-cholestérol dans le
compartiment plasmatique.

A T’opposé, I’APOE4 présente une affinité aux LDL-récepteurs similaire a celle observée
pour I’APOE3 (Weisgraber et al, 1983), la conversion des VLDL en LDL est trés rapide,
ainsi, les chylomicrons et les VLDL sont catabolisés trés efficacement.

De maniére générale, 1’alléle €4 a un rble athérogene bien établi. Cependant le réle protecteur
de l’alléle €2 I’est moins, car ’effet de ce dernier est trés sensible a 1’environnement,

particulierement en ce qui concerne I’effet sur les trigycérides.
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112
E2 T
E3 Y Ty
E4 GCG GAC ATG GAG GAC GTG|CGC|GGC CGC CTG GTG CAG TAC CGC GGC GAG GTG CAG GCC ATG 113

E4 Ala Asp Met Glu Asp Val|Arg|Gly Arg Leu Val Gln Tyr Arg Gly Glu Val Gln Ala Met
E3 Cys
E2 Cys

E4 CTC GGC CAG AGC ACC GAG GAG CTG CGG GTG CGC CTC GCC ICC CAC CTG CGC AAG CTG CGT 173
E4 Leu Gly Gln Ser Thr Glu Glu Leu Arg Val Arg Leu Ala Ser His Leu Arg Lys Leu Arg

158
E2 T
E3 E!C primar F4d'
E4 AAG CGG CTC CTC CGC GAT GCC GAT GAC CTG CAG AAG] CTG GCA GTG TAC CAG GCC GGG 233

E4 Lys Arg leu Leu Arg Asp Ala Rsp Asp Leu Gln Lys|Arg|Leu Ala Val Tyr Gln Ala Gly
E3 Arg
E2 Cys

Figure 6: Substitutions des nucléotides et des acides aminés distinguant les trois isoformes de
I’APOE (Hixson 1990).

11.3.4.2 Polymorphismes rs439401 et rs4420638

Les résultats de nombreuses GWAS (Genome Wide Association Studies) sur les traits
lipidiques ont révélé un bon nombre de SNPs ayant un impact sur les parametres du bilan
lipidique parmi lesquels deux polymorphismes situés dans des régions non codantes et dont le
role reste a élucider. Les résultats reportés dans des méta-analyses de GWA dans 16 cohortes
européennes montrent que le rs439401 situé dans le cluster APOE/APOCL1 (figure 7), en
amont du gene APOCL est associé a des concentrations élevées de triglycérides, et a de
faibles concentrations de HDL-Cholestérol. La fréquence de I’alléle mineur varie 0.33 to 0.36
dans les populations européennes (Aulchenko et al, 2009; Teslovich et al, 2010).

Le rs4420638, situé a environ 14 kb en aval du locus de I'APOE (figure 7), dans le géne
adjacent APOC1, montre une co-ségrégation avec I’APOE. La fréquence de I’alléle mineur
est de 0.18 dans la population européenne (Kathiresan et al, 2008; Teslovich et al, 2010;
Willer et al, 2008). Le rs4420638 n'est pas indépendant du rs429358. Il est estimé que
I’association entre le rs4420638 a la maladie d’Alzheimer est due a sa proximité avec
rs429358. Le rs4420638 est également associé a de faibles concentrations de HDL-
cholestérol, a des concentrations élevées de cholestérol total et de LDL-cholestérol, ainsi qu’a
des valeurs élevées de ratios Total-cholestérol/HDL-cholestérol et LDL-cholestérol/HDL-

cholestérol.
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N (91 rs439401 rs4420638

Figure 7: Localisation des SNPs étudies dans le cluster APOE/C1/C4.
Les positions relatives des rs429358 (localisation chromosomique: 44908684), rs7412 (44908822),
rs439401(44911194) et rs4420638 (44919689) sont indiquées dans le schéma. Les fleches
indiquentl'orientation de la transcription des genes de I'apolipoprotéine. Rectangles: régions
amplificatrices. ME-une région amplificatrice contrdle I'expression de I'apolipoprotéine dans le
systeme nerveux central et pourrait jouer un réle dans la maladie d'Alzheimer. HCR-2 région
activatrice contréle I'expression dans les hépatocytes et pourrait affecter la physiologie des MCV.

11.3.5.Etudes d’association impliquant le polymorphisme epsilon de PAPOE

Outre son association avec les concentrations du bilan lipidique, décrite
précédemment, le polymorphisme epsilon de I’APOE est associ¢é a divers troubles

cardiométabolique
11.3.5.1.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et le diabéte

De par son role important dans le métabolisme lipidique, le géne de I’APOE est un
gene candidat pour le développement du diabéte de type 2 (DT2). Une méta-analyse de 30
études incluant 5423 cas et 8197 témoins a montré que les sujets porteurs de 1’alléle €2
présentaient un risque élevé de diabéte de type 2 (OR=1,18, [1,02-1,35], p=0,023), ainsi
I’allele €2 semble étre un facteur de risque modéré pour le diabéte de type 2 (Anthopoulos et
al, 2010).
Une autre étude de type cas/témoin révele en revanche une association de 1’allele €4 avec un
risque accru de DT2 (OR=2.04, IC a 95% [1.07-3.86], p=0.029). En étudiant I’effet combiné
du génotype et de 1’obésité ou le tabagisme, le risque de DT2 est 5 fois plus élevé chez les
sujets de génotype €3e4 (OR=4,93, IC a 95% [1,74-13,98], p=0,003) (Chaudhary et al, 2012).
Tres peu d’études se sont intéressées a étudier 1’association du polymorphisme epsilon de
I’APOE et le diabéte dans les populations arabes et Nord africaines, en effet seule une étude
sur la population marocaine a exploré cette association. Cependant, aucune association
significative n’a été retrouvée (Bennouar et al, 2004).
Une étude cas/témoins sur la population saoudienne rapporte une association significative

entre 1’alléle €4 et la survenue du DT2, les sujets porteurs du génotype e4e4 présentent un OR
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de 4.39 (IC a 95 % [2,16-8,92]; p=0,0001) (Alharbi et al, 2014). La population Algérienne
n’ayant jamais bénéficié¢ d’études de ce genre, il s’avere intéressant d’étudier I’association du

polymorphisme epsilon avec le DT2 sur un échantillon de la population Algérienne.

11.3.5.2.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et I’obésité

De nombreuses ¢études se sont intéressées a analyser 1’association entre le
polymorphisme epsilon de ’APOE et ’obésité dans le monde. Cependant, ces études
présentent des disparités concerntant 1’alléle associé au risque d’obésité. L’alléle €2 semble
étre un excellent prédicateur d’obésité dans la population croate. En effet, 1’étude menée par
Zeljko et al révele une association significative entre ’alléle €2, et le risque non seulement
d’obésité abdominale mesurée par le tour de taille (OR=3,30, IC a 95% [1,25-8,69], p=0,016),
mais aussi de 1’obésité définie par ’IMC (OR=3,55, IC a 95% [1,47-8,56]; p=0,005) (Zeljko
et al, 2011). En revanche, lors d’une étude menée sur la population brésilienne, Alvim et al,
rapportent ane association significative entre 1’allele €4 et le risque d’obésité (BMI>30kg/m?)
(OR=1,35, IC a 95% [1,02-1,81], p=0,04) (Alvim et al, 2010), ces résultats, confirment les
résultats publiés précédemment et qui rapportent également I’association entre 1’allele €4 et le
risque d’obésité (Carmo Martins et al, 2008; Kolovou et al, 2009).

L’obésité peut également moduler I’effet du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les
concentrations de lipides et d’insuline. En effet, lors d’une analyse d’interaction, Marques-
Vidal et al ont rapporté des interactions significatives (p<0,04) entre I’APOE et les valeurs
élevées d’IMC pour le Total colestérol et LDL-cholestérol, et les concentrations d’insuline.
Les résultats de cette études montrent que I’augmentation des concentrations de ces

parameétres en association avec I’IMC est plus forte chez les porteurs de 1’alléle ¢4 (Marques-

Vidal et al, 2003).

11.3.5.3.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et le Syndrome
Métabolique

Peu d’études ont analysé 1’effet du polymorphisme epsilon sur le risque de syndrome
métabolique. Une étude réalisée par Tao et al sur un échantillon de la population chinoise,
composeé de 937 hommes 1385 femmes, a révélé une association significative entre 1’allele €4
et un risque élevé de syndrome métaboliqgue (OR=1.75, IC a 95% [1.17-2.63] chez les

hommes (Tao et al, 2011b). Les résultats de 1’étude d’Olivieri et al sur la population italienne
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révélent une association significative entre 1’alléle €4 et le risque de syndrome métabolique
(OR=2.08, IC & 95% [1.22-3.5]; p=0.007) (Olivieri et al, 2007).

En I’absence de données concernant notre population, nous avons jugé nécessaire de
procéder a I’analyse de 1’association entre le polymorphisme ¢étudié et le risque de survenue

du Syndrome métabolique dans la population Algérienne.

11.3.5.4.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et

I’Hypertension artérielle

Comme pour le SM, peu d’études se sont intéressées a étudier ’association du
polymorphisme epsilon de I’APOE sur les populations Nord africaines, aucune étude sur la
population algérienne n’a été menée.

Niu et al ont réalisé une méta-analyse multiethnique qui a regroupe les résultats de six études
sur un total de 1812 patients hypertendus et 1762 témoins, et ont rapporté une association
significative entre 1’all¢le €4 et I’hypertension (OR=1,79, IC a 95% [1,04- 1,19]; p=0,04). Les
porteurs du génotype e4e4 présentent un risque deux fois plus élevé en comparaison avec les
porteurs du génotype €3e3 (OR=1,97, IC a 95% [1,11- 3,52]; p=0,02) (Niu et al, 2009).
Olivieri et al rapportent également une association significative entre 1’alléle €4 et le risque
d’hypertension dans la population italienne (OR=1,71, IC a 95% [1,09-2,68], p=0,020)
(Olivieri et al, 2007).

Les résultats d’une autre méta-analyse multiethnique, sur un échantillon constitué de 45
études, sur un total de 13940 cas et 16364 témoins, révele une augmentation du risque
d’hypertension chez les sujets porteurs de 1’alléle €4 avec un OR de 1,39, (Cl a 95% [1,12,
1,72]) (Stoumpos et al, 2013)

En revanche, une étude sur la population chinoise, rapporte que c’est 1’allele €2 qui est
associé a un risque accru d’hypertension (OR=1,60, IC a 95% [1,02- 2,52]; p=0,02), cette
étude n’a pas révélé d’association entre 1’alléle €4 et le risque d’hypertension artérielle (Tao et
al, 2011a).

Cependant, les résultats d’une étude menée sur un échantillon de 1406 sujets de la
population brésilienne, n’a révélé aucune association avec 1’hypertension artérielle (Fuzikawa
et al, 2008).

Les résultats contrastés, et 1’absence de données concernant les populations nord

africaines, et spécialement algérienne, nous a poussé a analyser 1’éventuelle association entre
b b

44



Revue bibliographique Chapitre Il

le polymorphisme epsilon de I’APOE et le risque d’hypertension dans notre échantillon de la
population algérienne.

11.3.5.5.Association entre le polymorphisme APOE epsilon et les maladies
cardio-vasculaires (MCV)

Plusieurs études ont exploré 1’association du polymorphisme epsilon de I’APOE et la
survenue de maladies cardiovasculaires, il a été démontré que les individus porteurs de l'allele
€4 ont un plus grand risque de développer une maladie cardiovasculaire en comparaison avec
les sujets porteurs du génotype commun £3/¢3.

Le role délétere de 1’alléle €4 a été rapporté dans plusieurs études. En 2004, dans une
méta-analyse, Song et al ont regroupé les résultats de 48 études sur des populations
européennes, nord américaines et asiatiques, publiés entre 1966 et 2004. Les résultats obtenus
montrent qu’en comparaison avec les porteurs du génotype €3¢3, les porteur de 1’alléle &4,
avaient un risque augmenté de 42% de développer une MCV (OR=1,42, IC a 95% [1,26-
1,61], tandis que 1’alléle €2 ne montrait aucun d’effet (OR=0,93; IC a 95% [0,83 to 1,05]
(Song et al, 2004). Les résultats d’une autre méta-analyse réalisée a partir des résultats de 40
études, comprenant un total de 4564 cas de maladie coronarienne et 3985 témoins, montrent
des associations significatives entre 1’all¢le €4 et le risque de maladie avec un risque triplé en
comparant les porteurs du génotype e4e4 aux porteurs du génotype commun £3¢3 (OR=2,89,
IC & 95% [1,87-4,47], p<0,00001), la comparaison des porteurs de I’alléle €4 aux porteurs de
I’alléle €3, montre un risque double attribué a 1’all¢le €4 (OR=2,11, IC a 95% [1,91-2,35],
p<0,00001) (Yin et al, 2013). Ces deux méta-analyses n’ont montré aucune association
significative avec 1’allele €2.

Le role protecteur de ’all¢le €2 été clairement indiqué dans une méta-analyse montée
par Bennet et al, l'allele €2 exerce un effet «protecteur» sur la survenue de maladies cardio-
vasculaires, 1’étude rapporte un risque réduit de 20%, OR (OR=0,80, IC a 95% [0,70-0,90],
dans cette étude les porteurs de 1’alléele €4 avaient Seulement un risque légérement accru
(Bennet et al, 2007).

Peu de données sont disponibles quant a I’association du polymorphisme epsilon de
I’APOE avec les maladie cardiovasculaires dans les populations nord africaines, car seule une
étude sur la population tunisienne a été réalisée, et a rapporté une association significative

entre 1’alléle €4 et la sévérité de la maladie coronarienne (Bahri et al, 2008).
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Chapitre 111
Stratégie d’étude des MCV

I11.1. Définition de facteur de risque cardiovasculaire

Un facteur de risque cardiovasculaire est par définition un facteur dont I'exposition
augmente le risque de survenue d’une MCV, alors que son absence diminue ce risque. Son
importance est évaluée par la force de I'association avec la maladie (exprimeée par le risque
relatif observé chez les sujets exposés par rapport aux non exposés), on peut parler donc d’une
notion de causalité entre le facteur et la maladie.Ceci signifie que le facteur de risque précede
I’apparition de la maladie (notion d’antériorité) et que la correction du facteur, soit en
I’¢liminant ou en diminuant le niveau d’exposition doit permettre de réduire I'incidence de la
maladie (notion de réversibilité). Il doit bien slr étre reconnu dans plusieurs populations
différentes et offrir une explication physiopathologique plausible de la maladie.

Lorsque la relation de causalité directe n’existe pas, on parle alors de “marqueur de
risque”, témoin d’un processus (par exemple, 1’¢lévation de la protéine C réactive “CRP”).
Alors que si un lien de causalité directe existe entre 1’agent et la maladie, il s’agit dans ce cas
d’un authentique facteur de risque. Il existe en revanche une relation linéaire entre le risque
cardio-vasculaire et les taux de cholestérol total et de LDL-cholestérol qui peut étre mise en
évidence lors I'hypercholestérolémie familiale. En effet on note chez les patients atteint de
cette maladie autosomale dominante une augmentation jusqu'a 5 fois plus que la normale des
taux plasmatique de LDL-cholestérol, 85% de ces patients font un infarctus du myocarde a 60
ans (Soutar & Naoumova, 2007). Gotto et Grundy reportent que la réduction des taux de
LDL-cholestérol dans la population générale induit une diminution de l'incidence de
I'athérosclérose (Gotto & Grundy, 1999). Par contre, le HDL-cholestérol a un effet protecteur
sur l'apparition de I'athérosclérose (Gordon et al, 1977).

Dans nos analyses, nous allons tenter d’identifier de nouveaux variants génétiques qui
pourraient étre des biomarqueurs eux-mémes ou pointent vers d'autres marqueurs pour des
études supplémentaires, pour cela nous allons réaliser des analyses d’association avec des
polymorphismes génétiques connus pour étre impliqués dans la voie métabolique des lipides
en prenant en considération statistique, les principaux facteurs de risque cardio-vasculaire tels
que les facteurs physiologiques (&ge, sexe et statut menopausique), les facteurs lies au mode
de vie tabagisme, activité physique, alcool) ainsi que les facteurs de syndrome métabolique

(insulinorésistance ou diabéte de type 2, dyslipidémie, 1’obésité, hypertension artérielle).
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I11.2. Notion de Polymorphisme

Les polymorphismes sont des marqueurs génétiques qui correspondent a une séquence

d’ADN présentant une variabilité interindividuelle au sein d’une espeéce donnée transmis
selon un mode mendélien et mis en évidence par des techniques de biologie moléculaire. Un
polymorphisme est une mutation & un locus donné dont la fréquence en population est
supérieure a 1%, et qui existe sous deux formes distinctes au moins, on distingue :
-Les polymorphismes de séquence qui peuvent étre des mutations ponctuelles ne touchant
qu’un seul nucléotide, ceux-ci sont dus le plus souvent a la substitution d’un seul nucléotide
appelé SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ou alors des insertions/Délétions d’une
séquence nucléotidique ; ces polymorphisme peuvent étre localisés le long du génome aussi
bien sur les régions introniques ou exoniques que sur des les régions inter-géniques.

Les SNPs sont des variations ponctuelle de séquence, ce sont les polymorphismes les
plus fréquents, en effet ils représentent 90% de la variation génétique chez I’homme. Les
polymorphismes les plus faciles & mettre en évidence sont ceux localisés sur des sites de
restriction, appelés également polymorphismes de restriction ou RFLP (Restriction Fragment
Length polymorphism), et se traduisent par 1’apparition ou la disparition de sites de restriction
pour une endonucléase donnée. Les RFLP sont mis en évidence par digestion du génome par
des enzymes de restriction, apres amplification de la région encadrant le polymorphisme en
question ; cependant il existe des SNP non localisé sur les sites de restriction et par
conséquent plus difficiles a mettre en évidence, leurs mise en évidence repose sur des
techniques basées sur I’hybridation telles que le s€quencage ou les puces a ADN.

Il existe environ un SNP toutes les 300 paires de bases en moyenne. Cette abondance explique
I’énorme intérét que suscitent les SNP dans les études d’associations ou ils sont notamment
utilisés pour détecter des prédispositions individuelles a certaines maladies.

Les SNPs peuvent étre non fonctionnels sans conséquence phénotypique, ou alors
fonctionnels entrainent dans ce cas une diminution de la fonction d’une protéine si sa
séquence d’acides aminés est changée ou I’expression d’un gene si ces SNPs sont localisés
dans des régions impliquées dans des phénomenes tel I'épissage ou la fixation de facteurs de
transcription.

L’ensemble des SNPs identifiés est référencé dans des bases de données publiques

telles que celle du NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), celle du projet HapMap

(www.hapmap.orq) et de CHIP bioinformatics tools (http://snpper.chip.org).
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-les polymorphismes de répétition qui regroupent les minisatellites qui sont des répétition en
tandem (de 3 & 30 fois) de séquence nucléotidique de (de 10 a 30 nucléotide), appelés
également VNTR (Variable Number of Tandem Repeat). Les VNTR sont localisés
préférentiellement dans les régions télomériques, leurs mise en évidence repose sur les
techniques d’hybridation southern Blot et PCR (Jeffreys et al, 1985), et les microsatellites ou
STR (Short Tandem Repeats) (Weber & May, 1989), qui sont des répétitions en tandem de
motifs nucléotidiques ( de 2 a 10 nucléotides) répétes de 10 a 60 fois, les plus frequents sont
des motifs (CA), ou (GT), . Les STR sont localisés dans les régions introniques ou inter-
géniques et se répartissent de maniere uniforme le long du génome, tous les 30 a 60 kb, et mis
en évidence par technique PCR.

111.3. Déséquilibre de liaison

Le déséquilibre de liaison (DL) est un concept traduisant 1’indépendance ou de la non-
indépendance physique de deux loci lors de leur transmission aux gameétes, au cours de la
méiose. Considérons deux loci bi-alléliques, A et B, d'alleles respectifs (Al fréquent, A2 rare)
et (B1 fréquent, B2 rare). Appelons pAl, pA2, pB1, pB2 les fréquences alléliques. La
répartition des deux alleéles sur un chromosome peut étre (Al,B1), (Al,B2), (A2,B1) ou
(A2,B2). Appelons pAl1B1, la fréquence a laquelle on observe, dans une population, le
chromosome porteur des alleles Al et B1, de méme pour p(AlB2), p(A2B1) et p(A2B2). Si
I'on suppose que les alleles de chaque locus sont distribués au hasard, les fréquences
théoriques des chromosomes doivent étre :
pAlB1 = pAl x pB1
pAl1B2 = pAl x pB2
pA2B1 = pA2 x pBl
pA2B2 = pA2 x pB2.

Si les fréquences observées de ces chromosomes ne différent pas significativement de ces
fréquences théoriques, les loci sont dits en équilibre de liaison. Cependant, il peut exister une
différence entre les fréquences chromosomiques observées et les fréquences a I'équilibre. On
définit alors le déséquilibre de liaison D comme la différence entre les fréquences
chromosomiques observées et les fréquences théoriques a 1’équilibre.

- Si D>0, les alleles rares (ou fréquents) des deux loci sont préférentiellement associés

ensemble.
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- Si D<0, I’alléle rare de I'un des loci est préférentiellement associé¢ a 1’allele fréquent de
I’autre locus.

La valeur maximale, ou minimale de D peut étre calculée a partir des fréquences alléliques
des loci A et B. Ainsi, concernant la valeur maximale de D (Dmax), qui est la plus
fréquemment utilisée, désignons par A celui des deux loci pour lequel la fréquence de I'allele
rare est la plus faible (i.e. pA2<pB2) :

- Si D>0, Dmax = pA2 (1 - pB2) = pA2 pB1

- Si D<0, Dmax = pA2 (1 - pB1) = pA2 pB2

Le DL est plus communément exprimé sous la forme de deux coefficients :

(1) le coefficient D’ de Lewontin (1964), qui est égal au rapport D/Dmax. D’ est compris entre
-1 et +1. Plus la valeur absolue de ce rapport est proche de 1, plus le DL est fort ; la valeur
absolue 1 correspond a un déséquilibre complet,

(ii) le coefficient de corrélation entre les alléles, r2, qui est égal au rapport (D)%/(pAl x pA2 X
pB1 x pB2). La valeur 1 correspond ici a un déséquilibre parfait, signifiant non seulement que
D’=1, mais aussi que les fréquences alléliques des deux loci sont strictement égales.

Dans le cas ou r>=1 entre 2 SNPs, ’information recueillie a partir de I'é¢tude d'un des deux
polymorphismes est strictement identique a celle qui serait fournie par I'étude du
polymorphisme avec lequel il est en DL parfait. Dans nos études, nous avons considéré que le
DL était parfait si r2>0,80. Le DL diminue au cours des générations successives a cause des
recombinaisons génétiques (crossing-over), d’autant plus lentement que les deux loci sont tres
proches sur le méme chromosome : la force du DL exprime, sous certaines conditions, la

proximité physique des deux loci.

111.4. Haplotype

La combinaison alléliqgue de deux ou de plusieurs polymorphismes sur un méme
chromosome est appelée haplotype. Les fréquences haplotypiques ne peuvent étre mesurées
que dans le cadre d’études familiales. Cependant, il existe des modeles statistiques de
maximum de vraisemblance qui permettent d’estimer les fréquences haplotypiques dans des
populations d’individus non apparentés, a partir des fréquences génotypiques mesurées
(Furihata et al, 2006); (Tregouet et al, 2004a). Ce qui permet d’évaluer I’'impact d’une
combinaison de polymorphismes sur un phénotype donné au lieu d’un seul polymorphisme.
La transmission des alléles de polymorphismes situés sur un chromosome et présentant un DL

se fait en réalit¢ par bloc haplotypique. Au sein d’un méme bloc, la probabilit¢ de
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recombinaison est treés faible. Ces blocs haplotypiques sont généralement séparés par des
régions de faible DL représentant des hots spots (points chauds) de recombinaison méiotique.
Ainsi, chaque bloc haplotypique, est défini par la combinaison de plusieurs polymorphismes
dont le nombre est variable. Si un bloc haplotypique contient 5 SNPs et que ce bloc est

associé a un phénotype, le SNP d'intérét est potentiellement n’importe lequel de ces 5 SNPs.

111.5. Tag-SNPs

L’intérét de I’identification des blocs haplotypiques réside dans le fait ou ils
permettent de réduire le nombre de polymorphismes a étudier, en effet, il existe une
corrélation entre les polymorphismes d’un méme bloc haplotypique, il est donc possible de
sélectionner le ou les polymorphisme(s) les plus informatifs appelés Tag-SNP(s) qui
représentent le mieux, 1’information portée par le bloc haplotypique, (Figure 8) permettant de
la sorte de réduire le nombre de SNP a étudier et donc le colt des génotypages sans perdre

pour autant de I’information génétique.

a | SNPs
SNP 10 SNFl’ 1 SNP 12

imiividu1_.,_AACA(l:GCCA....TTCGGGGTC.... AG'I’C(lSACCG....
individu2 . ...AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
idividu3 . ...AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
individu4 . . ..AACACGCCA.... TTCGCGGTC.... AGTCCACCG....

b HaPIOtypeS '\’\ /

SNP # 12345 6789101112... 15
CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
TTGATTGCGCAACAGTAATA
CCCGATCTGTGATACTGGTG

C | Tag-SNPs

O\> <«
O\ «
O\ <«

Figure 8: Principe de la construction de HapMap (d’apres le projet HapMap).

La construction d'une carte de déséquilibre de liaison se fait en trois étapes. (a) Les polymorphismes
nucléotidiques simples (SNPs) sont identifiés dans les échantillons d’ADN provenant de nombreux individus. (b)
Les SNPs adjacents qui sont hérités simultanément sont regroupés en haplotypes dont la fréquence dans la
population excéde un pour cent (1%). (¢) Des SNPs marqueurs, au sein d’un haplotype, sont choisis pour
constituer un identifiant unique de cet haplotype. En génotypant les trois SNPs marqueurs illustrés dans cette
figure (SNPs 4, 8 et 15), il est possible de déterminer lequel des quatre haplotypes illustrés est porté par chaque
individu.

50



Revue bibliographique Chapitre 111

Le consortium international HapMap s’est donné pour objectif de caractériser au
mieux les profils de variation génétique et les blocs haplotypiques du génome humain. Pour
cela, plusieurs milliers de SNPs ont été génotypés par séquencage de 30 trios (deux parents et
un enfant) d’origine européenne, de 30 trios d’origine africaine, et de 90 individus asiatiques
non apparentés

La fréquence des variations nucléotidiques ainsi que les valeurs de DL ont ensuite été
calculées dans les différentes populations. Suite a I’analyse des blocs haplotypiques mis en
évidence, on estime a 300 000 le nombre de tag-SNPs nécessaire pour couvrir les régions
génomiques présentant un fort DL (r2 > 0,8), et a 500 000 le nombre de SNPs supplémentaires
pour couvrir les régions de plus faible DL (Wang et al, 2005). Une couverture optimale du

génome entier nécessiterait donc au moins 800 000 SNPs.

111.6. Etudes d’analyse de liaison

L’étude de liaison est un moyen important d'identifier les génes qui contribuent a
I’apparition de maladies ou de phénotypes liés a des maladies. Contrairement aux études
d'association, qui cherchent a identifier des variants génétiques particuliers associés au
phénotype au niveau populationnel, 1’étude de liaison teste la co-ségrégation entre un locus
marqueur et un trait au sein des familles. En effet, le lien de parenté est requis afin d'effectuer
des analyses de liaison. les analyses de liaison se répartissent en deux catégories principales :
paramétriques (basée sur un modeéle) et non paramétrique (sans modele car elles ne font
aucune hypothése a priori sur le mode héréditaire de la maladie) qui fait quelques hypothéses
concernant le modele étiologique sous-jacente de la distribution phénotypique.

La premiere méthode de liaison chez I'homme a été proposée par Morton en 1955
(Morton, 1955). Dans cet article, il a introduit la méthode des lod scores (et en méme temps le
concept de lod score) qui a été reconnue comme une étape importante dans la dissection
génétique des traits humains. Cette méthode est encore en usage aujourd'hui et a connu un
succes remarquable dans l'identification des génes des maladies a transmission mendélienne.
Toutefois, avant de procéder a la méthode des lod scores, la connaissance préalable du mode
de transmission du trait est requise, toute erreur sur le mode de transmission entraine une
perte de puissance. Malheureusement, cette information n'est pas connue pour les traits
complexes

La méthode d’analyse de liaison dite des sib—pair (ou de paires de germains atteints)

de Haseman et Elston est un exemple classique et une analyse de liaison non paramétrique
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largement utilisé. La méthode consiste a comparer, chez des paires de germains atteints de la
méme maladie, le nombre d’alléles du marqueur génétique transmis en méme temps par le
péere et la mere. Si le marqueur étudié est proche, voire dans un gene de susceptibilité
impliqué dans la maladie, les paires de germains malades présenteront un excés d’alléles du
marqueur en commun: cet exceés s’explique par la liaison (linkage) existant entre le locus

marqueur et le locus impliqué dans la maladie (Feingold, 2005).

111.7. Etudes d’associations géne-candidat

L’utilisation des études d’association peut étre trés efficace pour mettre en évidence
des effets restreints sur le risque de développer I’affection ou des interactions entre les
facteurs étudiés (génétiques ou environnementaux). Ces études consistent a évaluer des
associations statistiques entre les alléles d’un locus genique et un phénotype donné. Pour cela,
on ¢étudie la fréquence d’un polymorphisme génétique dans des échantillons de population
composés de sujets non apparentés : un échantillon de sujets présentant le phénotype étudié
(par exemple, une maladie) et un échantillon de sujets ne présentant pas le phénotype. Un test
du 2 permet de tester la différence entre les effectifs génotypiques observés dans les deux
groupes et ceux attendus sous I’hypothése d’une indépendance entre la maladie et le
polymorphisme étudié. On peut également rechercher une association entre le polymorphisme
et des variables quantitatives comme, par exemple, les concentrations de lipides plasmatiques.
L'association est alors recherchée par une analyse de variance comparant les moyennes du
phénotype étudié entre groupes de génotypes.

La sur- ou sous-représentation statistiquement significative d’un allele particulier dans
I’un des deux groupes comparés suggere 1’association de cet alléle avec la maladie. La force
de I’association est alors estimée par le calcul de I’odds-ratio (OR) défini comme le rapport
entre la proportion de sujets porteurs de I’alléle a risque chez les cas et la proportion de sujets
porteurs de 1’alléle a risque chez les témoins. Les calculs d’OR sont réalisés par des modeles
de régression logistique ajustés sur les facteurs de risque conventionnels. Cet OR illustre
I’augmentation (OR>1) ou la diminution (OR<1) du risque de survenue de la maladie chez les

sujets porteurs de 1’alléle rare par rapport aux sujets non porteurs.
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111.7.1. Equilibre d’Hardy Weinberg

I1 est nécessaire lors des études d’association, de vérifier que chaque polymorphisme
testé respecte 1’équilibre d’Hardy-Weinberg dans la population étudiée. Selon le principe
définit en 1908 par Hardy et Weinberg, une population est dite en équilibre d’Hardy-
Weinberg, si elle respecte trois regles essentielles, elle doit étre de tres grande taille, les
mariages entre individus doivent se faire au hasard (panmixie), la population ne doit pas
connaitre ni migration, ni selection naturelle, et les générations ne doivent pas se chevaucher.
Ainsi, les fréquences alléliques et génotypiques restent stables au fil des générations. Dans
cette hypothése, la loi d’Hardy-Weinberg permet de calculer les fréquences alléliques a partir
de la mesure des fréquences génotypiques et inversement.

Selon cette loi, si A et a sont les alléles d’un locus autosomique bi-allélique, de fréquence
respective p et q (avec p+g=1), les trois génotypes possibles sont : AA, Aa et aa, et dont les
fréquences sont respectivement p2, 2pq et g2 Une population dans laquelle la distribution
génotypique observeée est statistiquement compatible avec cette distribution théorique est dite
en équilibre d’Hardy-Weinberg pour le locus considéré.

Pour Vérifier qu’un polymorphisme respecte 1’équilibre d’Hardy-Weinberg dans la population
témoin, on utilise un test du 2 a 1 degré de liberté (ddl) qui permet de calculer I’écart entre
les fréquences observeées et les fréquences théoriques respectives des différents génotypes. Si
cet écart est significatif, la distribution du polymorphisme dans la population n’est pas en
équilibre d’Hardy-Weinberg. La raison la plus fréquente d’une déviation de 1’équilibre
d’Hardy Weinberg correspond a des erreurs de génotypage. Il peut €galement s’agir d’un biais
de sélection de la population étudiée. En effet, la distribution d’un polymorphisme
potentiellement impliqué dans des maladies modifiant la survie d’un individu peut ne pas

respecter 1’équilibre d’Hardy-Weinberg dans les populations les plus agées.

I11.7.2. Analyses statistiques utilisées dans les études d’association

Les études d'association réalisées dans des échantillons de population composés
d’individus non apparentés consistent a évaluer des associations statistiques entre les
génotypes d’un SNP et un phénotype donné en comparant les fréquences des génotypes entre
un échantillon d’individus présentant le phénotype étudié¢ (par exemple, une maladie) et un
échantillon d’individus ne présentant pas le phénotype. Ce type d’analyse se formalise, le plus

souvent, sous la forme d’un tableau croisé 2x3. Un test du x2 permet de tester la différence

53



Revue bibliographique Chapitre 111

entre les effectifs génotypiques observés dans les deux groupes et ceux attendus sous
I’hypothése d’une indépendance entre la maladie et le polymorphisme étudié. La
surreprésentation statistiquement significative d’un génotype particulier dans l'un des deux
groupes comparés suggere l'association de cet alléle avec la maladie. La force de 1’association
est alors estimée par le calcul de I'odds ratio (OR) défini comme le rapport entre la proportion
d’individus porteurs de 1’alléele mineur chez les cas et la proportion d’individus porteurs de
I’alléle mineur chez les témoins. Les calculs d’OR sont réalisés par un modele de régression
logistique ajusté sur les facteurs de risque conventionnels de la maladie. Cet OR illustre
I’augmentation (si OR>1) ou la diminution (si OR<1) du risque de survenue de la maladie
chez les individus porteurs de I’alléle mineur par rapport aux individus non porteurs.

Les études d’association consistent également en la comparaison de la moyenne d’un
phénotype (par exemple, le dosage d'une constante biologique ou un paramétre
anthropométrique) entre les individus présentant les différents génotypes. Pour cela,
I'approche statistique la plus fréquente est celle d'une analyse de variance (ANOVA)
comparant les moyennes du phénotype étudié entre groupes de génotypes ou d’une analyse de
covariance (ANCOVA) si I’analyse est ajustée sur les facteurs de confusion.

En général, ces tests sont considérés comme statistiquement significatifs lorsque la valeur de
p calculée est < 0,05. Cette valeur correspond a un risque a, ou risque de premicre espéce, de
5% qui représente la probabilité de conclure a tort a une association. Notons qu’il existe aussi
un risque b, ou risque de deuxiéme espece, qui représente la probabilité d’exclure a tort une
association. Aujourd’hui, avec la multiplication des ¢tudes d’association comportant un tres
grand nombre de SNPs, une correction pour tests multiples est souvent requise. En effet, le
fait d’augmenter le nombre de SNPs étudiés augmente le nombre de tests effectués et ainsi la
probabilité de mettre en évidence un résultat significatif par hasard. Concrétement, si on
effectue 100 tests indépendants avec un seuil de significativité a 0,05, statistiquement 5 tests
apparaitront comme significatifs par le seul fait du hasard (faux positifs). Une correction pour
tests multiples consiste alors a modifier (ou corriger) le seuil de significativité pour considérer
’association comme significative. La correction pour test multiple la plus souvent utilisée est
celle de Bonferroni qui consiste a diviser le seuil de significativité généralement admis a 0,05
par le nombre de tests effectués (Bland & Altman, 1995). Bien que cette correction soit
connue pour étre trop stricte et souvent inadaptée aux études de polymorphismes génétiques
(Rice et al, 2008) (une correction trop stricte peut en effet entrainer le risque de rejeter une
association alors qu’elle est réelle), elle est malgré tout souvent employée. La méthode de

correction de Benjamini et Hochberg dite de FDR (false discovery rate) (Fernando et al,
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2004) est également souvent utilisée dans les études d’association. Au lieu de contrdler le
risque d’apparition de faux positifs dus au hasard (comme dans la correction de Bonferroni),
cette correction controle la proportion de faux positifs a chaque seuil. Un seuil de FDR est
déterminé par la distribution des valeurs de p observées. Cette correction est alors plus

sensible et moins stricte que celle de Bonferroni.

111.7.3. Facteurs de confusion et interactions

Dans une étude d'association, la relation statistique observée entre un polymorphisme
et un phénotype peut, en réalité, étre en tout ou partie, expliquée par un facteur confondant
(consommation de tabac, hypertension...). Pour é&tre potentiellement confondante, une
variable doit étre associée a I’exposition (mutation par exemple), étre associée a la maladie
indépendamment de 1’exposition et, donc, ne pas étre un relais (étape intermédiaire) dans le
processus physiopathologique entre 1’exposition et la maladie. Les analyses stratifiées
constituent une méthode permettant de contrdler la confusion, en évaluant I’association entre
le facteur d'exposition et la maladie dans les catégories ou classes de la variable
potentiellement confondante. Malheureusement, en posant rapidement le probléeme de la
puissance statistique, 1’analyse stratifiée n’est pas une méthode pratique pour contrdler
simultanément plusieurs facteurs confondants. Une solution alternative consiste a recourir a
I’analyse multivariée.

L’interaction, ou modification d’effet, qui se distingue de la confusion, constitue une
information tres intéressante. Certains facteurs de risque génétiques peuvent n’avoir d’effets
que dans des contextes physiologiques (age, sexe...), environnementaux (consommation de
tabac, consommation d'alcool...) ou pathologiques (hypertension artérielle, dyslipidémies...)
qu'il est intéressant de caractériser par des recherches d'interactions statistiques. Ces analyses
d’interaction permettent, ainsi, d’identifier des sous-groupes a plus haut risque, avec des
implications potentielles en termes de santé publique.

Le terme d’interaction est souvent source d’ambiguité, I’interaction statistique se différenciant
de I’interaction biologique, ou causale (Clayton & McKeigue, 2001). En terme statistique, il
existe une interaction géne-environnement (ou géne-géne) lorsque 1’effet de la mutation sur la
maladie dépend de I’exposition a un facteur environnemental (ou de la présence d'une autre
mutation génétique). Autrement dit, le taux d’incidence de la pathologie en présence des deux
facteurs (géne/environnement ou gene/gene) differe du taux d’incidence attendu résultant de

leur effet individuel. Lorsque I’effet est supérieur a celui attendu, on parle d’interaction
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positive ou synergique tandis que lorsqu’il est plus faible on parle d’interaction négative ou
antagoniste. Ce concept statistique de ’interaction a été critiqué parce qu’il est arbitraire,
modeéle-dépendant, et ne tient pas compte de la notion d’interaction biologique (Greenland,
1993). L’interaction au sens biologique suppose la participation coordonnée de deux facteurs
de risque dans un mécanisme étiologique commun, responsable du développement de la
maladie (Rothman et al, 1980). En épidémiologie génétique, I’interprétation de 1’existence
d’une interaction s'appuie, le plus souvent, sur des considérations statistiques mais la validité
du modele doit idéalement reposer sur des connaissances biologiques (Clayton & McKeigue,
2001). Ceci est d’autant plus complexe que le méme modéle statistique traduisant un risque
de maladie peut refléter simultanément plusieurs mécanismes biologiques plus ou moins
distincts. Enfin, ’une des limites a la recherche d’interaction réside a nouveau dans la

puissance statistique nécessaire pour les détecter.

111.8. Analyses d’interaction géne-environnement dans les MCV

Contrairement aux maladies monogéniques qui sont causées par des anomalies
génétiques rares et graves, les maladies complexes peuvent étre modulées par des variants
génétiques qui ont des effets modestes, et qui peuvent également étre altérés par des facteurs
environnementaux tels que le tabagisme, I'alimentation et le stress (Tiret, 2002). En effet, une
meilleure caractérisation des interactions entre les facteurs environnementaux et génétiques
contribue a la compréhension de la pathogenése des maladies multifactorielles, y compris les
maladies cardiovasculaires.

La composante environnementale peut inclure des facteurs démographiques comme
I’age, le sexe et le tabagisme, ou des pathologies telles que I'hypertension et le diabéte sucré.
L'importance de I’interaction entre la génétique et l'environnement dans les maladies
cardiovasculaires a été mise en évidence dans plusieurs exemples. Il s'agit notamment des
interactions entre le tabagisme et les génotypes £2/€3/e4 de l'apolipoprotéine E (Humphries et
al, 2001; Talmud et al, 2005) et entre la consommation d'alcool et les génotypes Y1/Y2 de
I'alcool déshydrogénase 3 (Djousse et al, 2005; Hines et al, 2001; Younis et al, 2005).

111.9. Limites liées aux études d'association

Les études d’association ont montré certaines limites dont la principale se résume dans

difficulté a reproduire dans d’autres populations les associations précédemment observées, en
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effet, pour que I’effet retrouvé pour un géne ou un locus donné soit confirmé, il doit étre
reproduit dans plusieurs population, ce n’est pas toujours le cas.
Afin d’améliorer la reproductibilit¢ des résultats il s’aveére nécessaire d’améliorer la

méthodologie de ces études.

111.9.1. Problémes d’ordre épidémiologique

La constitution des échantillons de population représente 1’une des limites principales
a la comparabilité des résultats obtenus dans les études d’association. En effet, la qualité des
populations étudiées conditionne les effets qui pourront étre mesurés, et ce a cause des
diagnostics posés. Les seuils pathologiques peuvent changer d’une société savante a une autre
ou d’une population a une autre ce qui complique le diagnostic, Les tests cliniques
actuellement utilisés pour poser un diagnostic de certaines pathologies, notamment les
troubles métaboliques peuvent engendrer un certain pourcentage d’erreur. De ce fait,
standardiser les procédures de diagnostic et favoriser le consensus sur les procédures de
sélection et d’échantillonnage des sujets s’avérent d’une importance capitale. Il est également
nécessaire de travailler sur des échantillons de grande taille, pour des raisons de puissance
statistique. De plus, afin bénéficier d’une puissance statistique suffisante, nombre de
personnes devant étre recrutées doit varier selon I’incidence de la maladie dans la population
générale.
Les échantillons de cas et de témoins doivent étre homogenes en matiere de certaines
variables telles 1’age te le sexe qui peuvent avoir une influence sur la maladie, ainsi que sur le
plan génétique, vu que les analyses d’association vont mesurer la variation dans les
fréquences entre cas et témoins. Les analyses d’association doivent refléter une éventuelle
susceptibilité génétique par rapport a la maladie, donc il se pourrait qu’on obtienne des
résultats faussement positifs (ou négatifs) si toute fois il y’a une différence de fond génétique
entre les échantillons de cas et de contrdles. D’ou I’importance de sélectionner des individus
ayant la méme origine ethnique par exemple. Cependant, il se peut qu’on observe des
différences de fonds génétiques au sein de différentes populations ayant une méme origine
ethnique. Il est nécessaire alors de tenir compte de cette variabilité lors de la comparaison des
études d’associations réalisées dans ces différentes populations.
Dans les études cas-témoins certain facteur échappent au contréle ; en effet, lors de la

constitution d’une population de cas, les malades peuvent présenter une certaine
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hétérogenéité, notamment en matiere de gravité de la maladie ou de son stade d’évolution.
Lors de la constitution de la population témoins, un individu considéré comme sain au

moment de 1’échantillonnage peut facilement développer la maladie années plus tard.
111.9.2. Influence des facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux (alimentation, habitudes de vie, consommation de
tabac, consommation d'alcool, prise de traitements médicamenteux...) dont la nature peut
varier d’une population a I’autre, modulent 1’effet des facteurs génétiques sur 1I’expression du
phénotype dans le cadre des maladies multifactorielles. Cette diversité d’environnement entre
les populations peut expliquer que les différences des résultats d’une population a une autre,
de telle sorte qu’une association reportée dans une population donnée ne Soit pas
reproductible dans une autre, il est possible de faire recours a des modéles statistiques ajustés
ou stratifiés afin de prendre en compte jusqu'a un certain point ces disparités.

Le suivi des personnes sur une longue période permet de s’assurer que les personnes
considérées comme témoins n’ont pas fini par développer la maladie ce qui permet de
résoudre certains problémes précédemment évoqués d’ou I'intérét pour la mise en place
d’études prospectives.

L’impact de facteurs environnementaux sur le risque de développer la pathologie peut étre
évolué grace au questionnement des participants a 1’étude sur leurs habitudes alimentaires et
leur mode de vie. La durée de suivi nécessaire pour les études prospectives varie selon les

maladies, elle peut étre tres longue selon la progression de la maladie.

111.9.3. Problémes d’ordre statistique

Le risque génétique recherché lors des études de prédisposition génétique aux
maladies multifactorielles peut étre réparti entre plusieurs génes dont chacun exerce un faible
impact individuellement. La mise en évidence de cet impact n’est alors possible que dans des
¢tudes présentant une puissance statistique suffisante, nécessaire a I’observation d’une
association significative au sens statistique du terme (p<0,05). La puissance statistique se
définit alors comme la probabilit¢ qu’a I’étude d’association de mettre en évidence une
association significative entre un polymorphisme et la pathologie. La puissance statistique
dépendra de l'importance de I’effet biologique du polymorphisme et des effectifs observés
pour I’allele rare, donc de la fréquence du polymorphisme. L’effet biologique et la fréquence

du polymorphisme étant fixés, un gain de puissance statistique peut cependant étre obtenu par
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I’augmentation de la taille de la population initialement étudiée. Ainsi, pour une fréquence
allélique donnée, on pourra augmenter le nombre de personnes porteuses de 1’all¢le rare et par
conséquent améliorer la puissance statistique de 1’étude.

Il apparait difficile de mettre en place des études portant sur des échantillons de population
aussi importants (plusieurs milliers de personnes). Cependant, des techniques statistiques,
telles que la méta-analyse permettent alors de ré-analyser a posteriori les résultats de plusieurs
études independantes.

Une méta-analyse est alors effectuée afin d’essayer de conclure quant a I’impact réel des
polymorphismes étudiés. Le gain de puissance est important, mais ces stratégies se heurtent
aux problémes d’ordre épidémiologique que nous avons évoqués précédemment. Par ailleurs,
il existe un biais de publication lié au fait que les études présentant des résultats positifs ont

une probabilité plus importante d'étre publiées (Colhoun et al, 2003).

11.10. Etudes d’association génome entier ou “Genome Wide Association Studies”

Au début des années 1990, deux projets internationaux ont fait leur apparition : le
projet « génome humain » et le projet international « HapMap ». La mission du projet «
génome humain » était d'établir le séquencage complet de I'ADN du génome humain [Venter
et al. 2001].

Ces deux projets ont rendu possible la mise en place d’une nouvelle méthode d’étude
d’association : les études pangénomiques ou GWA (Genome-Wide Association). Ce sont des
¢tudes d’associations réalisées sur plusieurs milliers de SNPs, sélectionnés sans a priori et
répartis sur I’ensemble du génome, et sur un trait phénotypique ou une maladie (Figure 9)

(Billings & Florez, 2010).
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Les N SNPs de I’ étape 1,
atteignant un seuil de
significativité déterminé
(souvent p < 5.10°%), sont
analysés dans 1’étape 2

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4
Scan de 500 000 Réplication des N
SNPs sur une SNPs de I’étape 1 || Meéta-analyse en - Analyses
maladie ou un trait avec les mémes combinant les "| fonctionnelles des
d’intérét, dans des traits, dans des populations des SNPs les plus
populations de populations étapes 1 et 2 pertinents
grande taille indépendantes

Figure 9: Principe d’'une GWAS.

La découverte qu’un SNP particulier est présent a une fréquence plus importante chez
les personnes malades que chez les personnes témoins suggeére que ce SNP est associé a cette
maladie. Afin de réduire le nombre de résultats faux-positifs, il est nécessaire d’appliquer une
correction pour tests multiples, au vu du tres grand nombre de SNPs testés ; la plus
couramment utilisée est la correction de Bonferroni. Pour les GWAS, le seuil de
significativité accepté, a 1’heure actuelle, est de p=5.10""

La réalisation d’une étude GWA se fait en plusieurs étapes (Figure 9). La premiere
consiste en un scan de I’ensemble du génome, a 1’aide de puces a ADN d’environ 500 000
SNPs, réalis¢ dans une ou plusieurs grandes cohortes. L’étape 2 est une €tape de réplication
des meilleurs SNPs (top SNPs) dans des échantillons indépendants, en se basant sur un certain
seuil de significativité (dépendant du nombre de SNPs étudié), sur I’association connue entre
le variant et la maladie et sur la plausibilité de 1’association (Billings & Florez, 2010). Les
SNPs répliqués avec succeés sont ensuite métaanalysés dans les cohortes combinées des étapes
1 et 2. Pour finir, des analyses fonctionnelles peuvent étre réalisées sur les SNPs les plus

pertinents.
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111.11. Limites des analyses & haut débit

En plus des limites inhérentes aux études d’association, les analyses a haut débit
comportent des limites méthodologiques qui leur sont propres. Ces études s’appuient sur un
nombre ¢levé de polymorphismes, augmentant alors le nombre de tests effectués. D’un point
de vue statistique, ceci conduit a augmenter la probabilité de mettre en évidence un résultat
significatif par hasard. Concretement, si on effectue 100 tests indépendants avec un seuil de
significativité a 0,05, statistiguement 5 tests apparaitront comme significatifs par le seul fait
du hasard. La probabilité d’effectuer une erreur de type 1 (affirmer qu’un effet existe alors
que ce n’est pas le cas) est alors propositionnelle au nombre de tests effectués.

Pour pallier cet inconvénient, une correction pour test multiple peut étre appliquée.
Elle modifiera alors le seuil de significativité accepté pour considérer 1’association comme
significative, minimisant ainsi la probabilit¢ d’effectuer une erreur de type 1. Une des
corrections les plus souvent utilisées est la correction de Bonferroni (Bland & Altman, 1995).
Le seuil de significativité couramment admis de 0,05 est alors divisé par le nombre de tests
effectués. Concretement, pour 1000 tests indépendants réalisés, le nouveau seuil de
significativité admis sera de 0,05/1000 soit 0,00005. Dans le cadre des GWA portant sur
I’analyse de 500 000 polymorphismes, le seuil de significativité admis peut alors atteindre
1x107. Une telle significativité ne peut cependant étre atteinte que dans le cas de
I’observation d’un effet trés important d’un polymorphisme ou grace a 1’é¢tude d’un
échantillon de population particulierement grand.

Au final, par manque de puissance statistique et suite a une correction de Bonferroni, il
devient alors possible de rejeter une association uniquement sur des considérations
statistiques, constituant ce que 1’on appelle une erreur de type 2. De plus, il est important de
rappeler qu’une association significative entre un polymorphisme et la pathologie, quel que
soit le seuil de significativité, ne préjuge en rien de I’importance de I’impact biologique du
polymorphisme dans le processus physiopathologique.

En conclusion, devant la difficult¢ de répliquer les résultats issus d’études
d’association, des critéres dans la conduite de ces études ont été adoptés (éditorial Nature
Genetics mai 1999). La réplication des associations précédemment observées dans des
populations indépendantes est devenue un critére important. De plus, selon ces nouveaux
criteres de publications, les études d’association sont reconnues de qualité lorsqu’elles portent
sur des échantillons de population de taille importante et mettent en évidence des associations

avec des valeurs-p trés faibles.
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Travaux personnels Contexte de l’étude

Contexte de I’étude

En Algérie, la manifestation de la transition épidémiologique est devenue évidente des
la fin des années 80 avec une nette régression des maladies dites du programme de
vaccination élargi. Les maladies infectieuses ne figurent plus parmi les premiéres causes
d’hospitalisation. Les quatre premiéres causes de déces sont desormais les maladies
cardiovasculaires (MCV) (26,1%), les affections périnatales (13,5%), les cancers (9,5 %) et
les traumatismes (8,6 %). Cependant, les habitudes de vie liées au contexte socio-économique
demeurent différentes de celles observées dans les pays industrialisés, ce qui participe a
conférer un niveau de risque contrasté de différentes pathologies telles que les dyslipidémies,
I’hypertension artérielle et par conséquent les MCV. En effet, un bilan lipidique particulier été
précédemment décrit dans la population oranaise, caractérisé par des valeurs inférieures de
cholestérol total, de HDL et de LDL cholestérol en comparaison avec la population francaise
et Irlandaise (Mediene et al, 1997), (Mediene-Benchekor et al, 2001).

De plus, il est maintenant établi que les facteurs génétiques contribueraient également
a ces différences, de par I’'implication de certains génes dans diverses voie métaboliques, tel le
gene de ’APOE qui est impliqué dans la régulation du métabolisme lipidique, et dont I’effet
est modulé par des facteurs environnementaux, particuliérement la composition en acides gras
du régime alimentaire qui conditionne les concentrations de lipides plasmatiques, et
notamment de cholestérol; Ainsi, les effets génétiques peuvent étre considérablement
augmentés ou diminués et par conséquent, le niveau de risque aussi.

C’est dans ce sens, et a la lumiére des résultats précédents, que nous nous sommes
intéressés aux déterminants génétiques du bilan lipidique et en particulier aux
polymorphismes epsilon (rs7412 et rs429358), rs419358 et rs4420638 du gene de I’APOE.
Il s’agira de mettre en évidence 1’impact de ces polymorphismes sur le bilan lipidique et sur la
survenue des maladies cardiovasculaires dans la population oranaise en s’appuyant sur deux
études épidémiologiques, ECTOR (Etude Cas/Témoins de I’infarctus du myocarde a Oran) et
ISOR (InSulino résistance a Oran).
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Travaux personnels Populations d’étude et méthodes

I. Populations étudiées

Ce travail s’appuie sur deux études épidémiologiques réalisées a Oran.
I.1. L’étude ECTOR:
I.1.1.Recrutement des sujets

ECTOR (Etude Cas Témoins de I’infarctus du myocarde en ORanie) est une étude
cas/témoin de I’infarctus du myocarde (IDM) chez les hommes réalisée entre 1994 et 1997,
menée sur un total de 277 sujets: 83 cas et 194 témoins, hommes agés de 25 a 64 ans,
résidants a Oran et dont les parents et les grands parents sont nés a 1’ouest du pays (Mediene-
Benchekor et al, 2001).
L’échantillon de cas est constitu¢ de 83 patients ayant survécu au moins trois mois a un IDM
certain, recrutés principalement le service de cardiologie du CHU d’Oran, mais aussi aupres
d’une clinique et de cabinets privés. L’échantillon des témoins a été constitué aléatoirement
par tirage au sort de 600 adresses des ménages dans 12 districts de la commune d’Oran, a
partir des données de I’Office National de Statistiques. Parmi les sujets possédant les critéres
d’inclusion a I’étude, 32% ont refusé de participer, et parmi les sujets ayant donné leur accord
pour la participation a 1’étude, 50% ne se sont pas présentés au CHU apres convocation pour

la collecte des prélévements sanguins.

1.1.2.Prélévements et variables mesurées

1.1.2.1.Variables anthropométriques et biologiques

Les sujets ont été contactés a leur domicile pour obtenir leur accord de participation a
I’étude, puis un questionnaire a été rempli concernant leur histoire personnelle et familiale
d’exposition aux risques cardiovasculaires, les sujets ont été strictement recrutés selon les
critéres de 1’étude ECTIM (Parra et al, 1992).

Différentes mesures anthropométriques ont été réalisées (Taille, poids), ces mesures
ont permis de calculer I’'IMC selon 1'équation de Quetelet, ainsi que la mesure de la pression
artérielle, les valeurs la pression artérielle systolique et diastolique des PAS et PAD, ont été
mesurées sur le bras droit sur un sujet en position assise, en utilisant un sphygmomanométre a
mercure norme. Les mesures ont été effectuées avant et aprés I'achevement du questionnaire,
avec un intervalle d'au moins 10 minutes. La valeur moyenne des deux lectures de tension

artérielle a été prise en compte dans Il'analyse finale.
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1.1.2.2. Variables biochimiques

Deux échantillons de 15 ml de sang sont prélevés pour chaque sujet aprés une nuit de
jedne (12h), les prélevements pour 1’analyse de I’ADN ont été realisés dans un tube EDTA
disodique. Pour I’analyse biochimique Les préleévements ont été réalisés sur des tubes
Vacutainer avec gel séparateur, centrifugés a 3 000 t/min pendant 10 min, puis conservés
stérilement a 4°C aprés ajout de 10 ul/ml de sérum d'un mélange contenant 0,16 mole/L de
glutathion, 1,1 mole/L d'acide caproique, 0,06 mole/L d'EDTA et 6.10° mole/L de
chloramphénicol.

Le cholestérol et les triglycérides ont été mesurés dans le sérum par des méthodes
enzymatiques (Boehringer Mannheim) adaptées a I'autoanalyseur Hitachi 717. Les niveaux de
cholestérol des lipoprotéines de haute densité ont été mesurés aprés précipitation des
chylomicrons, VLDL et LDL- cholestérol au phosphotungstate de sodium associé chlorure de
magnésium, puis centrifugation (Boehringer Mannheim). Les concentrations de cholestérol
des LDL ont été calculées par la formule de Friedwald (Friedewald et al, 1972)
LDL-cholestérol (g/l)= cholestérol total (g/l) - HDL-cholestérol (g/l) - triglycérides (g/1)/5
A partir de ces parametres ont été réalisés les calculs du LDL-cholestérol et du rapport LDL-
cholestérol/HDL-cholestérol.

L'ADN génomique a été extrait des globules blancs a l'aide du kit Stratagene ®

(Agilent Technologies, Les Ulis, France), selon le protocole du fabricant.

1.2. L’étude ISOR

1.2.1.Recrutement des sujets

L’étude ISOR (InSulino-résistance a Oran) est une étude transversale réalisée sur des
adultes résidants la ville d’Oran. Cette étude a pour but de caractériser les déterminants
génétiques et environnementaux liés au métabolisme plasmatique des sucres et des lipides, et
a d'autres aspects de la maladie cardiovasculaire (hypertension, obésité...).

L’¢étude réalisée entre 2007 et 2009 a été approuvée par le comité d’éthique de I’ANDRS
(Agence Nationale pour le Développement de la Recherche en Santé). Un échantillon
représentatif de 787 sujets répartis en 378 hommes et 409 femmes a été tiré au sort sur les
listes des assurés sociaux de la ville d’Oran ont été retenus pour 1’étude aprés un

consentement éclairé.
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1.2.2. Préléevements et variables mesurées

1.2.2.1. Variables anthropométriques comportementales et biologiques

Un questionnaire couvrant les habitudes de vie (activité physique, consommation de
tabac et d’alcool), les antécédents médicaux personnels et familiaux, la consommation
actuelle de médicaments et les niveaux socio-économique et éducationnel a été complété
durant un entretien. Les données anthropométriques ont également été enregistrées (voir
annexe 2).

Le niveau d'activité physique a été défini en quartiles comme "nul”, "faible", "moyen"

et "haut" aprés sommation des scores d'exercice pour les activités sportives, la marche, le
ménage et l'activité physique au travail.
En ce qui concerne l'usage du tabac, les participants ont été classés comme étant des fumeurs
(personnes déclarant au moins une cigarette par jour) ou non-fumeurs. Dans le questionnaire
de I'étude, les sujets devaient déclarer leur consommation hebdomadaire de vin, biére et
spiritueux. Comme il y avait trés peu de buveurs (n=25, 3,2%), cette variable n'a pas été prise
en compte dans I'analyse finale.

Les mesures anthropométriques comprennent la taille, le poids, le tour de taille et le
tour de hanche. Taille et poids sont mesurés sur des sujets pieds nus et vétus légerement.
L'IMC a été calculé selon I'équation de Quetelet. Les valeurs de PAS et PAD ont été mesurées
sur le bras droit sur un sujet en position assise, en utilisant un sphygmomanometre a mercure
standard. Les mesures ont été effectuées avant et apres I'achevement du questionnaire, avec
un intervalle d'au moins 10 minutes. La valeur moyenne des deux lectures de tension artérielle

a eté prise en compte dans l'analyse finale.

1.2.2.2. Variables biochimiques

Apres une nuit de jene (12h), deux échantillons de 15 ml de sang sont prélevés pour
chaque sujet (dans un tube EDTA disodique pour analyse ultérieure de I'ADN et dans un tube
héparine pour les tests de chimie clinique).

Un analyseur multi-canal et des kits spécialisés (Humastar ®, diagnostics humains,
Wiesbaden, Allemagne) ont été utilisés pour la mesure colorimétrique et enzymatique du
cholestérol (kit : cholestérol monotest avec la cholestérol estérase, cholestérol oxydase et

peroxydase), des triglycérides (kit: peridochrom triglycérides avec le glycérol phosphate
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oxydase et la peroxydase) et de glucose (kit : le glucose, la glucose oxydase et la peroxydase).
Pour les participants ayant des concentrations de triglycérides inférieurs a 4,56 mM, les
concentrations de LDL-cholestérol dans le plasma ont été calculées selon la formule de
Friedewald. (Friedewald et al, 1972) LDL-cholestérol (g/lI)= cholestérol total (g/l) - HDL-
cholestérol (g/l) - triglycérides (g/1)/5

Les concentrations de cholestérol des lipoprotéines de haute densité ont été mesurées
apres précipitation des chylomicrons, VLDL et LDL-cholestérol au phosphotungstate sodium
/chlorure de magnésium, puis centrifugation. Les concentrations plasmatiques d'insuline ont
été mesurées par un test de micro-enzyme immunitaire fonctionnant sur un analyseur AXSYM
(Abbott Laboratories , Abbott Park, Illinois , USA).
L'ADN génomique a été extrait des globules blancs a l'aide du kit Stratagene ® (Agilent

Technologies, Les Ulis, France), selon le protocole du fabricant.

Il. Génotypage
I1.1. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

La technique de génotypage par RFLP a été utilisée afin de caractériser le
polymorphisme epsilon de I’APOE (rs7412 et 1s429358) dans les populations des études
ECTOR et ISOR, elle est basée sur la différence des tailles des fragments générés apres
digestion du produit d’amplification par une enzyme de restriction.

La premiére étape consiste en 1’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) de la
région d’ADN encadrant le SNP a partir de ADN génomique grace a des amorces
spécifiques ( Dans notre cas : AmS:5’ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC3’

et AMAS:5’TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA3’). On choisit ensuite une enzyme de
restriction qui permet de discriminer les alléles. Pour éviter les erreurs de génotypage dues a
une digestion incompléte, I’enzyme est ajoutée en exceés et, si possible, choisie pour couper
I’allele fréquent du SNP ainsi qu’un autre site indépendant du SNP. Si le SNP ne modifie pas
de site de restriction naturellement, il est possible de forcer 1’existence d’un site de restriction
en élaborant des amorces dégénérées. Dans notre cas I’enzyme (Hhal) coupe au niveau de
trois sites constants ainsi que de deux autres polymorphes permettant ainsi de distinguer six
génotypes possibles (Figure 5). Les produits de digestion sont ensuite deposés sur gel
d’agarose ou d’acrylamide (selon la taille des fragments) et soumis a électrophorése. Les

fragments d’ADN sont révélés par du BET (bromure d’éthidium) et observés sous lampe UV.
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Pour le polymorphisme epsilon de I’APOE, les fragments dont la taille varie entre 48pb et

91pb sont révélés sur un gel d’acrylamide a 8%.

11.2. Technologie KASPar

La technique de génotypage utilisée pour caracteriser les trois polymorphismes étudiés
(rs7412, rs429358, rs439401 et rs4420638) dans les études ISOR est la technologie KASPar
(sous-traitée par Genoscreen et KBioscience, Hoddesdon, Royaume-Uni).

Ce systeme est basé sur la technique de FRET (Fluorescent Resonance Energy
Transfer) homogene, qui permet la détection de SNPs sans étape de séparation, et sur la PCR
(Polymerase Chain Reaction) compétitive spécifique d’alléle, qui permet d’avoir un fort
pouvoir discriminatoire pour déterminer les alléles d’un locus particulier (Figure 10). Ce
systéeme utilise une Taq ADN polymérase sans activité exonucléase 3'-5' et permet le
génotypage de SNP ou d’insertion/délétion. Les différentes étapes du génotypage par la
méthode KASPar sont représentées dans la figure. Les sondes utilisées sont les suivantes :
rs429358:[GACATGGAGGACGTG[C/T]GCGGCCGCCTGGTGC],
rs7412:[GATGACCTGCAGAAG|C/T]JGCCTGGCAGTGTACC],
rs439401:[GCCGGCACTCTCTTC[C/T]CCTCCCACCCCCTCA],
rs4420638: [TGCTACACTTTTCCT[A/G]GTGTGGTCTACCCGA]
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Figure 10: Différentes étapes du génotypage par la méthode KASPar.

I11. Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SAS 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA)

111.1.Equilibre d’Hardy-Weinberg et distributions génotypiques

L'équilibre de Hardy-Weinberg a été testé pour les quatre SNP (rs7412, rs429358,
rs439401 et rs4420638) en utilisant un test 2 avec un degré de liberté (1ddl). Un test %2 de
Pearson a été utilisé pour comparer les distributions génotypiques et alléliques entre les
groupes.

Lorsque la distribution d’une variable ne suit pas une loi normale, une transformation
logarithmique a été utilisée pour obtenir une distribution normale. Cette transformation a été
réalisée pour les valeurs de triglycérides, de glucose et d'insuline. Les moyennes estimées ont

ensuite eté reconverties pour la présentation dans les tableaux.
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111.2. L effet des génotypes sur les paramétres étudiés

L'approche statistique utilisée est celle de 1’analyse de variance (ANOVA (ANalysis
Of VAriance)) comparant les moyennes du phénotype étudié entre groupes de génotypes,
lorsque I’analyse est ajustée sur les facteurs de confusion nous avons procédé a une analyse
de covariance (ANCOVA).

Les comparaisons entre les groupes de moyennes ont été réalisées avec (i) un modéle
linéaire général comparant les porteurs d’e2 (sujets €2€2 et €2e3) ou d’ €4 (sujets ede4 et
e4e3) avec les porteurs d’ €3 (homozygotes £3€3) pour le polymorphisme de 'APOE epsilon
et (ii) un modele additif pour les polymorphismes rs439401 et rs4420638. Les sujets de
génotype €2g4 (n=3 dans ISOR) ont été exclus des analyses a cause des effets biologiques
opposés possibles des alleles €2 et 4.

Pour I’étude des variables anthropométriques, les variables de confusion sont I'age, le
tabagisme et I'activité physique. Pour les variables biologiques et biochimiques, les variables
de confusion sont I'age, I'MC, le tabagisme et l'activité physique. Pour les polymorphismes
rs439401 et rs4420638, les données ont été ajustées également en tenant compte du
polymorphisme epsilon APOE.

Aprés correction de Bonferroni, seules les associations ayant une valeur de p non
corrigée inférieure a 0,017 ont été considérées comme statistiquement significative (soit 0,05
divisé par le nombre de polymorphismes considéres).

Les modeéles linéaires généraux ont été utilisés pour étudier les interactions potentielles en
ajoutant une interaction ((sexe ou IMC) x polymorphisme) afin de vérifier si I’effet du
génotype sur les parameétres étudiés pouvait étre différent selon le sexe et selon I’'IMC.

L’interaction avec I’environnement changeant entre les deux échantillons a été testée pour le
polymorphisme epsilon en ajoutant une commande SNP*population d’étude dans le modéle

GLM.

111.3.Analyses haplotypiques

Les fréquences haplotypiques provenant de tous les polymorphismes étudiés ont été
estimées indépendamment du phénotype. Une analyse des haplotypes en deux étapes a été
réalisée. Tout d'abord, afin de réduire la dimension des haplotypes et sélectionner la
configuration la plus informative des haplotypes parcimonieux pour la prévision de la
variabilité phénotypique, nous avons appliqué le modéle de maximum de vraisemblance pour

toutes les combinaisons possible 1 a k-loci des polymorphismes qui pourraient découler des 4
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SNPs I'APOE. Le Critére d'Information d'Akaike (AIC) a été calculé pour chaque modele (y
compris un modele sans polymorphismes) (Akaike, 1974; Tregouet & Garelle, 2007;
Tregouet et al, 2004b). Toutes les valeurs AIC ont été rééchelonnées en soustrayant la plus
petite valeur AIC obtenue pour I'ensemble des modéles. Selon une regle dérivée par une vaste
simulation Monte Carlo, tous les modeles avec un AIC rééchelonné <2 peuvent étre
considérés comme «équivalent» au modele avec le plus bas AIC. Le plus parcimonieux de ce
dernier (ce qui correspond & la configuration minimale haplotype) a été sélectionné.
Deuxiéemement, l'analyse des haplotypes a été effectuée en utilisant le logiciel THESIAS

(http://ecgene.net/genecanvas) (Tregouet & Garelle, 2007). L'analyse des haplotypes a été

ajustée pour I'age, le sexe, I'MC, le tabagisme et le niveau d'activité physique.

Des analyses de régression logistiqgue multivariées ont été utilisées pour calculer les
odds ratios pour SM NCEP, le diabéte de type 2 (DT2), I'hypertension artérielle (HTA),
I'obésité (Obes) et le taux élevé de triglycérides et ont été ajustés pour I'age, le sexe, le niveau
d'activité physique et le tabagisme.

La contribution des trois SNP sur le syndrome métabolique défini selon le NCEP
ATPIII, le diabete de type 2, I'hypertension artérielle, I'obésité et le taux élevé de triglycérides
a été évaluée par analyse de régression logistique. Les odds ratios (OR) ajustés pour I'age, le
sexe, l'activité physique et le tabagisme et les intervalles de confiance a 95% (IC) sont

également représentés.

IV. Critéres de diagnostic des troubles cardio-métaboliques

IV.1.Critéres de diagnostic du syndrome métabolique

Dans la présente étude, nous avons adopté la définition du syndrome métabolique
selon les criteres du NCEP-ATPIII ATPIII (National Cholesterol Education Program- Adult
Treatment Panel I11)(Alberti et al, 2005), le syndrome métabolique est diagnostiqué quand un
sujet présente trois ou plusieurs des facteurs de risque suivants:

e ['obésité abdominale: tour de taille> 102/88 cm (hommes/femmes);

e Les triglycérides > 1,50 g /1 (1,69 mmol/l);

e HDL-cholestérol <0,40/0.50 g / | (1,04/1,29 mmol/l) (hommes/femmes);
e La pression artérielle > 130/85 mmHg;

® Glycémie a jeun> 1,10 g /1 (6,1 mmol/l).
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IV.2.Critéres de diagnostic du diabéte de type 2 (DT2)

La définition adoptée dans la présente étude est celle de I’American Diabetes

Association (ADA) (Gavin et al, 1997) :

1. Glycémie plasmatique a jeun >1,26 g/l (7 mmol/l) a deux reprises aprés 8 h de je(ne

2. Glycémie occasionnelle >2 g/1 (11,1mmol/l) en présence des symptomes d’ hyperglycémie
(polyurie, polydipsie, perte de poids inexpliquée)

3. Glycémie a 2 heures > 2 g/l aprés une charge orale de 75 g de glucose au cours d’’une
HGPO

Ou diabetiques déeclarés sous traitement incluant antidiabétiques oraux et / ou insuline

IV.3.Critéres de diagnostic de ’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) a été définie selon les critéres de 'OMS (Chalmers et
al, 1999) pression artérielle systolique moyenne supérieure a 140mm Hg et/ou pression
artérielle diastoligue moyenne supérieure a 90 mmHg) et/ou de traitement courant auto-

déclarée pour I'nypertension avec des médicaments antihypertenseurs.

V1.4.Critéres de définition de I’obésité
L'indice de masse corporelle (IMC) est calculé selon I'équation de Quetelet. Un sujet

est considéré en tant qu’obese s’il présente un IMC supérieur ou €gal a 30 kg / m?.
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|. Impact de polymorphismes du géne de ’APOE sur le Bilan
lipidique dans la population oranaise (Etude ECTOR)

I.1. Caractéristiques générales des populations d’étude

Les caractéristiques de la population de 1’étude ECTOR sont résumees dans le Tableau
IX. Les différents paramétres ont été comparés avec ceux obtenus vingt ans plus tard chez les
hommes de 1’étude ISOR. Des différences significatives entre les deux groupes ont été
observées. En effet, les hommes de I'étude ISOR présentent des valeurs plus élevées de poids
(p<0.01), de tour de taille (p<10™°), d’IMC (p<0.01), de total cholestérol (p<0,001) et de
HDL-cholestérol (p<0,0001) et des valeurs plus basses du rapport LDL-Cholestérol/HDL-
Cholestérol (p<0,0001), de PAS (p=0,02) et de PAD (p<0,001) que celles obtenues dans
I’étude ECTOR.

Tableau IX: Caractéristiques des participants de 1’étude ECTOR en comparaison avec les
hommes de 1’é¢tude ISOR.

ISOR Hommes ECTOR P
Age (année) 44,98+ 10,89  43,61+12,84 Ns
Taille (cm) 172,83+6,38  172,14+6,61 Ns
Poids (kg) 73,53+14,20  69,77+11,95 <0,01
Tour de taille (cm) 89,11+11,53  86,56+11,73 <107
Rapport taille/hanches 0,90+0,07 0,84+0,19 0,23
IMC (kg/m?) 24,56+4,21 23,51+3,68 <0,01
Total cholestérol (mmol/L) 4,45+0,76 4,19+0,96 <0,001
HDL-cholestérol (mmol/L) 1,27+0,30 0,96+0,26 <0,0001
LDL-cholestérol (mmol/L) 2,64+0,73 2,68+0,83 ns
Triglycérides (mmol/L) 1,21+0,55 1,21+0,58 ns
LDL-Cholestérol/HDL-Cholestérol 2,25+0,95 3,04+1,40 <0,0001
PAS Systolic (mmHg) 125,37+17,69  129,13+18,37 0,02
PAD Diastolic (mmHg) 77,72+9,74 84,92+32,37 <0,0001

Les valeurs représentent les moyennes + Ecart type

Le tableau 1 détaille les caractéristiques de la population étudiée, les paramétres d’age, d’IMC et des lipides
plasmatiques sont représentée sous forme de moyenne + Ecart type,

PAS : Pression Artérielle Systolique, PAD: Pression Artérielle Diastolique, IMC: Indice de Masse Corporelle

Les caractéristiques de base des participants a 1’étude ISOR sont résumées dans le
tableau X. Nous avons observé des différences anthropomeétriques et cliniques significatives

entre les hommes et les femmes de 1’étude ISOR. Compares aux femmes les hommes de
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I'éstude ISOR sont plus agés (p=0.01) et ont des valeurs de taille (p<0.001), de poids
(p<0.001), de tour de taille (p<0.01), de rapport tour de taille/tour de hanche (p<0.0001), de
glucose (p=0.001), de triglycérides (p=0.04), de PAS (p=0.01) et de PAD (p=0.02) plus
élevées. Cependant, les femmes présentent des valeurs d'IMC (p<10™°) et d’insuline (p<107)

significativement plus élevées que celles enregistrées chez les hommes.

Tableau X: Caractéristiques des participants de 1’étude ISOR.

Total ISOR  ISOR Hommes ISOR Femmes p
Age (année) 43,96+10,12 44,98+10,89 43,03+ 9,26 0,01
Taille (cm) 165,46+9,63  172,83+6,38  165,35+9,62 <0,001
Poids (kg) 71,35+14,60  73,53+14,20  71,30+14,63 <0,001
Tour de taille (cm) 87,71+12,35  89,11+1153 86,42+ 12,95 0,002
Rapport taille/hanches 0,86 +0,09 0,90+0,07 0,83+ 0,09 <0,0001
IMC (kg/m?) 26,11+5,15 24,56+4,21 27,53+ 5,52 <10
Total cholestérol (mmol/L) 4,44+0,92 4,45+0,76 4,45+1,03 ns
HDL-cholestérol (mmol/L) 1,25+0,31 1,27+0,30 1,23+0,32 ns
LDL-cholestérol (mmol/L) 2,67+0,88 2,64+0,73 2,72+ 0,98 ns
Triglycérides (mmol/L) 1,16+0,51 1,21+0,55 1,14+ 0,48 0,04
LDL-Cholestérol/HDL-Cholestérol 2,34+1,59 2,25+0,95 2.21+1,40 ns
PAS Systolic (mmHg) 123,65+18,12 12537+17,69 122,07+ 18,40 0,01
PAD Diastolic (mmHg) 76,86+9,90  77,72+9,74 76,07+ 9,99 0,02
Glucose a jeun (mmol/L) 0,9610,33 0,99+ 0,33 0,94+ 0,33 0,001
Insuline & jeun (LIU/mL) 8,44+6,54 7,14+ 5,93 9,64+ 6,84 <107

Les valeurs représentent les moyennes + Ecart type

Le tableau 1 détaille les caractéristiques de la population étudiée, les paramétres d’age, d’IMC et des lipides
plasmatiques sont représentée sous forme de moyenne + Ecart type,

PAS : Pression Artérielle Systolique, PAD: Pression Artérielle Diastolique, IMC: Indice de Masse Corporelle

1.2. Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme epsilon de ’APOE
dans la population algérienne ECTOR

Les fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme epsilon de I’APOE sont
présentées dans les Tableaux Xla et XIb. Les distributions ne présentent pas de déviation de
I’équilibre de Hardy-Weinberg. Nous avons comparé les distributions des génotypes et des
alléles du polymorphisme epsilon entre les études ISOR et ECTOR (Tableau Xla), les
fréquences génotypiques des deux études ne présentent pas de différences significatives
(p=0,11). Les fréquences des alléles €2, €3 et €4 sont respectivement de 5%, 85% et 10% dans
I'étude ISOR et 7,2%, 80,5% et 12,3% dans I'étude ECTOR (p=0,23). Nous avons également

73



Travaux personnels

Résultats

réalisé une comparaison entre la population masculine de 1’é¢tude ISOR et 1’¢tude ECTOR

(qui est composée exclusivement d’hommes), aucune différence significative de distribution

génotypique et allélique du polymorphisme Epsilon n’a pu étre observée entre les entre les

deux groupes (p=0,57) et (p=0,67) respectivement (Tableau Xla).

Nous avons également comparé les distributions génotypiques et alléliques entre hommes et

femmes de I’étude ISOR, ces distributions ne présentent aucune différence significative entre

les deux sexes (p=0,19) et (p=0,12) respectivement (Tableau XIb).

Tableau Xla : Distribution génotypiques et alléliques du polymorphisme epsilon de I’APOE

Polymorphisme

Epsilon Génotypes

€2/€2
€2/€3
€2/e4
€3/e3
€3/e4
ed/e4

Fréquences
alléliques

g2
3
&4

a

P

pb

ISOR
ECTOR  (Total)
n (%) n (%)

1(0,9%) 3 (0,4%)
13(11,0%) 64 (8,7%)

2(1,7%) 3 (0,4%)
75(63,5%) 525 (71,8%)
27(22,9%) 124 (16,9%)

0(0,0%) 13 (1,8%)

p=0,11
p=0,57

17(7,2%) 73 (5%)
190(80,5%) 1238 (84,6%)
29(12,3%) 153 (10,4%)

p=0,23
p=0,67

ISOR
(Hommes)

n (%)

2 (0,6%)
34 (9,5%)
3 (0,8%)
245(68,2%)
69 (19,2%)
6 (1,7%)

41(5,7%)
593(82,6%)
84(11,7%)

p?: comparaison entre la population ISOR Totale et la population ECTOR
p”: comparaison entre les hommes de la population ISOR et la population ECTOR
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Tableau XIb. Distributions des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme
epsilon de I’APOE dans 1’étude ISOR.

Total n (%) Hommes n (%) Femmes n (%)
Epsilon Génotypes
£2/€2 3(0,4%) 2 (0,6%) 1 (0,3%)
€2/€3 64 (8,7%) 34 (9,5%) 30 (8,0%)
£2/e4 3(0,4%) 3(0,8%) 0 (0,0%)
€3/¢€3 525 (71,8%) 245(68,2%) 280(75,1%)
€3/e4 124 (16,9%) 69 (19,2%) 55 (14,7%)
e4/ed 13 (1,8%) 6 (1,7%) 7 (1,9%)
pEHW 0,07
p 0,19
Fréquences
alléliques
€2 73 (5%) 41(5,7%) 32(4,3%)
€3 1238 (84,6%) 593(82,6%) 645(86,5%)
g4 153 (10,4%) 84(11,7%) 69(9,2%)
p 0,12

H-W: équilibre de Hardy-Weinberg

1.3. Association entre le polymorphisme epsilon de ’APOE et les concentrations

des lipides plasmatiques et les valeurs des mesures anthropométriques et biologiques

Les mesures anthropométriques concernant, la taille, le poids, le tour des hanches et le
tour de taille, les valeurs calculées de rapport tour de taille/tour des hanches et d’IMC ainsi
que les concentrations plasmatiques de total cholestérol, de triglycérides, de LDL-cholestérol,
et de HDL-cholestérol, et les prises de PAS et PAD sont comparées entre les groupes de
génotypes; les porteurs de ’allele €2 (£2€2, et €2 €3) et les porteurs de 1’allele €4 (ede4 et

€3¢e4) sont comparés avec les porteurs de 1’allele fréquent €3 (£3¢€3).
1.3.1. Etude ECTOR

L’¢tude ECTOR nous permet d’analyser I’impact du géne de I’APOE sur les
principaux indicateurs anthropométriques, biochimiques et biologiques du risque
cardiovasculaire dans la population oranaise des années 90. Apres recrutement des
participants a 1’étude, trois sujets, sous traitement hypolipémiant, ont été exclus des analyses;
les résultats sont présentés dans le tableau XII.

Des différences significatives de concentrations de total cholestérol (p<0,001) et de
LDL-Cholestérol (p<0,001) ont été mesurées entre les groupes de génotypes. Ces différences
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restent significatives aprés ajustement sur les covariables (Age, IMC, Diabéte, consommation
de tabac et d’alcool), elles sont dues essentiellement a la présence de 1’allé¢le €2 qui est associé
a des concentrations réduites de total cholestérol (p=0,01) et de LDL-cholestérol (p=0,006) et
des valeurs plus basses de ratio LDL-cholestérol/HDL-cholestérol (p=0,04). Fait intéressant,
aucune différence dans les concentrations plasmatiques de lipides n’est associée a l'allele 4.

Aucune association significative n’a été retrouvée entre les génotypes de 1’all¢le epsilon et les

variations des valeurs anthropométriques ou biologiques dans I’étude ECTOR.

1.3.2 Etude ISOR

L’¢étude ISOR nous permet de suivre I’évolution des valeurs des principaux indicateurs
du risque cardiovasculaire dans la population oranaise sur les vingt ans qui séparent les deux
¢tudes, et de mesurer I'impact du gene de I’APOE dans la population oranaise en
comparaison avec son impact sur ces méme parametres vingt ans plutot.

Dans I’¢tude ISOR, aucune association significative avec les parameétres étudieés n'a pu étre
détectée lorsque l'on compare les porteurs de 1’alléle €2 avec les porteurs de l'allele €3.
Cependant, les porteurs de I’all¢le €2 semblent présenter des valeurs de poids et d’IMC plus
¢élevées en comparaison avec les porteurs de 1’alléle €3, avec des valeurs p proches des seuils
significatifs (p=0,05 et p=0,02 respectivement).

En revanche, les porteurs de 1’alléle €4 ont montré des concentrations significativement plus
élevées de triglycérides plasmatiques (p=0,0002), de cholestérol total (p=0,009), de LDL-
cholestérol (p=0,003) et de rapport LDL-cholestérol/HDL-cholestérol (p=0,001) en
comparaison avec les porteurs de l'allele €3 (tableau XII1).

En analysant les résultats des associations chez les hommes et les femmes séparément,
on remarque que ’effet reporté sur les triglycérides n’est retrouvé que chez les femmes. A
I’inverse 1’effet sur les concentrations de total cholestérol, LDL cholestérol et le rapport LDL-

cholestérol/HDL-cholestérol n’est retrouvé que chez les hommes (tableau XI1V).

Le sexe, le statut ménopausique chez les femmes (Etude ISOR) et I’utilisation de
médicaments hypolipémiants pourraient modifier considérablement les concentrations des
lipides plasmatiques, nous avons pris en compte ces facteurs de confusion et étudié les
associations entre les polymorphismes APOE et les lipides plasmatiques, chez les hommes et
les femmes séparément et dans le groupe des femmes non menopausées. Toutes les

associations précedemment decrites ont été reproduites dans chaque groupe, ce qui signifie
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que le sexe, le statut ménopausique et les traitements hypolipémiants n'ont pas d'influence

notable sur les associations

1.3.3. Analyses d’interaction

Nous avons voulu déterminer si les associations décrites précédemment pouvaient étre
influencées difféeremment dans les études ECTOR et ISOR (Tableau XV). L’analyse
d’interaction montre que le polymorphisme epsilon de ’APOE a le méme effet sur les
parametres lipidiques et biologiques quelle que soit 1’étude, avec des valeurs de p variant de
0,06 a 0,95 pour les différents modeles statistiques utilisés. Cependant, nous avons enregistré
une différence significative dans ’effet du polymorphisme epsilon sur les valeurs de PAD
entre les deux études, pour le modele comparants les 3 groupes de génotypes (p<0,001), et en

comparant les sujets eded+ede3 avec les sujets €3¢3 (p<0,01).
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Tableau XII: impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les parametres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la
population ECTOR

€2€2+€2¢€3 €3¢€3 eded+e3ed P p p
14 81 28
Taille (cm) 172,71+543  172,30+7,16  170,61+4,79 0,40 0,98 0,19
Poids (kg) 68,14+10,62  71,38+1254  68,73+9,10 0,34 0,42 0,51
Tour de taille (cm) 84,23+9.79  87,39+11,97  86,44+11,83 0,64 0,50 0,51
Tour des hanches (cm) 97,23+7,10  98,19+7,63 96,44+5 64 0,51 0,50 0,53
IMC (kg/m?) 22,79+3,07 24,01+3,74 23,64+3,27 0,42 0,36 0,98
Rapport taille/hanches 0,86+0,05 0,85+0,17 0,84+0,18 0,28 0,81 0,19
Triglycérides (mmol/L) 1,18+0,72 1,30+0,56 1,34+0,71 0,94 0,91 0,65
Total cholestérol (mmol/L) 3,64+0,95 4,49+0,98 4,27+0,79 <0,001 0,01 0,53
HDL-cholestérol (mmol/L) 0,92+0,24 0,96+0,26 0,88+0,24 0,30 0,76 0,15
LDL-cholestérol (mmol/L) 2,18+0,77 2,95+0,81 2,78+0,75 <0,001 0,006 0,63
LDL-Cholestérol/HDL-Cholestérol 2 56+1 22 3,32+1,35 3,53+1,80 0,10 0,04 0,29
PAS Systolic (mmHg) 124,73+16,10 130,57+17,08 128,96+21,00 0,90 0,63 0,99
PAD Diastolic (mmHg) 76,41+12,07 83,84+11,63  98,83+81,93 0,11 0,14 0,07

Les valeurs représentent les moyennes = SD. PAS: pression artérielle systolique; PAD: pression artérielle diastolique.
p :pde comparaison entre les trois groupes de génotypes non ajusté ;

p?: valeurs depobtenues en comparant les sujets £2e2+€2e3 avec les sujets €3&3
p°: valeurs depobtenues en comparant les sujets €3e4+e4e4 avec les sujets £3¢3

p® et p° ajustés sur I’age et le statut tabagisme pour les variables anthropométriques.

p ajustés sur I’age, I’IMC et le statut tabagisme pour les variables biochimiques.
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Tableau XIII: impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les paramétres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la

population ISOR

Poids (kg)

Tour de Taille (cm)
Tour des Hanches (cm)
IMC (kg/m2)

Rapport taille/hanches

Glucose a jeun (mmol/L)*
Insuline a jeun (uIU/mL)*

Triglycerides (mmoI/L)T

Total cholesterol (mmoI/L)T
HDL-cholesterol (mmoI/L)T
LDL-cholesterol (mmoI/L)T
LDL-cholesterol /HDL-cholesterol ratio

PAS (mmHg)'T
PAD (mmHg)'T

£2e2+£2¢e3
67

746+ 17,9
89,4 +13,3
103,0 £ 10,6
273+6,2
0,87 +0,08

4,98 +1,28
9,18 + 6,65

1,34+0,78
4,25+ 0,95
1,27 +£0,34
2,47+0,85
2,14+ 1,07

122,6 + 16,3
755+838

€3e3
522

71,0+ 14,2
87,6 £12,5
101,9+9,7
26,1+5,1
0,86 + 0,09

5,04 +1,30
7,95+5,48

1,09+ 0,44
4,41 +0,86
1,26 £ 0,30
2,64 £0,82
2,25+1,00

120,6 + 14,8
76,6 +9,8

eded+edel
137

70,7+ 13,6
87,4+11,6
101,0+9,3
255+45
0,87 +0,08

520+ 1,53
8,65+8,31

1,24+ 0,48
463+1,11
1,22 +£0,32
2,88+1,05
2,55+1,23

1227+ 17,8
76,3+ 11,1

a

p

0,05
0,33
0,16
0,02
0,93

0,23
0,76

0,1
0,1
0,4
0,06
0,18

0,95
0,83

0,6
0,81
0,6
0,42
0,71

0,25
0,35

0,0002
0,009
0,06
0,003
0,001

0,13
0,38

Les valeurs représentent les moyennes + SD. PAS: pression artérielle systolique; PAD: pression artérielle diastolique.
p ajustés sur 1’4ge, le sexe, 1’activité physique, le statut tabagisme pour les variables anthropométriques.

p ajustés sur 1’4ge, le sexe, 'IMC, 1’activité physique, le statut tabagisme pour les variables biochimiques.

p?: valeurs de p obtenues en comparant les sujets £2e2+¢2¢3 avec les sujets £3¢3.

p°: valeurs de p obtenues en comparant les sujets cded+cde3avec les sujets £3¢3.

*les sujets traités pour le diabéte ont été exclus (n=54).

" les sujets traités avec des hypolipémiants ont été exclus (n=36).
™ les sujets traités pour I’hypertension ont été exclus (n=89).
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Tableau XIV: Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les parametres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population

ISOR chez les hommes et les femmes

Total Hommes Femmes
€2e2+€2¢€3 €3e3 eded+edel p €2e2+e2e3  €3e3  eded+ede3  €2e2+e2¢3 p €2€2+€2¢3 €3e3 eded+edel
N 67 522 137 36 243 75 31 279 62 P
Poids(kg) 746241789  7101+1423  70,69+1363 0.1 7356 17,31  73,95+13,87 72,57 +1339 0,57 7585+18,76 68,45 +14,05 684241369 0,04
Tour de tille (cm) 80371326 87,60+1251 87451163 0,57 887941340 89,64+1155 88101076 0,51 90,03+1329 8582+1305  86,66+12,65 046
Tour des hanches (cm) 103,01+10,56 101,9249,69  101,05¢9,30 0,3 98,738,17 99,34 7,94 98,86+7,90 0,84 107,99+10,93 104,17+10,49 103,66+10,20 0,13
IMC (kg/m2) 27274620 2611507  2548+450 0,04 24954500 24,69 +418 24314383 052 2005645 27354545  2689+486 0,06
Rapport taille/hanches 0,8710,08 0,86 £0,09 0,87t008 0,94 0,90+0,07 0,90+0,07 0,89 £0,06 0,51 0,83£0,08 082010 0,84 £0,09 0,48
Triglycerides (mmol/L) 1344077  1,12+0,46 1,25:048 0,002 1,2620,67 1,17 20,50 1,29 £0,56 0,14 143086  1,07+0,42 1,20+038 0,001
Total cholesterol (mmol/L) ~ 4,25+0,93 4,42 +0,87 462109 0,006 4,09+0,85 4,45 +0,74 457075 0,004 443+1,00  4,39+0,97 4,68+1,40 0,10
HDL-cholesterol (mmol/L) 1294035  1,26+0,30 1224032 0,07 1,31%0,35 1,27+0,29 1,2620,31 0,58 1,26£036  1,25¢0,31 1,17+0,32 0,08
LDL-cholesterol (mmol/L) 247+084  2,65:0,83 2,87+104 0,001 2,28+0,32 2,64+0,72 275£0,70 0,005 263+0,84 267£092  301£133 0,02
LDL-cholesterol /HDL-
cholesterol ratio 211+107  227+102  253+121  0,0005 1,08+107  2,23+0,93 234+087 0,007 2264107 230+1,00  276+150 0,03
Glucose (mmol/L) 5344200  531+1,78 554207 0,20 5,03+0,96 5,56+2,00 5,54+1,68 0,16 569+272  510+154 5,55+2,48 0,20
Insulin (LIU/mL) 9,387,222 8224601 8,88839 047 7,31+ 571 6,774,93 8,308,57 0,29 11,78+811  9,496,56 948820 0,92
124,10+
PAS (mmHg) 16,60 123,44+ 18,03 12568+2029 0,12 123,68+ 17,35 12559+1829  12539+17,01 0,68 124,60+15,97 121,56+17,62 126,03+238L 0,06
PAD (mmHg) 77,60+956  7677+9,63  77,42+1149 0,51 76,5+9,83 78,22+ 9,82 76,79+10,16 04 7927+911 75514929  7819+1296 0,06

p ajustés sur 1’4ge, le sexe, 1’activité physique, le statut tabagisme pour les variables anthropométriques.
p ajustés sur I’4ge, le sexe, I'IMC, 1’activité physique, le statut tabagisme pour les variables biochimiques.
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Tableau XV: Impact du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les lipides plasmatiques et les pressions artérielles en fonctions de la population

d’étude
ECTOR ISOR
£2e2+€2¢e3 £3¢3 s4ed+ede3 £2e2+€2¢e3 £3e3 sded+e4e3 P 3 groupes p €2 p &4

PAS (mm Hg) 124,73+£16,10 130,57£17,08 128,96+21,00 122.6+16.3 120.6+14.8 122.7+17.8 0,81 0,95 0,9
PAD (mm Hg) 76,41+12,07 83,84+11,63 98,83+81,93 755+8.8 76.6 £9.8 76.3+11.1 <0,001 0,34 <0,01
Total cholestérol (mmol/l)  3,64+0,95 4,49+0,98 4,27+0,79 425095 441+x086 4.63x1.11 0,06 0,15 0,1
Triglycérides (mmol/l) 1,18+0,72 1,30£0,56 1,34%0,71 1.34£0.78 1.09+£044 1.24+0.48 0,29 0,65 0,28
HDL-cholestérol (mmol/l)  0,92+0,24 0,96+0,26 0,88+0,24 127034 1.26+030 1.22+0.32 0,65 0,4 0,45
LDL-cholestérol (mmol/l) 2,18+0,77 2,95+0,81 2,78%0,75 247085 264+£082 288+x1.05 0,07 0,17 0,15
LDL-cholesterol (mmol/l)

/HDL-cholesterol ratio 2,56+1,22 3,32+£1,35 3,53+1,80 214+107 225+100 255%1.23 0,57 0,74 0,77

p 3 groupes: valeur de p obtenue en comparant I’effet des trois génotypes simultanément.

p €2 : valeur de p obtenue en comparant les sujets £2e2+e2¢3avec les sujets €3¢€3.
p €4 : valeur de p obtenue en comparant les sujets eded+ede3avec les sujets €3€3.
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I1. Association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de ’APOE

et les parametres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la

population

I1.1. Fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes rs439401 et

rs4420638 de ’APOE

Les fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes de I’APOE ont été

déterminés (tableau XVI1). Les fréquences des alleles mineurs (alléle T) du rs439401, et (allele

G) du rs4420638 sont de 38% et 11% respectivement dans 1’ensemble de la population.

Aucune différence hommes femmes n’est enregistrée.

Tableau XVI: Distributions des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes
rs439401 et rs4420638 de I’APOE dans 1’étude ISOR.

Total n (%)

Hommes n (%)

Femmes n (%)

rs439401 Génotypes
cC 288 (39,02%)
CT 335 (45,39%)
TT 115(15,58%)
pEHW 0,28
P 0,99
Fréquences alléliques
I 911(0,62%)
T 565(0,38%)
P 0,98
rs4420638 Génotypes
AA 596 (78,94%)
AG 149 (19,74%)
GG 10(1,32%)
pEHW 0,84
P 0,37
Fréquences alléliques
A 1341(0,89%)
G 169(0,11%)
P 0,73

140 (39,00%)
163 (45,40%)
56 (15,60%)

443(0,62%)
275(0,38%)

289 (78,96%)
70 (19,13%)
7 (1,91%)

648(0,89%)
84(0,11%)

148(39,05%)
172(45,38%)
59 (15,57%)

468(0,62%)
290(0,38%)

307(78,92%)
79 (20,31%)
3(0,77%)

693(0,89%)
85(0,11%)

H-W: équilibre de Hardy-Weinberg
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11.2. Analyses d’association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de
PAPOE et les paramétres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la

population

Les associations entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de I’APOE et les
phénotypes anthropométriques (poids, tour de taille et des hanches et de I'IMC), les
paramétres biochimiques (concentrations de glucose, d'insuline a jeun de triglycérides du
plasma, de cholestérol total, le HDL-cholestérol et le LDL-cholestérol) et les phénotypes
cliniques (PAS et PAD) sont présentes dans les Tableaux (XVI1-X1X).

Aucune association significative n'a été détectée entre le SNP rs4420638 et les
paramétres étudiés dans I'étude ISOR (tableau XVII). Cependant, ’alléele G semble étre
associ¢ a des valeurs inférieures des indicateurs de I’obésité dans la population oranaise. Les
valeurs de p se rapprochent mais restent en dessous des seuils statistiquement significatifs
(poids p=0.04, tour de taille p=0,07, tour de hanches p=0,04, IMC p=0.08)

En revanche, l'allele T du rs439401 est significativement associé a des concentrations
basses de triglycérides plasmatiques (p=0,005) (tableau XVII). Cette association a disparu
apres ajustement supplémentaire sur le polymorphisme epsilon de I’APOE (p=0,25).

L’analyse des résultats hommes/femmes séparément confirme les résultats précédents.
Mis a part une association avec les concentrations de triglycérides, aucune association
significative n’a été reportée, ni chez les hommes ni chez les femmes (tableaux XVIII et
XI1X).

Comme précédemment, nous avons pris en compte ces facteurs de confusion et étudié
les associations entre les polymorphismes APOE et les lipides plasmatiques, chez les hommes
et les femmes séparément et dans le groupe des femmes non ménopausées. Toutes les
associations précédemment décrites ont été reproduites dans chaque groupe, ce qui signifie
que le sexe, le statut ménopausique et les traitements hypolipémiants n'ont pas d'influence

notable sur les associations présentées.
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Tableau XVII: Impact des polymorphismes rs439401 et rs4420638 sur les parameétres anthropometriques, biochimiques et biologiques dans la
population ISOR.

rs439401 rs4420638
cc CT TT p p AA AG GG p p

N 288 335 115 596 149 10

Poids (kg) 716+145 715+150 70.8+13.6 0.87 068  71.7+149 69.4+134 67.7+59 0.04 0.04
Tour de taille(cm) 88.1+126 87.7+122 87.4+124 083 066 88.0+125 86.7+119 835+11.2 0.11 0.07
Tour des hanches(cm) 102.2 +10.0102.0 £ 10.00 101.3+9.1 056 0.45  102.2+9.9 100.8+9.3 97.0+6.2 0.04 0.04
IMC(kg/m?) 260+52 263+51 26.0+49 065 0.79 262+52 254+46 245+29 0.05 0.08
Rapport taille/hanches 0.86+0.08 0.86+0.10 0.86+0.08 0.83 0.92  0.86+0.08 0.86+0.11 0.86+0.11 0.99 0.64
Glucose a jeun (mmol/L)* 5.04+120 510+152 506+1.14 069 048 503+126 520+1.60 5.03+0.70 0.18 0.34
Insuline a jeun (uIU/mL)* 8.02+6.09 857+653 7.58+562 0.72 0.7 8.07+5.62 875+8.28 6.61+2.89 0.31 0.58
Triglycerides (mmol/L)" 1.20+051 1.14+050 1.07+0.47 0.005 0.25  1.14+049 1.19+055 1.21+0.41 0.06 0.89
Total cholesterol (mmol/L)" 450+1.02 4.42+086 435+0.82 0.14 042  444+090 4.43+098 4.51+1.02 0.76 0.42
HDL-cholesterol (mmol/L)* 1.24+031 1.26+0.33 127+027 029 041 1.25+0.30 1.27+0.34 1.17+0.24 0.82 0.55
LDL-cholesterol (mmol/L)" 2.74+097 2.66+082 258+0.82 0.11 031 2.69+0.87 2.64+0.88 2.78+0.88 0.94 0.20

LDL-cholesterol /HDL-cholesterol ratioc' 2.39 #1.15 2.38+212 2.17+0.88 0.31 0.19 237176 225+1.02 2.36+0.52 0.65 0.09

PAS (mmHg)"" 121.4+16.4 1209+ 14.8 121.1+15.1 0.66 044 1209+14.8 121.0+17.6128.1+18.9 0.36 0.51
PAD (mmHg)'" 754+101 759+87 764+86 014 009  757+90 757+10.1 78.1+122 0.56 0.58

Les valeurs représentent les moyennes = SD. PAS: pression artérielle systolique; PAD: pression artérielle diastolique.
p ajustés sur 1’age, le sexe, | activité physique, le statut tabagisme pour les variables anthropométriques.

p ajustés sur 1’age, le sexe, I'IMC, 1 activité physique, le statut tabagisme pour les variables biochimiques.

p* valeurs de p obtenues avec ajustement supplémentaire sur I’APOE epsilon.

*les sujets traités pour le diabéte ont été éxclus (n=54).

" les sujets traités avec des hypolipémiants ont été éxclus (n=36).

T les sujets traités pour I’hypertension ont été éxclus (n=89).
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Tableau XI11: Impact du polymorphisme rs439401 sur les paramétres anthropométriques, biochimiques et biologiques dans la population ISOR

chez les hommes et les femmes.

Total Hommes Femmes
p p p p p p

rs439401 11 (CC) 12 (CT) 22 (TT) p add  add* 11 (CC) 12 (CT) 22(TT) p add add* 11 (CC) 12(CT) 22 (TT) p add add*
N 288 335 115 140 163 56 148 172 59
Poids (kg) 71,59+1454  71,52+15,02 70,79+13,59 091 0,87 083  72,92+14,93 74,30+14,29  73,48+12,38 0,28 0,23 08  70,34+14,09 68,88+15,25  68,23+14,28 0,81 0,52 0,42
Tour de taille (cm) 88,090£12,61 87,73+12,23 87,39+1237 098 083 085 88,72#11,85 89,94+#11,31 8882+11,81 041 035 096 87511331  8563+12,72 86,04+1284 085 0,7 0,58
Tour des hanches (cm) 102,20£10,00 101,97+9,99 101,30£9,11 0,76 056 064  98,55%8,34  99,54+7,96 99,13#7,70 02 0,18 048 10563+10,24 104,28+11,13 103,36+9,91 044 021 0,14
IMC (kg/m2) 26,0045,22 26,27+5,08  25,96+4,87 064 065 0,79 24,27+4,38 24,97+4,14 24,45+399 0,12 0,18 05 27,64 5,43 27,49%5,57 27404522 0,9 0,83 0,94
Rapport taille/hanches 0,86 +0,08 0,860,10  0,86+0,08 095 083 0,96 0,90%0,07 0,90+0,06 089007 093 097 045 083%0,08 0,82+0,10 0,83+0,09 0,67 037 0,39
Triglycerides (mmol/L) 1,21+0,50 1,16+0,53 1,10+0,49 0,04 001 049 1,26+ 0,57 1,19+ 0,53 1,16+053 0,12 0,05 04 1,16+ 0,43 1,14+ 0,52 1,04+0,46 0,12 0,08 0,12
Total cholesterol (mmol/L) ~ 4,51£1,02 4,42+0,85 439+0,86 039 021 068  4,49+0,80 4,36+ 0,71 459+0,83 007 091 012  4,53+1,19 4,48+ 0,97 4,20+0,85 0,12 0,07 0,12
HDL-cholesterol (mmol/L)  1,24+0,30 1,25+0,33 1,26+0,27 0,62 036 0,72 1,27£0,32 1,25+ 0,31 129+025 081 049 071 1,21£0,29 1,26 0,35 1,24#0,30 0,35 049 0,35
LDL-cholesterol (mmol/L)  2,74+0,96 2,65x0,82 2,65x0,80 041 027 0,63 2,67£0,77 2,570,68 2,76x080 022 09 034 280112 2,72+0,93 2,55x0,79 0,28 0,11 0,28
LDL-cholesterol
/HDL-cholesterol ratio 2,38+ 1,13 238+210 225%1,00 062 039 0,79 2,29+ 1,03 2,21£0,89 227097 072 075 0,75 246122 2,54 £2,79 222103 059 032 056
Glucose a jeun (mmol/L) 5,22+1,60 5,42+2,02 555#2,06 0,13 0,03 0,02 5,33+ 1,46 5,62+ 2,10 566+2,11 050 0,18 056  0,92+0,31 0,94+0,35 0,98+0,37 0,17 0,06 0,22
Insuline & jeun (LIU/mL) 8,14+ 6,19 8,86+7,01 8,01+6,46 033 099 045 6,66+4,98 7,79+ 7,12 6,59+4,11 063 021 062  954+6,88 9,88+ 6,77 9,36£7,89 056 0,74 0,57
PAS (mmHg) 123,15+17,82 124,51+19,28 124,14+17,2 0,56 0,29 0,4 122,86+14,6 127,51+19,9 126,84+18,67 0,16 0,06 0,17 123,42+20,46 121,67+18,27 121,58+155 0,99 0,92 0,93
PAD (mmHg) 76,14+ 10,27  77,28+9,67 78,13+9,46 0,07 0,02 0,04 76,65£9,79  78,40+9.66  79,40+10,24 013 0,04 026 7567+10,72 76,22+9,59  76,93+856 0,32 0,14 04

Les valeurs de p ont été ajustés sur 1’age, le sexe, | activité physique, le statut tabagisme,
p add obtenu pour le modele additif.
p add* obtenu pour le modéle additif avec ajustement supplémentaire sur I’APOE Epsilon
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Tableau XIX: Impact du polymorphisme rs4420638 sur les parameétres anthropometriques, biochimiques et biologiques dans la population ISOR

chez les hommes et les femmes.

Total Hommes Femmes
p p p p p p
rs4420638 11 12 22 p add add* 11 12 22 p add  add* 11 12 22 p add add*
N 596 (AA) 149 (AG) 10 (GG) 289 70 7 307 79 3

Poids (kg) 71,72+1492 69,38+13,42 67,72¢594 0,15 0,05 0,04 73,99+1453 72,64+13,38 67,33%6,56 0,26 0,10 0,12 69,59+14,98 66,49+12,86 68,63t5,26 0,18 0,08 0,07
Tour de taille (cm) 87,98+1251 86,66+11,92 83,47+11,20 0,33 0,09 0,14 89,58+11,68 88,59+10,72 82,71+1294 0,24 0,10 0,14 86,48+13,09 84,95+12,71 85,23+7,41 054 031 0,28
Tour des hanches (cm) 102,1649,89  100,80+9,33  97,02+6,22 0,13 0,05 0,05 99,31 48,17 98,77+7,70 93,80+4,13 0,21 0,10 0,17 104,82+10,61 102,61+10,28 104,53+1,36 0,19 0,09 0,07
IMC (kg/m2) 26,22+5,21 25,42+4,59 24,46+2,88 0,14 0,10 0,04 24,72+4,32 24,18+3,90 23,68+2,80 0,28 0,15 0,12 27,63 5,58  26,52+4,89  26,29+2,57 0,18 0,07 0,07
Rapport taille/hanches 0,86 +0,08 0,86 £0,11 0,86+0,11 0,93 0,70 0,92 0,90+0,07 0,90+0,06 0,88+0,12 057 029 0,30 0,82 +0,08 0,83+0,13 0,82+0,08 0,78 049 048
Triglycerides (mmol/L) 1,16+ 0,51 1,21+0,56 1,21+0,41 0,11 0,05 0,90 1,20+0,54 1,29+0,60 1,19+047 0,15 0,07 0,86 1,12+ 0,47 1,47+ 0,51 1,27£0,31 055 0,32 0,59
Total cholesterol (mmol/L) 4,45+ 0,91 4,44+0,98 451+1,02 0,90 0,74 0,66 4,43+0,74 4,50+0,87 4,63+0,78 047 023 0,82 4,47+ 1,04 4,39+ 1,06 4,23+1,63 095 0,76 0,58
HDL-cholesterol (mmol/L) 1,25+ 0,31 1,26+0,33 1,17£0,24 0,71 061 0,64 1,26+0,30 1,27+0,31 121+022 092 061 0,88 1,24+ 0,31 1,25+ 0,35 1,08£0,29 081 087 0,63
LDL-cholesterol (mmol/L) 2,69+ 0,88 2,66+0,89 2,78¢0,88 0,84 0,92 0,40 2,62+0,71 2,67+0,85 2,88+£0,66 055 032 0,70 2,75+ 1,01 2,65+ 0,93 2,57+1,44 089 063 0,37
LDL-cholesterol
/HDL-cholesterol ratio 2,38+ 1,74 2,28+ 1,03 236+052 0,70 092 0,31 2,23+ 0,93 2,31+ 1,10 2,39£047 064 019 0,53 251+£2725 2,25 +0,98 2,29+0,72 0,90 0,72 0,53
Glycémie 5,33+1,83 5,55+2,11 5,02+0,70 0,19 0,18 0,25 5,47+ 1,80 5,73+ 2,19 503+0,72 0,32 044 0,27 5,19+ 1,86 5,40% 2,04 500+£0,81 048 0,28 0,68
Insulin (uIU/mL) 8,32+ 6,15 9,0148,29 6,61+2,89 0,39 0,18 0,95 7,0845,44 7,68+ 8,05 561+2,27 0,95 080 0,52 9,5046,55 10,17+ 8,38 8,93+3,23 0,18 0,07 0,36
PAS (mmHg) 123,83+£18,21 122,83+18,52 132,75+23,23 0,10 0,36 0,13 126,28+18,73 122,06+ 12,88 130,71+22,44 0,12 047 0,12 121,53+17,42 123,51+22,42 137,50+29,47 0,02 0,03 0,09
PAD (mmHg) 77,16+9,87 75,74+9,74 80,25+1346 0,17 083 0,19 7843+10,01 7543+8,00 80,36+13,10 0,04 0,19 0,14 75,96+ 9,60 76,01+11,10 80,00+17,32 0,42 0,34 0,66

Les valeurs de p ont été ajustés sur 1’age, le sexe, | activité physique, le statut tabagisme,
p add obtenu pour le modele additif.
p add* obtenu pour le modéle additif avec ajustement supplémentaire sur I’APOE Epsilon
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11.3. Le déséquilibre de liaison et ’analyse haplotypique
11.3.1. Le déséquilibre de liaison

Nous avons évalué, dans I’étude ISOR, le déséquilibre de liaison (DL) entre les
polymorphismes epsilon de I’APOE (rs429358 et rs7412), le rs439401 et le rs4420638. Les
rs439401 et rs4420638 SNPs ne sont pas en DL avec le polymorphisme epsilon de I’APOE
(r’<0,16) (Tableau XX) (Figure 11).

rs429358 rs7412 rs439401 rs4420638

Figure 11: Mod¢le de déséquilibre de liaison (D’ en couleur, r? valeurs) pour les SNPs APOE
dans I’étude ISOR.

Les SNPs avec les valeurs élevées de D' sont indiqués en rouge et celles avec des

valeurs basses de D' sont représentés en blanc. Les valeurs de r2 sont indiquées dans les

carres.

Tableau XX: Valeurs de r? et de D' pour les polymorphismes de I’APOE dans 1’échantillon
ISOR

D"
rs429358 rs7412 rs439401 rs4420638
rs429358 - 100 100 43
rz rs7412 1 - 100 35
rs439401 7 3 - 97
rs4420638 16 0 8 -

11.3.2. ’analyse Haplotypique

Nous avons exploré les effets des haplotypes des SNPs epsilon (rs429358 et rs7412),
rs439401 et rs4420638 sur les concentrations plasmatiques de LDL-cholestérol dans 1’étude
ISOR. Tout d'abord, nous avons sélectionné la configuration haplotypique la plus informative.
Le meilleur modéle haplotypique inclus les polymorphismes APOE epsilon et le rs4420638
(p=0,002, avec 4 ddl). Nous avons ensuite procédé a des analyses d'haplotypes pour I'APOE
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epsilon et le rs4420638 (Logiciel THESIAS (Tregouet & Garelle, 2007)). Cing haplotypes ont
été déduits (e3A, €3G, €4A, 4G and &2A) (tableau XXI). Le test pour I’effet global
d’haplotype est significatif (p=0,002).

En comparaison avec I’haplotype le plus fréquent (haplotype de référence) e3A,
I’haplotype €4A est associé a des niveaux plus élevés de LDL-cholestérol (A [95%CI]=+0,35
[0,18-0,51] mmol/L, p=0,0001), tandis que I'haplotype £2A est associé a des niveaux plus bas
de LDL-cholestéerol (A [95%CI]=-0,20 [-0,41— -0,01] mmol/L, p=0,05), ce qui confirme les
effets deléteres et protecteurs des alléles €4 et €2 respectivement. L’haplotype €3G est associé
a des niveaux de LDL-cholestérol similaires (A [95% intervalle de confiance (C1)]=0.02 [-
0,17— +0,21] mmol/L,p=0,74) en comparaison avec les porteurs de 1’haplotype €3A; ce
résultat suggere que I’alléle G du rs4420638 n’a pas d’effet dans un fond €3. Fait intéressant
et contrairement a ce que nous avons observé pour I’haplotype €4A, I’haplotype €4G n'est pas
associe a des niveaux plus élevés de LDL-cholestérol, par rapport a ’haplotype de référence
€3A (A [95%CI]= -0,05 [-0,27—-0,17] mmol/L,p=0,81). Par conséquent, lI'allele G du SNP
rs4420638 peut avoir contrebalancé 'effet délétére de 1’alléle €4. Les résultats sont détaillés
dans le tableau XXI. Des résultats haplotypiques similaires ont été obtenus pour les valeurs de

total cholestérol.

Tableau XXI: Effet des haplotypes de I'APOE sur les concentrations plasmatiques de LDL-
cholestérol dans I'étude ISOR.

Haplotypes
rs429358/rs7412/rs4420638  ¢/rs4420638 Fréquences Effet de I’Haplotype p
[95% IC] (mmol/L)

TCA e3A 0,784 reference -
TCG €3G 0,061 0,02 [-0,17 - 0,21] 0,74
CCA edA 0,054 0,35[0,18 - 0,51] 0,0001
CCG edG 0,051 -0,05 [-0,27 - 0,17] 0,81
TTA e2A 0,05 -0,20 [-0,41 - 0,01] 0,05

Les polymorphismes sont classés en fonction de leur position dans la séquence génomique.

Les valeurs sont la différence des moyennes [95% IC] en comparaison avec I’haplotype de référence €3A
(moyenne [95% 1C]=1.33 [1,29-1,37] mmol/L) en utilisant le logiciel Thesias.
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I11.Impact du géne de ’APOE sur les principaux facteurs de risque

cardiovasculaires

La plupart des facteurs de risque des maladies cardiovasculaires (Syndrome
métabolique, diabéte, obésité, hypertension artérielle...) sont maintenant connus.
Ces facteurs de risque sont modifiables ou susceptibles d’étre prévenus. C’est pourquoi la
mise en place de stratégies de prévention a I'échelle des populations fournirait un bénéfice
potentiel considérable. Pour cela, il est nécessaire d’identifier les cibles de prévention
primaire et/ou secondaire les mieux adaptées a chaque population par la mesure du niveau
d'exposition de ces populations aux différents facteurs de risque et la mesure de leur impact
dans ces populations.

La contribution des trois SNPs du gene APOE sur le syndrome métabolique défini
selon les critéres du NCEP ATP III, diabéte de type 2, I’hypertension artérielle, et I'obésité a
été évaluée par analyse de régression logistique. Les odds ratios (OR) ajustés pour I'age, le
sexe, l'activité physique et le tabagisme et les intervalles de confiance a 95% (IC) sont

présentés dans les tableaux XXIII a XXV.

I11. 1. Prévalence du syndrome métabolique et des principaux facteurs de risque

cardiovasculaire dans la population oranaise

Au-dela de I’impact du géne de I’APOE sur bilan lipidique, notre étude a également
permis de mesurer la prévalence des facteurs de risque conventionnels de maladie coronaire
dans la population oranaise. Ces données concernant la population oranaise sont présentées
dans le tableau XXII.

Le diabete touche 10.58% de la population. La distribution des prévalences selon le
sexe ne présente aucune différence significative (p=0,39), elle est de 11,57% chez les
hommes et de 9,67% les femmes.

La prévalence de 1’obésité dans la population générale est de 21.19%. Elle touche plus
les femmes (32,52%) que les hommes (8,99%), avec une différence significative dans la
distribution des prévalences entre hommes et femmes (p<0,0001).

La prévalence du syndrome métabolique dans la population oranaise est de 20,03%, la
distribution de cette pathologie est egalement significativement différente entre les deux sexes
(p<0,0001). En effet, elle touche plus de femmes que d’hommes; 25,87% des femmes

présentent un syndrome métabolique tandis que 13,71% des hommes en sont atteints.
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L’hypertension artérielle touche 23.10% de la population d’étude. La pathologie est
présente chez 21,16% des hommes et 19,56% des femmes, la distribution des prévalences

chez les hommes et les femmes ne présente aucune différence significative (p=0,57).

Tableau XXII: prévalence des différents troubles cardio-métaboliques dans la population
ISOR.

Population Hommes Femmes
Totale (756) (363) (393) P
N(%) N(%) N(%)
DT2 80(10,58%)  42(11,57%) 38(9,67%) 0,40
Obésité 167(21,19%)  34(8,99%) 133(32,52%) <0,0001
SM 155(20,03%) 51(13,71%) 104(25,87%) <0,0001
HTA 182(23,10%) 80(21,16%) 80(19,56%) 0,58

DT2: Diabete de type 2, SM : Syndrome métabolique, HTA : Hypertension Artérielle.

I11. 2. Polymorphisme epsilon de ’APOE et risque cardiovasculaire

Aucune association significative n’a ¢été reportée entre les génotypes du
polymorphisme epsilon et les principaux facteurs de risque cardiovasculaires étudiés, avec des

valeurs de p comprises entre 0,04 et 0,92 (Tableau XXIII).

I11. 3. Polymorphisme rs439401 et risque cardio-métabolique

Dans I’étude ISOR, le rs439401 a montré une association significative avec I’HTA.
L'allele T confére un risque élevé d’HTA avec un odds ratio (OR) de 1,46 (IC 95% [1,12-1,9],
p=0,006). Aucunes associations avec l'obésité et le SM n’ont été détectées dans 1’étude ISOR
(tableau XXIV).

111. 4. Polymorphisme rs4420638 et risque cardio-métabolique

L'analyse en régression logistigue a montré que le polymorphisme rs4420638 est

significativement associ¢ a l'obésité dans la population générale. L’alléle G confeére une

protection contre lI'obésité, I’OR obtenu est de 0,48 (IC a 95% [0,29-0,81], p=0,005), (tableau
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XXV). Aucuns effets du polymorphisme rs4420638 sur le DT2, le SM et I’'HTA n’ont été

détectés dans I'étude ISOR.

Les associations décrites pour les rs439401 et rs4420638 sont restees significatives méme

apres ajustement sur le polymorphisme APOE epsilon.

Tableau XXII1: polymorphisme epsilon de I’APOE et risque cardiovasculaire

APOE ¢ ISOR
APOE3 APOE2 APOE4

DT2 455/58 52/6 116/12
Non/oui 1,00 (ref) 0,87 (0,34-2,22) 0,84 (0,42-1,68)
OR(95% IC)
p 0,77 0,63
Obésité 414/111 47120 115/22
Non/oui 1,00 (ref) 1,88 (1,01-3,51) 0,80 (0,48-1,37)
OR(95% IC)
P 0,04 041
SM 424/96 48/18 108/28
Non/oui 1,00 (ref) 1,74 (092-332) 1,29 (0,78-2,14)
OR(95% IC)

0,09 0,33
P
HTA 413/112 54/13 110/27
Non/oui 1,00 (ref) 1,18 (0,63-2,20) 0,97 (0,60-1,59)
OR(95% IC)

0,60 0,92

P

DT2: Diabéte de type 2, SM : Syndrome métabolique, HTA : Hypertension Artérielle.
p ajustés sur I’age, le sexe, 1’activité physique, le statut tabagisme
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Tableau XXIV: polymorphisme rs439401 et risque cardiovasculaire

rs439401 Allele majeur/
Allele ISOR
mineur
Génotypes (N) OR [95% IC] OR" [95% IC]
p i P
DT2 CIT Témoins Cas CTvsCC: 1,47 [1,03-2,09]
CC (254) CC(22) 1,57[0,88-2,79] p=0,03
CT (285) CT (38) p=0,13
TT (95) TT (16) TTvsCC:
2,12[1,02-4,39]
p=0,04
p=10,13
Obésité CIT CC (233) CC(57) CAvsCC: 1,16 [0,89-1,51]
CT (262) CT (74) 1,27(0,84-1,92] p=0,27
TT (89) TT (26) p=0,26
AAvsCC:
1,34[0,76-2,35]
p=0,71 p=0,31
SM CIT CC (228) CC(56) AT vs AA: 1,06[0,80-1,40]
CT (265) CT (65) 1,04[0,68-1,59] p=0,69
TT (90) TT (24) p=0,87
TT vs AA:
1,13[0,64-2,02]
p=0,95 p=0,67
HTA CIT CC (241) CC(49) CTvsCC: 1,46[1,12-1,90]
CT (262) CT (74) 1,46[0,95-2,26] p=0,006
TT (86) TT (29) p=0,09
TTvsCC:
p=0,11 1,90[1,07-3,36]
p=0,03

DT2: Diabeéte de type 2, SM : Syndrome métabolique, HTA : Hypertension Artérielle.

OR ajustés sur 1I’age, le sexe, I’activité physique, le statut tabagisme,
OR* obtenu pour le modéle additif,
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Tableau XXV: polymorphisme rs4420638 de 1’ APOE et risque cardio-métabolique

rs4420638 Alléle

majeur/
Allgle ISOR
mineur
Genotypes (N) OR [95% IC] OR" [95% IC]
P P p
DT2 AIG Témoins Cas AGvs AA: 0,99[0,56-1,75]
AA (515) AA (63) 1,20[0,65-2,22] p=0,98
AG(124) AG(16) p=0,56 '
GG (9) GG (0)
p= 0,56
Obésité A/G AA (463) AA(136) AGvs AA : 0,48[0,29-0,79]
AG(128) AG(21) 0,51[0,30-0,85] ~0.004
GG (10) GG (0) p=0,01 P=5
p= 0,02
SM A/G AA (473)  AA(117) AGvs AA :
AG(118) AG(27) 0,93[0,57-1,53] )
GG (7) GG @) 5=0.78 1,10[0,71-1,70]
GG vs AA: p=0,66
3,19[0,73-13,89]
=0,12
0=0,68 p=0,
HTA A/G AA (469)  AA (254) AG vs AA : 0,73[0,47-1,14]
AG(128) AG(285) 0,56[0,33-0,96] p=0,17
GG (7) GG (95) p=0,03
p=0.09 GG vs AA:
2,24[0,51-9,84]
p=0,29

DT2: Diabéte de type 2, SM : Syndrome métabolique, HTA : Hypertension Artérielle.
OR ajustés sur 1I’age, le sexe, I’activité physique, le statut tabagisme,
OR* obtenu pour le modéle additif,
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Compte tenu du role déterminant de I’APOE dans le métabolisme des lipoprotéines,
nous avons évalué¢ l'effet de différents polymorphismes génétiques de ce gene sur les
concentrations des lipides plasmatiques. En effet, il a été démontré par différents auteurs une
association entre ces polymorphismes et des variations significatives des parameétres du bilan
lipidique. Cependant, les distributions alléliques de ces polymorphismes révelent une trés
grande disparité selon les populations. De plus, leur effet sur le métabolisme des lipides est
sujet a variation, ce qui pourrait étre d0 a leurs interactions avec des facteurs
environnementaux. La population algérienne n’ayant jamais bénéficié, a notre connaissance,
de ce type d’exploration il nous a semblé important de réaliser cette étude d’épidémiologie

génétique.

I. Association du geéne de I’APOE avec les concentrations du bilan lipidique dans la

population Oranaise

I.1. Caractéristiques du bilan lipidique, anthropométrique et biologique dans la

population oranaise

Le bilan lipidique permet d'évaluer les concentrations des différentes fractions
lipidiques présentes dans le sang afin d'évaluer le risque athérogene d'un patient et de prendre
les mesures préventives (habitudes alimentaires, hygiéne de vie) ou thérapeutiques adaptées.
Différents parameétres peuvent étre dosés lors de 1’établissement d’un bilan lipidique, dans la
présente étude, le cholestérol total, le LDL-cholestérol, le HDL-cholestérol, et les
triglycérides ont été systématiquement dosés et le rapport LDL-cholestérol/HDL-cholestérol a
été calculé. Les paramétres anthropométriques, essentiellement les indicateurs d’obésité
(taille, Poids, tour de taille, tour des hanches) ont été mesurés et ont permis de calculer I'IMC
et le rapport tour de taille/tour des hanches. Enfin, les PAS et PAD ont été enregistrées.

Les deux études réalisées a 20 ans d’intervalle, montrent des valeurs de triglycérides
identiques (1,21 mmol/l). Les concentrations de LDL-cholestérol ne présentent pas de
différences significatives entre les études ISOR et ECTOR. Cependant, des différences
significatives ont été enregistrées pour les concentrations de cholestérol total et de HDL-
cholestérol (p<0,001) avec des valeurs supérieures dans 1’é¢tude ISOR.

Le rapport LDL-cholestérol/HDL-cholestérol est different significativement dans les
deux études, la moyenne du rapport a connu une nette diminution dans 1’étude ISOR (2,25) en

comparaison avec I’étude ECTOR (3,04) (p<0,001). Cette variation est due a I’augmentation
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significative de la concentration du HDL-cholestérol. Cette valeur, reste largement en dessous
du seuil pathologique de 3,55 pour lequel le risque athérogene est statistiquement important.

Ainsi, les concentrations de total cholestérol et de HDL-cholestérol ont connu une
augmentation au cours des 20 dernieres années, elles sont significativement plus élevées dans
I’étude ISOR, en comparaison avec I’étude ECTOR (p<0,001). Cependant, le rapport LDL-
cholestérol/HDL-cholestérol a connu une diminution dans I’é¢tude ISOR en comparaison avec
I’étude ECTOR. A ce titre, la population oranaise semble étre actuellement moins exposée au
risque athérogene associé aux concentrations des parameétres lipidiques.

Les valeurs de PAS et PAD enregistrées dans la population de 1’étude ISOR sont
différentes significativement en comparaison avec la population de 1’étude ECTOR (p=0,02 et
p<0,001 respectivement), elles sont inférieures chez les sujets de I’¢tude ISOR. Le lien entre
niveau tensionnel et risque cardiovasculaire est continu, il n’y a pas de seuil individualisé en
dessous duquel le risque peut étre considéré comme nul. Ainsi le risque cardiovasculaire
augmente d’une maniére continue avec I’augmentation de la pression artérielle. La population
oranaise semble ainsi moins exposée au risque li¢ au niveau tensionnel qu’il y a 20 ans.

Les valeurs mesurées des indicateurs d’obésité ont connu une augmentation
significative au cours des vingt derniéres années dans la population Oranaise (p<10™ et
p<0,01 respectivement). En effet, la moyenne de tour de taille est passée de 86,56 cm dans
I’étude ECTOR a 89,11 cm dans I’étude ISOR, de la méme maniére, la moyenne de I’IMC est
passée de 23,51 kg/m? dans 1’étude ECTOR a 24,56 kg/m? dans 1’étude ISOR.

Au sein méme de la population de 1’étude ISOR, des différences significatives ont été
enregistrées entre hommes et femmes dans les paramétres anthropométriques. Les hommes
présentent des valeurs supérieures de tour de taille (p=0,002) et inférieures d’IMC (p<10™)
en comparaison avec les femmes. Des différences significatives ont été enregistrées
également entre les hommes et les femmes de 1’étude ISOR, dans le bilan lipidique et
biologique. En effet, les femmes présentent des valeurs inférieures a celles des hommes de
concentrations de triglycérides (p=0,04) et de glycémie a jeun (p=0,001), de PAS (p=0,01) et
de PAD (p=0,02); et des concentrations supérieures d’insuline a jeun (p<107).

Les concentrations du bilan lipidique sont supérieures dans la population algérienne, a
celles enregistrées dans la population tunisienne (Bahri et al, 2008), mais elles restent
cependant inférieures a celle observées dans les populations caucasiennes (Lopes et al, 2007).
Ceci confirme les résultats publiés précédemment sur la population oranaise et qui ont
également montré que les concentrations plasmatiques des paramétres lipidiques sont

systématiquement inférieures chez les sujets algériens que chez les individus frangais
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(Mediene et al, 1997). Ceci peut s’expliquer par les différences dans le régime alimentaire
entre la population oranaise et les autres populations caucasiennes.

Pour un facteur de risque donné, la fréquence de ce facteur de risque est étroitement

dépendante du seuil retenu pour sa définition. Les seuils classiqguement pris en compte sont
ceux définis par les sociétés savantes sur la base d’études épidémiologiques réalisées dans des
populations de pays industrialisés. Elles s'appuient, le plus souvent, sur les concentrations
plasmatiques absolues de cholestérol total, de LDL-cholestérol et de HDL-cholestérol.
Nos résultats, obtenus dans deux eétudes sur la population algérienne présentent des
concentrations lipidiques inférieures a celles reportées dans les populations caucasiennes, ceci
montre qu’il est difficile de définir des valeurs seuils applicables a toute population, ce qui
souléve le probleme de la pertinence des valeurs seuils sur la population oranaise. Ainsi,
’utilisation des recommandations des sociétés savantes, sans adaptation préalable aux
specificités de la population algérienne, conduirait, a tort, a écarter une grande part de la
population de toute prise en charge d’une dyslipidémie potentiellement athérogéne.

Exprimés en ratios, les effets des variations des concentrations de lipides sont de
meilleurs marqueurs du risque cardiovasculaire que la valeur absolue de ces concentrations. |l
semble donc que ces ratios soient des indicateurs pertinents du risque cardiovasculaire quelle
que soit D’origine ethnique de la population étudiée. Le ratio LDL-cholestérol/HDL-
cholestérol, qui constitue un indice révélateur du risque artériel et surtout coronarien et les
recommandations qui en tiendraient compte, seraient, en revanche, facilement transposable
d'une population a une autre, sans adaptation préalable, ce qui n'est pas le cas des
recommandations actuelles appuyées sur les concentrations plasmatiques absolues des lipides
(Mediene-Benchekor et al, 2001).

1.2. Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme epsilon de ’APOE
dans la population Oranaise

Le polymorphisme epsilon de I’APOE définit par une double substitution en position
112 et 158, est un excellent indicateur génétique de la dyslipidémie a travers le monde. A
I’heure actuelle il est le polymorphisme le plus étudié en association avec les variations du
bilan lipidique.

Les études ECTOR et ISOR présentent des valeurs similaires de fréquences
génotypiques et alléliques. En effet, la fréquence de 1’allele €4 dans la population de 1’étude
ECTOR est de 0,12 ; dans la population de 1’étude ISOR, la fréquence est de 0,10 dans la
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population totale, et de 0,12 chez les hommes. Ces valeurs sont équivalentes a celles
observées dans la population frangaise (Luc et al, 1994), mais sont plus élevées que la
fréquence observee dans les populations grecque (Schiele et al, 2000), espagnole (Gomez-
Coronado et al, 1999), marocaine (Lahlali-Kacemi et al, 2002) et tunisienne (Jemaa et al,
2006). Ces valeurs placent donc 1’Algérie dans la continuité du gradient décroissant de
fréquences de ’allele €4, observé dans la population européenne.

Plusieurs études ont souligné I'hétérogenéité des fréquences alléliques des
polymorphismes de I’APOE dans le monde entier et particulierement le polymorphisme
epsilon (Davignon et al, 1988; Hallman et al, 1991; Liberopoulos et al, 2004; Schiele et al,
2000; Tan et al, 2003; Tiret et al, 1994).

Comparé aux populations Caucasiennes, différentes populations asiatiques ont montré
des fréquences reduites des alleles €2 et €4 (Eto et al, 1986; Evans et al, 1993; Wang et al,
1987). Inversement, les populations d'Europe du Nord ont montré des frequences
remarquablement élevées de l'allele APOE &4 (Ehnholm et al, 1986; Gerdes et al, 1992). Par
conséquent, dans I'némisphére Nord, la fréquence de I'allele €4 suit un gradient Nord du Sud,
allant de plus de 0,20 en Suede et en Finlande a moins de 0,07 en Grece et en Italie. Ce
gradient Nord-Sud décroissant de la fréquence de I'APOE ¢4 est d'un intérét particulier car il
est paralléle aux taux de mortalité par maladie coronarienne (Schiele et al, 2000). En Algérie,
en tant que pays d'Afrique du Nord, la fréquence de l'allele APOE ¢4 est comparable a celle

observée dans les pays du sud de I’Europe.

1.3. Association du polymorphisme epsilon de PAPOE avec les paramétres

anthropométriques, biochimiques et biologiques

L’association entre le polymorphisme epsilon de I’APOE et les parametres
anthropométriques, biochimiques et biologiques a été évaluée a deux reprises dans la
population oranaise, dans 1’¢tude ECTOR puis vingt ans apres, dans 1’é¢tude ISOR. Aucune
association significative n’a été retrouvée entre le polymorphisme epsilon de I’APOE et les
parametres anthropométriques et biologique dans les deux études, le polymorphisme epsilon
semble ne pas avoir d’effet sur les variations de ces paramétres.

Dans I’étude ECTOR, I’allele €2 est associé a des valeurs inférieures de total cholestérol
(p=0,01), de LDL-cholestérol (p=0,006) et de rapport LDL-cholestérol/HDL-cholestérol
(p=0.04), ceci est en accord avec plusieurs études qui ont rapporté I’association de I’all¢le €2

avec des concentrations de total et/ou de LDL-cholestérol plus basses comparées avec les
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homozygotes €3e3. L’alléle €2 exerce ainsi un effet protecteur sur les concentrations des
lipides plasmatiques (Bahri et al, 2008; Barbagallo et al, 2001). Cependant, aucune
association significative n’a été observée entre ’all¢le €4 et les variations de concentrations
du bilan lipidique. Ceci est en accord avec des résultats reportés précédemment lors d’une
étude sur la population de I’ile d’Ustica en Italie sur un échantillon de 576 sujets de la
population générale et qui montrent 1’effet protecteur de I’alléle €2 mais pas 1’effet délétére de
1’all¢le €4 sur les concentrations du bilan lipidique (Bahri et al, 2008; Barbagallo et al, 2001).
Cependant, la plupart des études rapportent a la fois 1’effet protecteur de ’all¢le €2 et ’effet
délétere de I’allele €4 (Hallman et al, 1991; Howard et al, 1998; Xhignesse et al, 1991).
D’autres études n’ont rapporté aucun effet du polymorphisme epsilon de I’APOE sur les
variations du bilan lipidique (Pitsavos et al, 2005).

Dans 1'é¢tude ISOR, et contrairement a I’étude ECTOR, I’effet protecteur de ’all¢le €2
n'est pas retrouvé, il n’est significativement pas associé a des variations des concentrations
des lipidiques plasmatiques (0,06<p< 0,18). Cela est probablement di au trop faible nombre
de porteurs de I’alléle €2 (n=67). Seuls les porteurs de ’alléle €4 ont montré un effet délétére
sur le bilan lipidique et présentent une association significative avec des concentrations plus
élevées de total cholestérol (p=0,009), de LDL-cholestérol (p=0,003) et de ratio LDL-
cholestérol/HDL-cholestérol (p=0,001). L’all¢le €4 est de plus, associé, a des concentrations
plus élevées de triglycérides, comme précédemment observé par Kofler et al dans une étude
réalisee au Royaume-Uni (Kofler et al, 2012). L’isoforme &4 de I’APOE (qui se lie
préférentiellement a VLDL ) peut interférer avec l'activité de la lipase plasmatique ou avec le
systeme d'élimination des triglycérides, ce qui se traduit par une lipolyse ou une clairance
retardée des triglycérides plasmatiques chez les sujets de phénotype 4¢3 (Dallongeville et al,
1992). Par conséquent, nos résultats sont cohérents avec les études antérieures (Hallman et al,
1991; Howard et al, 1998; Wilson et al, 1993; Xhignesse et al, 1991)

Contrairement aux études précédentes dans des populations de différentes ethnies
(Alvim et al, 2010; Kofler et al, 2012; Liang et al, 2013; Medina-Urrutia et al, 2004) mais en
cohérence avec d'autres études chez des sujets tunisiens (Bahri et al, 2008; Jemaa et al, 2006),
nous n'avons détecté, aucune association significative entre le polymorphisme epsilon APOE
et les concentrations de HDL-cholestérol, dans I’étude ISOR. D'autres études sur des
échantillons de la population algérienne sont donc nécessaires pour conclure.

En analysant les hommes et les femmes séparément dans la population de 1’étude
ISOR, on remarque que les effets observés sur le total-cholestérol, LDL-cholestérol et le ratio

LDL-cholestérol/HDL-cholestérol sont portés exclusivement par les hommes. Cependant,

98



Travaux personnels Discussion

I’effet observé sur les concentrations de triglycérides est porté par les femmes, ceci est en
accord avec des résultats rapportés par Shin et al sur la population coréenne, ou I’all¢le €4 est
associe a des concentration élevées de triglycérides uniqguement chez les femmes (Shin et al,
2005).

Le polymorphisme epsilon semble donc exercer des effets différents dans les deux

populations d’étude.

1. Analyses d’interaction

Les analyses d’interaction entre le polymorphisme étudié, et la population d’étude
montrent des valeurs de p comprises entre 0,06 et 0,77 pour les parametres lipidiques, ce qui
suggere que le polymorphisme epsilon exerce le méme effet sur les parametres lipidiques
dans les deux études (ECTOR et ISOR).

Le fait que seul I’effet protecteur de 1’alléle €2 soit observé dans la population de
I’é¢tude ECTOR, et I’effet délétére de 1’alléle €4 dans la population de 1’étude ISOR peut
s’expliquer par le changement du mode de vie, essentiellement le changement des habitudes
alimentaires que 1’Algérie a connu ces derniéres années. En effet, un apport de plus en plus
important de lipides dans 1’alimentation a été constaté. Selon Karamanos et al, les acides gras
représentent actuellement 34,5% de I’apport énergétique journalier en Algérie, cette valeur
atteint 35,2% en milieu urbain (Karamanos et al, 2002) ce qui dépasse les recommandations
de ’OMS (15-30%) et de la DNSG (Diabetes and Nutrition Study Group of the EASD)
(<30%).

La sédentarisation de la population due notamment a I’amélioration des moyens de transport
peut également expliquer nos résultats. Ces hypotheses sont confortées par les valeurs des
indicateurs d’obésité obtenues dans les deux études. En effet, dans 1’étude ISOR une
augmentation significative des valeurs de poids (p=0,003), de tour de taille (p<0,001), et de
rapport taille/hanches (p=0,006) est enregistrée en comparaison avec 1’étude ECTOR.
L’augmentation la plus importante concerne la valeur de tour de taille, révélatrice de 1’obésité
abdominale, et dont le tissu adipeux viscéral exerce un réle important dans le maintien de
I’homéostasie glucidique et lipidique par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires qui
contribuent notamment a I’insulinorésistance.

A la lumiere de ces résultats et en tenant compte des hypothéses précédentes, on peut dire que

I’effet délétere de l’allele €4 dans la population oranaise s’est exprimé en présence d’un
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régime alimentaire riche en acide gras, qui a également contribué a 1I’évolution des indicateurs
de I’obésité.

L’effet du régime alimentaire a ét¢ précédemment décrit par Cobbaert et al, qui a analysé
I’interaction du polymorphisme epsilon de I’APOE entre des échantillons de populations de
deux régions de Belgique, avec des apports nutritionnels en acides gras différents. Un effet
significativement différent du polymorphisme epsilon sur les variations de concentrations de
cholestérol entre les deux régions a été retrouve, indiquant que ’effet du polymorphisme
epsilon de ’APOE serait modulé par les différents environnements (Cobbaert & Mulder,
1998).

Les analyses d’interaction montrent que le polymorphisme epsilon de ’APOE exerce des
effets différents sur la PAD dans les deux études (p<0,01 pour I’all¢le €4). En effet, une
différence significative dans la distribution des moyennes des PAD est enregistrée entre les
deux études ECTOR et ISOR (p=0,02). Cependant, les analyses d’association n’ont montré
aucune association significative entres les alléles de 1’epsilon et les variations de PAD dans
les deux études, sachant que le polymorphisme de I’APOE n’intervient pas directement dans
la régulation de la pression artérielle. L’effet peut étre dii aux variations des concentrations de
LDL-cholestérol, car il a été démontré que les concentrations de LDL-cholestérol peuvent
altérer la relaxation vasculaire endothélium-dépendante chez des sujets présentant une
hypertension essentielle (Panza et al, 1990). De maniere générale, la distribution homogene
des génotypes entre les deux échantillons, exclut la possibilité d’un effet attribué a une

différence de distribution des génotypes.

I11.  Association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 de I’APOE et les

concentrations des lipides plasmatiques.
I11.1. Fréquences des alleles des polymorphismes rs439401 et rs4420638

La fréquence de I'allele mineur du SNP rs439401 (situé dans le cluster APOE/APOC1)

est de 0,38 dans I'étude ISOR. Des fréquences similaires ont été rapportées dans la littérature
et varient de 0,33 a 0,36 (Kring et al, 2010; Teslovich et al, 2010).
En ce qui concerne le SNP rs4420638 (situé a 14 kb en aval du locus de I'APOE dans le gene
adjacent APOC1), la frequence de l'allele mineur (0,11) est nettement plus faible que la valeur
observée dans des populations européennes (0.17) (Barber et al, 2010; Teslovich et al, 2010;
Willer et al, 2009).
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I11.2. Etudes d’association entre les polymorphismes rs439401 et rs4420638 et les
concentrations du bilan lipidique

Dans 1’é¢tude ISOR, nous avons trouvé une association significative entre le SNP
rs439401 et les concentrations de triglycérides. Cette association a déja été observée dans des
études de type GWAS sur des populations européennes (Aulchenko et al, 2009; Teslovich et
al, 2010). Cependant, cette association a disparu apres ajustement supplémentaire sur le
polymorphisme epsilon APOE, ce qui suggere que l'effet de rs439401 était porté par le
polymorphisme epsilon lui-méme.

Le rs4420638 qui a été associé a des variation de concentration de triglycérides, de
total Cholestérol et de LDL-cholestérol lors de précédentes études sur les populations
européennes (Pendergrass et al, 2013), ne présente aucune association significative avec les
parametres étudiés dans notre population. Ces résultats contrastés, pourrait s'expliquer par les
différences dans la structure de DL du rs4420638 avec le polymorphisme epsilon APOE entre
les populations algérienne et européenne: D'=0 et 16 avec rs7412 et rs429358, respectivement
dans I'étude ISOR contre D' = 66 et - 69 avec rs7412 et rs429358, respectivement dans le
pannel EUR de la base de données 1000 Génomes (http://browser.1000genomes.orq,

Décembre 2012). Par conséquent, I'effet du SNP rs4420638 pourrait étre principalement di au
polymorphisme epsilon dans les échantillons européens, mais indépendant dans I'étude ISOR.
Ce résultat doit étre analysé dans d'autres populations d'Afrique du Nord. L’analyse

hommes/femmes ne montre aucune association supplémentaire.

111.3. Analyse Haplotypique

L'analyse des haplotypes a été effectuée afin de mieux comprendre les informations
fournies par I'analyse individuelle des SNPs. Cette analyse a montré qu'en ce qui concerne les
concentrations de LDL-cholestérol (ou de cholestérol total), le polymorphisme rs4420638
pourrait contrebalancer l'effet délétere de l'allele epsilon 4, et que le meilleur modeéle
haplotypique inclus les polymorphismes epsilon et rs4420638 dans I'étude ISOR.

Nous concluons que, malgré les différences entre les populations (en termes de
caractéristiques des sujets, la fréquence des alléles mineurs et les déséquilibres de liaison des
SNPs), I'impact de 1'allele €4 sur le profil lipidique plasmatique est similaire dans toutes les
populations. Il est a noter que l'alléle A du rs4420638 peut exercer un effet protecteur dans les

populations d'Afrique du Nord indépendamment du polymorphisme epsilon de ’APOE. Afin
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de confirmer ces hypothéses, des réplications de ces travaux dans des études plus vastes, avec
des effectifs plus importants sont nécessaires.

IV.  Association du géne de ’APOE avec le risque cardiovasculaire et prévalence
des principaux facteurs de risque cardiovasculaire dans la population

Oranaise

IV.1. Prévalence du syndrome métabolique

La prévalence du syndrome métabolique selon la définition du NCEP ATPIII est de
20,03% chez les sujets 1’étude ISOR. En Algérie, peu de données sont disponibles quant a la
prévalence de ce syndrome. Des études antérieures sur la population algérienne ont enregistré
une prévalence de 17,4%, dans la population de Tlemcen (Yahia-Berrouiguet et al, 2009) et
de 26,33% dans I’é¢tude TAHINA (TAHINA, Novembre 2007). Au Maghreb, la prévalence
du syndrome métabolique est de 28,35% chez les tunisiens (Belfki et al, 2013) et 18% chez
les marocains (Rostom et al, 2013). En Europe, la prévalence du syndrome métabolique
connait une grande disparité selon la région et selon la définition. En France, elle varie entre
15% et 25% dans la population adulte (Meirhaeghe et al, 2005), et elle est de 23% dans la
population des Etats Unis d’ Amérique (Robitaille, 1994)

Les résultats obtenus dans notre population montrent que la prévalence du syndrome
métabolique est plus élevée chez les femmes que chez les hommes (25,87% contre 13,71%-
p<0,001), ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus précédemment sur les
populations maghrébines et qui montrent également une prévalence plus élevée chez les
femmes, (32,7% vs 17,37%) chez les algériens, et (36,1% vs 20,6%) chez les tunisiens (Belfki
etal, 2013; TAHINA, Novembre 2007).

Une étude regroupant 12 cohortes de 10 pays européens, montre une prévalence de
24,3%, ou le syndrome métabolique est présent chez 23,9% des hommes et 24,6% des
femmes (p<0,001) (Scuteri et al, 2014)

Nos résultats comme ceux de I’étude TAHINA montrent, que la prévalence du
syndrome meétabolique en Algérie se situe dans un gradient décroissant d’Est en Ouest, allant

de 28,35% chez les Tunisiens a 18% chez les Marocains.
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IV.2. Prévalence du Diabéte de type 2

Le diabéte touche 10,58% des sujets de 1’étude ISOR, cette prévalence est inférieure a
celle enregistrée par Bouki Hacéne et al dans une population de 1’Ouest Algeérien (16,4%)
(Boukli Hacene & Meguenni, 2007). Une étude précédente réalisée sur 7656 individus issus
de la régions de Tlemcen dans I’extréme ouest algérien montre une prévalence de 10,5% et ou
les hommes semblent plus touchés que les femmes (15,8% vs 7,5%), avec une prévalence
plus élevée en milieu urbain (Zaoui et al, 2007). La prévalence du diabéte Algérie n’a cessé
d’augmenter ces vingt dernieres années: 2,1% a Alger en 1992 (Bezzaoucha et al 1992), 6%
en 1994 dans I’étude ECTOR, 8,7% en 1995 (Kemali et al 1995) et 8,2 % au Sud-Est du pays
en 2001 (Malek et al 2001). Nos résultats se rapprochent de ceux observés dans certains pays
arabes comme le Qatar, 9,4%, Koweit, 8,0% (Asfour et al, 1995), Egypte, 13,5% (Herman et
al, 1995), dépassent les prévalences du Maroc, 6,6% (Tazi et al, 2003), mais restent en

dessous des résultats observés en Tunisie, 15,1% (Ben Romdhane et al, 2014)

IV.3. Prévalence de I’hypertension artérielle

Dans 1’étude ISOR, I’hypertension artérielle touche 23,10% des sujets. Cette
prévalence est inférieure a celles retrouvées dans d’autres études sur la population algérienne.
En effet, la prévalence de I’hypertension dans la population Oranaise en 1994, était de 40,5%
dans I’étude ECTOR. Boukli Hacene et al rapportent une prévalence de 32,7% dans une étude
menée sur un échantillon de la population de Tlemcen (Boukli Hacene & Meguenni, 2007).
Une étude menée sur un échantillon de population du Sahara algérien montre une prévalence
de 44%, avec des différences selon le sexe et la couleur de peau (Temmar et al., 2007).
Cependant, nos résultats montrent une prévalence supérieure a celle enregistrée dans 1’étude
STEPS Algérie et qui montre une prévalence dans la population générale de 10,8% (STEPS
Mostaganem, 2003).

En général, la prévalence de I’hypertension artérielle varie dans les populations arabes, de
18% en Jordanie, 33,6% au Maroc pour atteindre 79,8% en Syrie (Tailakh et al, 2014; Tazi et
al, 2003)

IV.4. Prévalence de ’obésité

La prévalence de 1’obésité est de 21.19% dans la population de 1’étude ISOR, elle est

significativement plus élevée chez les femmes (32,52%) que chez les hommes (8,99%)
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(p<0,0001). Ces résultats sont en accord avec ceux d’études précédentes sur la population de
I’Ouest Algerien, en effet, Boukli Hacene et al rapportent une prévalence de 19,2% de
I’obésité dans la population de Tlemcen (27,9% pour les femmes et 10,5% pour les hommes).
L’enquéte STEPS et, plusieurs études tunisiennes rapportent également des différences
significatives selon le sexe (BenAlaya et al, 2002; Bonita et al, 2001). Les résultats de 1’étude
ECTOR sur des hommes de la population oranaise des années 90 rapportent une prévalence
de 6%, on peut remarquer que la prévalence de 1’obésité a augmenté durant la derniere
décennie dans la population masculine oranaise.

En Europe la prévalence de 1’obésité varie de 5,1% a 32,4%, elle suit un gradient
Ouest/Est/Sud (Berghoefer et al, 2008). Au Maghreb, cette prévalence semble suivre un
gradient décroissant Est/Ouest allant de 29,6% en Tunisie (Atek et al, 2013), a 14,9% au
Maroc (El Rhazi et al, 2011), en passant par 1’ Algérie (21,9%).

IV.5. Association des polymorphismes du géne de I’APOE avec le risque

cardiovasculaire

La prévalence des différents facteurs de risque cardiovasculaire a connu une
diminution en Europe, grace aux politiques de prévention menée en santé publique.
Cependant, ces facteurs de risque sont en nette augmentation en Algérie et dans les pays en
développement et sont considérés comme un probleme majeur de santé publique. Le role de
I'’APOE comme régulateur du métabolisme des lipides, évoque la possibilité que la variabilité
génétique de ce gene puisse étre un facteur de risque pour le développement de troubles
métaboliques. En effet, nous avons décrit précédemment une association entre le gene APOE
et la dyslipidémie dans la population Algérienne, puis nous avons examiné I’association entre
les polymorphismes du gene APOE (epsilon, rs439401 et rs4420638) et le risque de syndrome
métabolique, de diabéte de type 2, d’hypertension et d’obésité dans 1I’étude ISOR.

Dans cette étude, nous n'avons trouveé aucune association entre les trois
polymorphismes du géne APOE et le syndrome métabolique dans la population algérienne.
Cependant, certains facteurs de risque cardiovasculaire étaient significativement associés avec
les génotypes des polymorphismes du gene de I’APOE.

Les résultats de la régression logistique ont montré que 1'allele €2 augmente le risque
d'obésité de 88% OR=1,88 (IC 95% [1,01- 3,51], p= 0,43) dans I’étude ISOR. Des résultats
similaires ont été observé dans une étude dans la population de la minorité rom de la Croatie
(Zeljko et al, 2011).
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Il est possible que les interactions géne-nutrition soient responsables de I'association
observée entre 1’allele €2 et l'obésité. En effet, les changements des habitudes alimentaires
opérés durant cette derniére décennie, seraient responsables de 1’augmentation de la

prévalence de 1’obésité, en interaction avec 1’all¢le €2 (Boer et al, 1997; Talmud, 2007).

Les polymorphismes rs439401 et rs4420638 ont été associés lors d’études de type
GWAS a des variations dans les concentrations des lipides plasmatiques, mais peu d’études se
sont intéressées a analyser 1’impact de ces polymorphismes sur les traits métaboliques et
cardiovasculaires.

Nos résultats sur la population Oranaise rapportent, pour la premicre fois, que 1’alléle
T du polymorphisme rs439401 augmente le risque de diabete de type2 (OR 1,47, 95% IC
[1,03-2,09] p=0,03) et d’hypertension artérielle (OR 1,46, 95% IC [1,12-1,90] p=0,006).
Aucun résultat similaire n’a été reporté. On retrouve dans la littérature que l’allele T du
rs439401, est significativement associ¢ a des variations d’IMC, de concentration d’insuline,
de tour de taille et de concentration de triglycérides. Le génotype TT est positivement associé
a une augmentation dans les valeurs de ces parametres uniquement chez des individus
psychologiquement stressés (Kring et al., 2011). Nos résultats sont peut-étre révélateurs d’un
état de stress de la population, résultant des changements opérés dans la population algérienne
durant les deux derniéres décennies, particulierement avec la crise de sécurité qu’a connu le
pays. Ces hypothéses nécessitent des investigations sur un échantillon plus large et dans
lequel, le niveau de stress doit étre mesuré avec précision.

L’alleéle G du rs4420638 semble conférer un effet protecteur contre 1’obésité (OR 0,48, 95%
IC [0,29-0,79] p=0,004), la encore aucune étude ne s’est intéressée a mesurer 1’association
entre le polymorphisme rs4420638 et 1’obésité.

Le fait que le rs4420638 soit en faible désequilibre de liaison avec le polymorphisme
epsilon dans notre population, confere a celle-ci un avantage sur les populations européennes,
ou ces deux polymorphismes sont en fort déséquilibre de liaison. Ainsi, I’étude de 1’impact du
rs4420638 serait indépendante de D’effet du polymorphisme epsilon, ce qui rend notre
population trés intéressante d’un point de vue génétique pour les analyses d’association

impliquant le polymorphisme rs4420638.
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En conclusion, durant ces travaux de these nous avons pu déterminer les
caractéristiques genérales de la population Oranaise, en matiére de bilan lipidique et
biochimique, biologique et anthropométrique Ces résultats ont permis de constater que le
bilan lipidique a évolué favorablement alors que les indicateurs de 1’obésité ont augmenté
durant les vingt derniéres annees reflétant ainsi les changements opérés dans le mode de vie
des Algériens, notamment en alimentation, devenue de plus en plus riche en acides gras, mais
aussi une sédentarisation de la population, due a I’amélioration des moyens de transport. Nous
avons également déterminé les prévalences du syndrome métabolique et des principaux
troubles cardiovasculaires dans la population algérienne.

Par la suite, nous avons caractérisé les trois polymorphismes du gene de I’ APOE, pour
la premiere fois dans la population algérienne, et analysé I’impact de ces trois
polymorphismes sur les parameétres du bilan lipidique ainsi que sur le syndrome métabolique
et le risque cardiovasculaire. Les études de liaison indiquent que la population algérienne est
différente des populations caucasiennes sur le plan génétique, en matiére de déséquilibre de
liaison entre les polymorphismes de I’APOE.

Aprés avoir réalisé les études d’association nous avons pu confirmer que 1’effet du
polymorphisme epsilon de I’APOE reste le méme quelle que soit la population, mais qu’il
peut étre sujet aux variations environnementales, notamment 1’alimentation. De plus, les
variations observées des concentrations du bilan lipidique sont dues essentiellement au
polymorphisme epsilon.

Les résultats de la régression logistique ont permis ensuite de constater que le rs439401
constituait un facteur de risque génétique a la survenue de I’obésité et I’hypertension artérielle
dans la population algérienne, alors que le rs4420638 présentait un effet protecteur sur
I’obésité dans la population Oranaise.

Notre étude représente la premiere étude de ce genre a explorer ’effet de ces trois
polymorphismes simultanément, ainsi nous avons pu rapporter et pour la premiere fois, que
I’allele G du rs4420638 pouvait contrebalancer D'effet délétére de 1’allele €4 sur les
concentrations de LDL-cholestérol. Ces résultats restent a confirmer sur d’autres échantillons
de la population algérienne.

Les résultats de cette étude devraient permettre dans le futur une meilleure prévention
de la dyslipidémie, du syndrome métabolique et des maladies cardiovasculaires, grace a une
prise en charge précoce, personnalisée et ainsi, mieux adaptée.

Hormis les acquis sur le plan scientifique, cette étude nous a permis sur le plan

technique d’acquérir des compétences dans le domaine de I’épidémiologie génétique, ces
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connaissances pourraient toutefois étre exploitées lors d’études futures, sur d’autres

pathologies et/ou d’autres populations.
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Abstract

Bac kground: The importance of apolipopratein E (APOE) in lipd and lipoprotein metabolism s well established.
However, the impact of APOE polymorphisms has never been investigated in an Algerian population. This study
assessed, for the fist time, the relationships between three ARDE polymorphisms (epsilon, ree39401, rs4420638) and
plasma lipid concentrations in a general population sample from Algeria,

Methods: The association analysis was performed In the ISOR study, 2 representative sample of the population
liviney i Oran (787 subjects aged between 30 and &84). Polymorphisms were considered both individually and as
haplotypes.

Results: In the 50R sample, ARODE &2 allele carrers had higher plasma trighceride (p=0.0002), total cholesteral
(p=000% and LDL-cholesterol (p=0003) levels than £3 allele camiers. Mo significant associations wene detected for
the 4420638 and rs239401 SNPs. Linkage disequilibrivm and haplatype analyses confimmed the respectively
deletenous and protective impacts of the & and £2 alleles on LDLcholesterol levels and showed that the G allele
af the 4420638 polymomphism may exert a protective effect on LDL-cholesterol levels in subjects bearing the
APOFE epsilon 4 alele.

Concluston: Our results showed that ()} the AROE epsilon polymorphism has the expected Impact on the plasma lipid
profile and (i) the 4420638 G allele may counterbalance the deleterious effect of the &2 allele on LDL-cholesteral
levels inan Adgerian population.

Keywords: APOE, Polyrmarphism, Algerian population, Lipid parameters, Cardiovascular risk, General population sample,
Morth Africa

Background

Dyslipidemia (defined by elevated levels of fasting and
post-prandial plasma triglyceride-rich lipoproteins, ab-
normally low high-density lipoprotein (HDL) levels and
elevated low-density lipoprotein (LDL) concentrations)
is associated with atherosclerosis and coronary heart dis-
ease (CHD) [1.2]. Coronary artery disease is a major
cause of morbidity and mortality in both industrialized
countries and developing countries, such as Algeria [34].
It has been estimated that there were 7.3 million deaths
worldwide from ischemic heart disease in 2008 (12.4% of
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all mortality). Furthermore, it is predicted that CHIY will
still be the leading cause of death in 2020 [56].
Commonly studied intermediate traits associated with
CHD include levels of cholesteral (total choles-
terol, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol), body mass
index (BMI) and blood pressure. These traits are influ-
enced by a combination of genetic [7] and environmental
factors (such as diet, aloohol and physical activity) [8-10].
The results of several meta-analyses have firmly estab-
lished that the apolipoprotein E [APOE) epsilon poly-
morphism (defined by the rs7412 and rs429358 single
nucleotide polymorphisms (SNPs)) is a genetic risk fac-
tor for CHD [11-14]. Indeed, APOE has an important
role in the metabolism of lipoproteins and is a ligand for
LDL-cholesterol and APOE receptors [15]. The epsilon
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polymorphism in the APOE gene leads to the generation
of APOE2, APOE3 and APOE4 isoforms, which are
coded by three codominant alleles (designated as €2, €3
and £4) The three isoforms differ by an amino acid
substitution at position 112 or position 158 in the 2949-
aming-acid peptide chain [16]. The isoforms interact
differently with specific lipoprotein receptors and thus
influence plasma cholesterol concentrations [17). The
APOE £4 allele is associated with higher total and LDL-
cholesterol levels and a higher risk of CHD, whereas the
APOE g2 allele is associated with the opposite (Le protective)
dfects in Cauwmsian populations [18-21].

Furthermore, two other APOE polymorphisms have been
found to display assodations with various metabalic traits.
Firstly, the rs43%401 SMNP was associated with higher
plasma triglyceride and lower plasma HDL-cholesterol
concentrations in a meta-analysis of genome-wide as-
sociation studies (GWAS) in 16 European cohorts [22].
Secondly, the rs4420638 SNP is reportedly associated
with lower plasma HDL-cholesterol levels, higher total
cholesterol and LDL-cholesterol levels and higher total
cholesterolf HDL-cholesteral and LD L-cholesterol/ HDL-
cholesterol ratios [14,23-25].

Very few studies have investigated putative associa-
tions between the APOE epsilon polymorphism and
plasma lipid levels in North African populations. Indeed,
only two studies (in Moroccan and Tunisian popula-
tions) reported that the APOE e4 allele is associated with
higher plasma concentrations of total cholesterol and
LDL-cholesterol, whereas the APOE €2 allele shows the
opposite association [36-28]. However, no data for the
r=439401 and rs4420638 polymorphisms in these popu-
lations are available.

To the best of our knowledge, the relationship be-
tween APOE polymorphisms and plasma lipid and lipo-
protein concentrations in an Algerian population has
never previously been studied. We therefore decided to
assess the relationships between APOE epsilon, rs439401
and rs4420638 polymorphsms and plasma lipid concen-
trations in a population sample from the city of Cran in
north-west Algeria, the ISOR study.

Results

Genotype and allele distributions

The allde and genotype distributions of the APOE pobymor-
phisms are presented in Table 1. There was no evidence of
signifimnt deviation from Hardy-‘Weinberg equilbrium in

Linkage disequilibrium

We evaluated the linkage disequilibrium (LD} between
the APOE epsilon (rs429358 and rs7412), rs439401 and
r=4420638 polymorphisms (Figure 1). The rs43%401 and
r=20638 SMNPs were not in LD with the APOE epsilon

Page 2 of &
Table 1 Genotype distributions of the APOE
polymorphisms in the ISOR study
Polymorphi sm n %)
Epsilon e
£2/82 3 4
£/ &4 an
2/ 3 4
£3/53 525 |
3/ 124 1165)
4/ 13 18
Tt 32
oy oo7
Alsla
£2 73 S
£3 1238 18456
&4 153 V104
EAT 301 Gty
oC 288 330
C1 335 1445 4
L 15 V156
Tt 738
ey 028
Alsla
C 911 1617
1 555 1383
54420638 Genatype
AA 596 1789
Al 149 V198
Gl 10 113
Tota 753
oY 084
Alele
A 1341 a8
G 169 mna
HH¥W- Hardy-Wiein berg equilibmum.

polymorphism (r*«0.18). So the analysis of all polymor-
phisms was investigated.

Association studies

The various associations between the three APOE poly-
morphisms and the anthropometric phenotypes (weight,
waist and hip circumferences and BMI), biochemical
phenotypes (glucose, insulin, fasting plasma triglyceride,
total cholesterol, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol
levels) and clinical phenotypes (SBP and DBEF) were
assessed (Tables 2-3)
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rs7412
rs439401
rs4 420638
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FRgure 1 Relative postion in the APOE locus and LD values
0" in black and white, r* values) of the SNPs. 245 with the
Fighast haved of I are showe in black and those with the lowes

eved of [¥ are shown in white. r valees are indicated in the squares.

Page 3 of 8

The APOE epsilon polymorphism

Mo significant association could be detected when com-
paring £2 allele carriers with £3 allele carriers (Table 2).
In contrast, &4 allele carriers had significantly higher
mean plasma triglyceride (p=0.0002), mean plasma total
cholesterol (p=01009), mean LDL-cholesterol (p=0.003)
levels and LDL-cholesterol/HDL-cholesterol ratio (p=0.001)
than 3 allele carries did (Table 2).

The rs4420638 and rs439401 polymorphisms

Mo significant associations were detected for the m4420638
SNP in the [50R study (Table 3). In contrast, the T allele of
r4359401 was significantly assodated with lower plsma tri-
glyceride levels (p=0005) (Table 3). This assodation disap-
peared after further adjustment for the APOE epsilon
polymorphism (p=025).

Gene-environment analyses

As gender, menopausal status in women and lipid-lowering
drugs use may significantly impact plasma lipid levels, we
took into account these confounders and investigated asso-
ciations between the APOE polymorphisms and plsma
lipids, in men and women separately and in the non-
menopausal women group. All previously described associ-
ations were replicated in each group, meaning that gender

Table 2 Association between the APOE epsilon polymorphism and anthropometric, biodhemical and dinical

parameters in the I50R study

£262+£2€3 £33 £3ed+eded g g
n &7 522 137
Wesight gl 76+ 175 710+ 142 M7+ 136 005 08
Wit o) 234 + 133 HE+ 125 A+ 1186 033 a1
Hip fom) 18O+ 1056 1M 5+ 97 10+ 93 15 08
Bl i) 73+ 63 ¥ +5] 5+ 45 002 042
Weist-Torhip @il 087 + (08 186 + 009 187 + 008 093 071
Fasting ghucose {mmokL* 498 + 178 S04 + 130 520+ 153 033 035
Farstiing insulin Ll )* 418 + A5 745 + 548 265 + 831 076 035
Taghyoeades immaoli) 134 + 078 1049 + 044 124 + 048 010 0.0002
Teral chodestemd fmmold 425 + 095 441 + 086 453 + 101 010 0009
HOL-cholesteral fmmoli)t 127 £ 034 126 + 030 122 + 032 A0 006
L chodesiend fmmold) 247 + 085 264 + 082 283 + 105 006 0,003
L cholesmad ML -chalestenol ratio’ 214+ 107 225 + 100 255+ 133 018 0001
S fmmbgl™ 136+ 163 1306 + 148 1327+ 178 095 13
D (i) T 755+ 23 M6+ 98 B3I+ 111 83 038

[ty are expeessed 2 the mean + 50 S8F gywinlic biood pressure; DBF- diastolic biood pressume.
1 sadues wem adpusied for age, gender, smoking st and phys il acreity for anhopometsc vanabies
poabues wem adpusied for 2ge, gendes, A1, smoking status and physical adrety fior biological and eochemical vamabies.

- p walies obtained when comparing e2e2+e2e3 sub with £33 5
P parng pects

- p values obtained when comparng ciodrotcd b with g3ed s
B parng ks

*subjects treated for dizbetes wee exchuded in=54)_
Toubjects trested wrth Imsd-dowermg drugs wene seciided in=s]
M oubgects treated far hypertensan were excuded in-23L
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Table 3 Association between the APOE rs439401 and rs44 20638 SNPs and anthropometric, biochemical and clinical

parameters in the ISOR study

rsA30401 544 20638
cC T g 5 AA AG GG g g

n 288 335 115 % 143 10
Wesght gl Fl6+145 715+150 7B+ 136 087 088 717 +149 634 +134 &77+59 O 0
Wit fom) BR1+126 E77+122 &A+124 083 065 BA0+125 847 +£119 835+ 112 Q11 QW
Hip fom) @2 +100 1@0+1000 1013+9]1 056 045 1@2+99 1008+93 970+62 004 Q0
B fim”) X0+52 HI+5]  260+49 065 0P 26I+ 57 I54+46  J45+29 005 008
Weaist-To-hip @iio 0B6+008 086+010 086+ 008 083 0% 086+008 08 +011 086 +011 09 054
Fasting ghscose (mmolL)* S04+ 120 510+152 506+ 114 089 043 SE+12 50 +160 SE Q0 Q18 034
Fasting insauin aLlimd)* ANZ+609 AST+653 758t 5A2 0F2 07 BV +562 875 +AM 661 +289 031 058
Taghyoesdes immoli) 120+051  114+050 L7+ 047 0005 025 114+049 119 +055 121 +041 005 083
Todtal choleseal immoli) 450+ 100 4@ +086 A/ 0E 014 047 4 090 48 +08 4511107 0 042
HOL-chodestencd fmmolL) 1244031 1%+033 1F+0F 029 041 125+030 137 +£034 117 +0M 05 05
LD -chodesend fmmeld)™ F4+097  L6+082 258+ 0E@ 011 031 269+ 087 264 +08 273 088 0% 03X
LD choleserdHDL-chaesterol ratio”  239+115  238+212 217+ 08 031 Q19 237 +17% 235+ 1@ 235 +05% 065 009
S immbgl™ 1214+ 164 1209+ 148 1211+151 066 04 1209+ 143 1210+ 176 1281 £ 133 036 05
D& {mmig) FEA+ 101 7SS+ A7 TAA+AS 014 009 TFEF+ 90 FAF £100 7RI 122 05 053

[ty are expeessed 2 the mean + S0 58P sysiolic biood pressure, D8P dizstolic biood pressum.
o' p vaues were adusied for age, gender, smoking siatus and physial actvity for anthmpometnc varebles p values were adpsted for age, gender, BV,

smaling s and physial artivity for hiolsgial and biochemical vartahies
- 2 ahowe and additionally for AMOE epsilon st

*subjects treated for dizbetes weee eciuded in=54_

Tsubjects treted with lipid-Sowering drugs were exciuded (n=35]

oubjects treated for hypertension were exduded in=891

and menopausal status had no notable influence on the
present associations (data not shown).

Haplotype analysis

We explored the haplotype effects of the APOE epsilon
(rs429358 and rs7412) and the rs439401 and rs4420638
SHPs on plasma LDL-cholesterol levels. First, we se-
lected the most informative haplotype configuration.
The best haplotype model included the APOE epsilon
and the rs4420638 polymorphisms (p=0.002, with 4 d£).
We then performed haplotype analysis (using Thesias [29])
for the APOE epsion and rs4420638. Fve haplotypes were
inferred (34, £36G, s4A, £45 and £2A) (Table 4). The test
for an overall haplotype effedt was signifimnt (p=0002).

When compared with the most frequent (reference) e3A
haplotype, the e4A haplotype was assodated with higher
LDL-cholesterol levels (A [95% Cl=+0.35 [0.18 — 0.51]
mmiol/L, p=0.0001), whereas the £2A haplotype was asso-
ciated with lower LDL-cholesterol levels (A [95% CI)=-0.20
[[041 — -0:01] mmol/L, p=0105), mnofirming the respect-
ivdly deleterious and protective impacts of the et and €2
alleles. The 3G haplotype was associated with similar
LDL-cholesterol levels (A [95% confidence interval
(CD]=002 [-017 — +0.21] mmol/L, p=074) compared
with carriers of the £3A haplotype; this result suggests that
the rsd420638 G alele does not have an effect in an £3
background. Interestingly and contrarily to what we ob-
served for the e2A haplotype the £4G haplotype was not
associated with higher LDL-cholesterol levels, relative to

Table 4 Effect of the APOE haplotypes on plasma LDLcholesterol levels in the ISOR study

Haplotypes
rsA29358/ AT 2/ r b4 20638 £/l 206EE Frequency Haplotype effect [95% C1] (mmol /L) o
TCA £34 0784 mizrance -
TCG 30 061 002 [007 —021] 074
OCA 44 OS54 035 118 — s1] LHEr i ]
000G £z ROS1 —0u5 FR27 — 017 a1
A E£2A ROS0 —020 (041 — A0 LT

Polymomphisms 2 ordered acoonding to their position in the genomic ssquence.
Values 2 the difference in means [95% O] when compesed with the £23A refese noe haplotype (mean [25% =133 129 — 137 ] mmold] wing Thesias softaare.
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the reference £3A haplotype (A [95% C1]=-005 [-027 —
-0.17] mmol/L, p=0.81). Hence, the G allele of the
rs4420638 SNP may have counterbalanced the dele-
terious effect of the £4 allele.

Similar haplotype results were obtained for plasma
total cholesterol levels (data not shown ).

Discussion

The importance of APOE in lipid and lipoprotein me-
tabolism is well established. However the impact of
APOE polymorphisms has never been investigated in an
Algerian population. 5o in this study, we assessed the re-
lationship between three APOE polymorphisms (epsilon,
rs339400 and rs4420638) and metholic trait variations
in a population from Cran, Algeria, the ISOR study. To
the best of our knowledge, this was the first study to
characterize associations of the three above-mentioned
APOE gene polymorphisms with anthropometric, bicchem-
ical and clinical parameters in an Algerian population.

The frequency of the 4 allele in Europe parallels the
incidence of CHD and other diseases [11,30,31]. It fol-
lows a north-to-south gradient and ranges from more
than (.22 in Finland and Greenland [32-34] to less than
007 in Greece and laly [35-37]. In our study, the =4
allele frequency (0.10) was similar to values ohserved
in other Morth African populations (around .10 in
Moroccan  populations [26,38] and around 008 in
Tunisian populations [27,28] ).

The minor alele frequency of the rs439401 SNP (lo-
cated within the APOE/APOCT cluster) was 038 in the
ISOR study. Similar frequencies have been reported in
the literature and range from .33 to 0.36 [14.39].

For the rs4420638 SNP (situated lying 14 kb down-
stream of the APOE locus in the adjacent APOCT gene),
the minor allele frequency (0.11) was markedly lower
than the value observed in European samples [14,24.440].

In the ISOR study, the €2 allele was not significantly
associated with plasma lipid variations ([LO6=p<0.18).
This is probably due to too few of £2 carriers (n=67).
Only the e4 allele showed an association with higher
levels of totl cholesterol and LDL-cholesterol. Further-
more, the 4 alele was associated with higher concentra-
tions of triglycerides, as previously observed by Kofler
e al in a smdy performed in the United Kingdom [41].
The APOE e4 isoform (which binds preferentially to
VLD Ls) can interfere with plsma lipase activity or with
the triglyceride removal system; this results in delayed lip-
olysis or clearance of plasma triglycerides in subjects bear-
ing the e4/e3 phenotype [18]. Therefore, our results are
consistent with previous studies [42-45]. In contrast with
previous studies in multi-ethnic populations [41,46-48]
but consistently with other studies in Tunisian subjects
[27,28], we did not detect significant assorciations between
the AROE epsilon polymorphism and HDL-cholesterol
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levels in the ISOR sample. Other studies conducted
in Arab population samples are therefore needed to
conclude.

Despite the deleterious effect of the e4 allele on lipid
parameters observed in the [SOR study, the lipid con-
centrations did not reach abnormal threshold values. A
case—control study on the risk of myocardial infarction
conducted in Oran in 2001 also showed that plasma
concentrations of all lipid parameters were systematically
lower in Algerian subjects than in Irish and French indi-
viduals [49].

We found significant assodation between the rs439401
SNP and triglyceride concentrations. This association has
previously been observed in European GWAS of blood
lipid levels [14,22]. However, this association dizsappeared
after further adjustment for the APOE epsilon polymorph-
ism, suggesting that the effect of rs439401 was oversha-
dowed by the epsilon polymorphism.

In the ISOR study, the r=420638 SMNP was not signifi-
cantly associated with any metabolic traits, contrary to
what has been previously described [50]. These discrepan-
cies could be explained by differences in the LD} structure
between rsd430638 and the APOE epsilon polymorphism
in the Algerian and European populations (=0 and +16
with rs7412 and rs429358, respectively in the ISOR stdy
versus [V'=+66 and —69 with rs7412 and rs429358, respect-
ivdy in the EUR panel of the 1000 Genomes database
(December 2012 release, http://browser. 1000genomes.
org)). Therefore the effect of the r=4420638 SNP could
be mainly due to the epsilon polymorphism in European
samples but be independent in the IS0 study. This result
should be investigated in other Morth-African populations.

Haplotype analysis was performed to better understand
the information provided by the individual SNP analysis.
This analysis showed that regarding plasma LDL-cholesterol
(or total cholesterol) levels, the rs4420638 polymorphism
could counterbalance the deleterious effect of the epsi-
lon 4 allele.

Conclusion

We showed that the impact of the APOE £4 allele on the
plasma lipid profile & similar in an Algerian population
to what is known in other countries. It is noteworthy
that the rs4420638 G alkk could counterbalance the
deleterious effect of the APOE e4 allele on LD L-cholesterol
leves in a Morth African population. Replications in larger

Methods

Subjects

The IS0R (InSufino-résistance & ORan) study

The ISOR study was performed between 2007 and 2009,
The smdys objectives and procedures were approved by
the independent ethics committee at the Algerian Mational

144



Annexe 01

Article

Beosubenvowar ef gl Ligids in Heglth and Dissgse 20013, 12155
hittpe! e lipidwarld com/content/ 121 /155

Agency for the Development of Health Research. The
ISOR study was a population-based, cross-sectional study
of a representative sample of 787 subjects (378 men and
409 women, aged between 30 and &4) recruited within
the city of Oran. Subjects were selected at random from
social security rolls. All subjects consented freely to partici-
pation in the study. A questionnaire on lifestyle (physical
activity, tobacco use and aloohol intake), personal and
family medical histories, current medication and socio-
economic and educational levels was completed during
a face-to-face interview. Anthropometric data were
also recorded.

The level of physical activity was defined in quartiles
as “none”, “low”, “medium” and “high” after summing
exercise scores for sporting activities, walking, house-
work and physical activity at work

In terms of tobacco use, participants were categorized
as either smokers (ie. individuals reporting at least one
cigarette per day) or non-smokers. In the study gques-
tionnaire, subjects were asked to report their weekly
consumption of wine, beer, and spirits. As there were
very few drinkers (n=25, 32%), this variable was not
taken into account in the final analysis,

The anthropometric measurements included height,
body weight, waist circumference and hip circumference.
Height and weight were measured while the subject was
harefoot and lightly dressed. The BMI was calculated ac-
cording to the Cuetelet equation. Systolic and diastolic
hood pressure values (SBP and DBPF, respectively) were
measured on the right arm with the subject in the sitting
position, using a standard mercury sphygmomanometer.
Measurements were made before and after completion
of the questionnaire, with an interval of at least 10 mi-
nutes. The mean value of the blood pressure readings
was considered in the final analysis.

After a 12 h overnight fast, two 15 ml bood samples
were colected for each subject (in a disodium EDTA
tube for subsequent DMNA analysis and in a heparin tube
for clinical chemistry tests).

A multichannel analyzer and dedicated kits (Humastar®,
HUMAN Diagnostics, Wieshaden, Germany) were used for
the colorimetric, enzymatic measurement of cholesterol (kit:
monotest cholesterol with cholesterol esterase, cholesterol
mddase and pemxddase), trighycerides (kit: perdochrom tri-
ghyceride with glycerol phosphate oxidase and peroxidase)
and ghicose (lit: ghicose, glucose ooddase and peroxidase).
Flasma LDL-cholestem] levels were mlolated according to
the Friedwald equation. High-density lipoprotein cholesterol
levels were measured after sodium phosphotungstate/mag-
nesium chloride precipitation of chylomicrons and VLDL
and LDL-cholesterol and then centrifugation. Plasma insulin
levels were measured in a microparticle enzyme immune
assay munning on an AxSYM analyzer (Abbott Laboratones,
Abbott Padk, [linois, USA).
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Genomic DNA was extracted from white blood cells
by using the Stratagene® kit (Agilent Technologies, Les
Ulis, France), according to the manufacturer’s protocol.

Genotyping

The APOE SNPs (rs429358, rs7412, rs439401 and
rs4420638) were genotyped using KASPar technology
(K Bioscience, Hoddesdon, UK) with the following probes:
s 29358 [GACAT GGAGGACGTG[C/T]|GCGEEOEIC
TGGTGC], 742 [GATGACCTGCAGAAG[CTIGCC
TGGCAGTGTACT], rs439401: [GUCGGCACTCTCTTC
[CTCCTOOCACCOOCTCA), red20638: [TGCTACAC
TITICCT[A/GIGTGT GETCTACCCGA]. The genotyp-
ing success rates ranged from 93% to 96%.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with SAS 9.1 soft-
ware (SAS Insttute Inc, Cary, NC, USA). The Hardy-
Weinberg equilibrivm was tested using a f test with
one degree of freedom (d£).

Intergroup comparisons of means were performed
with (i) a general linear model comparing £ carriers
(262 and £2e3 subjects) or £4 carriers (eled and ede3
subjects) with €3 carrers (e3£3 homozygotes) for the
APOE epsilon polymorphism and (ii) an additive model
for the r=439401 and rs4420638 polymorphisms. Sub-
jects with the £2e4 genotype (n=3) were excluded from
the analyses because of the possible opposing biological
effects of the £2 and 4 alleles.

Data on triglycerides, glucose and insulin levels were
log-transformed to obtain normal distribotions. Esti-
mated means were subsequently back—transformed for
presentation in the tables.

For anthropometric variables, the confounding vari-
ables were age, gender, smoking status and physical ac-
tivity. For biological and biochemical wvariables, the
confounding variables were age, gender, BMI, smoking
status and physical activity. For the re439401 and rs44 20638
polymorphisms, data were further adjusted for the APOE
epsilon polymorphism ooded in three genotypes as follows:
£2 carriers (262 and £263 subjects); 4 carriers (ete4 and
ede3 subjects) and £3 carniers (363 subjects).

After Bonferroni correction, only associations with an
uncorrected p value below (L017 were considered to be
statistically significant (Le. 0,05 divided by the number of
polymorphisms considered).

(zeneral linear models were used to nvestigate poten-
tial interactions by adding an interaction ((gender or
BMI) x polymorphism) term.

Linkage disequilibrium figure and values were calcu-
lated with Haploview 42 (http:/fwwwbroadinstitute,
org (scientific-community/ sdence/ programs/medical-and-
population-genetics  haploview/ haploview).
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Haplotype frequencies derived from all studied paly-
morphisms were estimated independently of phenotype.
A two-step haplotype analysis was performed. Firstly, in
order to reduce the haplotype dimension and select the
most informative, parsimonious haplotype configuration
for the prediction of phenotypic variahility, we applied
the maximum likeliheod model to all the possible 1 to
k-loci combinations of polymorphisms that could be de-
rived from the 4 APOE SNPs with the GridHaplo soft-
ware [51). Akaikes information criterion (AIC) was
calculated for each model (including a model with no
polymorphisms) [52]. Al AIC values were rescaled by
subtracting the smallest AIC wvalue obtained for the
whole set of models. According to a rule derived by exten-
sive Monte Carlo simulation, all models with a rescaled
AR =2 can be considered to be “equivalent” to the model
with the lowest min A/C. The most parsi ios of the
latter (corresponding to the minimal haplotype configur-
ation) was selected Secondly, haplotype analyses were
paformed using the Thesias software package (http:/f
ecgenenet/genecanvas) [29]. Haplotype analyses were ad-
justed for age, gender, BMI, smoking status and physical
activity level.

Abbrevistions.

AL Alaskos™s mioemation clleson APOE Apalipapestam E Buk Body menss
ey OH D Comonany hest disesde; DB Disndc Hood pressae

DA Deoxpionuden sdd; dL: Degee of beadom GVAS Genome-side
= sociation studies; FDL: High-densy popoatein BOR InSulino-néimtancs &
DRan; LD Linkaqe dssduilityiom LD Low-density Bpogrotest SBP- Syankc
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Annexe 02

Questionnaire ISOR

Annexe 02 : Questionnaire ISOR
DONNEES BIOLOGIQUES, EPIDEMIOLOGIQUES, CLINIQUES ET GENETIQUES
SUR LE SYNDROME D’INSULINORESISTANCE

Données d’identification:

(|

N° du répondant

12 Code de I'enquéteur D
13 Date de I'entretien (a laquelle le D D/D D / D D D D
questionnaire a été rempli)
Jour Mois Année
14 Nom
Prénom
15 Acceptez-vous de participer a cette étude? | OV 1
non 2
17 Si oui, quelle est votre adresse complete ?
18 Numéros de contacts téléphoniques 1.
2.
19 Spécifier de quel téléphone fixe il s'agit travail 1
domicile 2
voisin 3 D

autres (spécifier) 4

Informations démographiques

Homme 1
D1 Sexe Femme 2 D
0 Quelle est votre date de naissance? JourD D Mois D D
amee LICICI L]

Quel est votre lieu de naissance (préciser la ville,
D3 la wilaya ou le pays)
D4 Quelle est votre région d’origine ?
D5 Lieu de naissance du pére (préciser la commune,

la ville, la wilaya ou le pays)
D6 Lieu de naissance de la mére (préciser la

commune, la ville, la wilaya ou le pays)

o , célibataire 1

D7 Quelle est votre situation de famille ? D

marié(e) 2
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Questionnaire ISOR

veuf(ve) 3
séparé(e)/divorcé 4
(e) 5
autre
. - . ry—
D8 Si votre pére est vivant, quel est son age * D D D
D9 Si votre pére est décédé, quel ge avait-il au moment de son décés * D D D
D10 Précisez la cause de son déces
Si votre mére est vivante, quel est son age ?
D11 L1010
Si votre mére est décédée, quel age avait-elle au moment de son déces ?
D11 L1010
D12 Précisez la cause de son décés
Vos parents sont-ils cousins ? oui 1
D13 non 2 D

149




Annexe 02

Questionnaire ISOR

Eléments socioprofessionnels

$1

Quel est votre niveau d’instruction ?

aucune instruction
primaire ou coranique
moyen

secondaire

Formation
professionnelle

école sup, université

OB PN -

»

S2

Travaillez-vous actuellement ?

oul
non

—_

S3

Si oui, quel métier exercez-vous ?

O O

Dans quelle entreprise ?

S4

Laquelle des catégories suivantes décrit le
mieux votre activité professionnelle ?

employé de I'état
employé dans le
privé
indépendant

N —

w

S5

Quel est votre horaire de travail ?

journée normale
journée continue
3x8

de nuit

a mi-temps

sans horaire fixe
occasionnel
systéme quart
un jour sur deux
autre (préciser)

—_

00

S6

Si actuellement, vous ne travaillez pas,
vous étes:

étudiant, apprenti en
formation
professionnelle

au foyer

retraité(e)

Chomeur

Invalide

Autre (préciser

2~ (O OW oo N O~ Wb -~

S7

Vous estimez que le revenu global de votre ménage
est:

bon
moyen
insuffisant

WN OO0 WD

Pour les femmes

Combien avez-vous eu de :

F1 - grossesses (noter 0 si aucun) D D

F2 - fausses f:ouches ou avortements D D
spontanés ? (noter 0 si aucun)

F3 - enfants mort-nés ? (noter 0 si aucun) D D

F4 - enfants prématurés ? (noter 0 si aucun)

F5 Avez-vous eu un enfant de poids de ouli 1 M
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Questionnaire ISOR

naissance égal ou supérieur a 4 kg ? Non 2
F6 Prenez-vous la pilule? Oui 1 D
Non 2
F7 Noter le nom de la pilule
F9 Etes-vous ménopausée ? Oui 1 D
Non 2
ne sait pas 3
F10 | sjoui, age a la ménopause 10
F11 Suivez-vous un traitement hormonal pour la oui 1 D
ménopause ? Non 2
Antécédents personnels
Avez-vous les maladies suivantes :
AP1 Hypertension artérielle oui 1 D
non 2
ne sait pas 3
AP2 - Sioui, année du diagnostic D D
AP3 - Année de premiére prise de trt anti-
HTA D D
AP4 - Traitement médical actuel oui 1 D
non 2
AP5 - Sioui, quel est votre traitement?
AP6 | Diabéte oui 1
non 2 D
ne sait pas 3
AP7 - Sioui, année du diagnostic D D
AP8 - Circonstances de découverte signes cliniques 1 D
pendant une grossesse 2
lors d’un bilan systématique 3
a cause de complications 2
AP9 - Traitement actuel régime 1 D
régime + trt anti-diabétique 2
oral
Insuline + trt anti-diabétique 3
oral
Insuline 4
AP10 Si oui, quel est votre traitement?
Maladies cardio-vasculaires
AP11 - Angine de poitrine ouli 1
non 2 D
ne sait pas 3
AP12 - Infarctus oui 1
non 2 D
ne sait pas 3
AP13 - Accident vasculaire cérébral oui 1 D
non 2
ne sait pas 3
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AP14 - Artérite des members inférieurs oui 1 D
non
ne sait pas 3
AP15 Si vous avez une de ces maladies, quel est votre traitement
5
Avez-vous déja présenté d’autres maladies ?
AP16 - Augmentation des graisses du sang oui 1
(cholestérol, triglycérides) non
ne sait pas 3
AP17 | Sioui, quel est votre traitement ?
AP14 - Troubles actuels du comportement non 1 D
alimentaire anorexie 2
boulimie 3
AP15 - Pratiquez-vous le grignotage entre ouli 1 D
les repas? non 2
AP16 - Pathologie D
ophtalmologique (préciser laquelle,
dans le cas contraire noter 0)
AP17 - Autre maladie (préciser laquelle, D

dans le cas contraire noter 0)

Antécédents familiaux (noter chaque case par +, - ou ne sait pas (nsp)

Diabéte HTA Graisses AVC Infarctus Obésité Mort

dans le autre subite
sang
Pére
Mére
Fréres/soeurs

Grands parents
paternels

Grands parents
maternels

Oncles/tantes paternels

Oncles/tantes maternels

1¢re mesure de la pression artérielle (position assise)

PA1

PA2

Mesure 1 D D D

Pression artérielle systolique (mm Hg)

Pression artérielle diastolique (mm Hg) D D D

Nous allons maintenant vous poser des questions sur plusieurs comportements relatifs a la santé. Cela inclut des
choses comme effectuer une activité physique, manger ou fumer.
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Questionnaire ISOR

Consommation de tabac

Si Non, aller a la
prochaine section™

T Fumez-vous actuellement ? oui 1 D
non 2
T2 Si oui, combien de cigarettes fumez-vous
par jour ? D D
T3 Dans I'heure qui suit votre lever, combien
de cigarettes fumez-vous? D D
T4 Si vous fumez du tabac, combien de D D
paquets fumez-vous par semaine?
T5 Depuis combien d’années fumez-vous ? D D
Si vous ne fumez pas actuellement
T6 Avez-vous fumé de fagon réguliere a un Oui 1 D
moment quelconque de votre vie ? Non 2
Si vous avez fumé de fagon réguliére a un moment quelconque de votre vie :
T7 Combien fumiez-vous de cigarettes par
jour ? D D
T8 Pendant combien d’années avez-vous
fumé ? D D
T9 Depuis combien d’années avez-vous
cesser de fumer ? D D
Activité physique
P1 Pratiquez-vous une activité sportive seul(e) jamais 1 D
ou dans un club ? moins d’'une fois/semaine 2
1-2 fois/semaine 3
plus de 2 fois/semaine 4
P2 Avez-vous pratiqué une (des) activités oui 1 D
sportives sur une longue durée dans le non 2
passé?
P3 Votre activité physique habituelle a la maison faible 1 D
(tdches ménageéres, entretien) est-elle ? modérée 2
importante 3
intensive 4
P4 Si vous travaillez, votre activité physique faible 1 D
habituelle au travail est-elle ? modérée 2
importante 3
intensive 4
P5 Effectuez-vous des trajets a pied? oui 1
non 2
P6 Habituellement, combien de jours par nombre de jours/semaine ]
semaine effectuez-vous ces trajets a pied?
P7 | Habituellement, quelle est la durée de votre | moins de 10 minutes d'affilée 1
marche ? de 10 a 30 minutes d’affilée 2
plus de 30 minutes d'affilée 3
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ALIMENTATION Au cours des 7 jours qui viennent de s’écouler, combien de fois, par jour ou par semaine, avez-vous consommé les aliments
suivants ?

Nombre de fois par semaine Nombre de fois par jour
Groupes d’aliments <1t | 1| 2 | 3| 4| 5 | 6 | Code 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | >5 | Code
Pain Lo L4 P 13 14 s Ll [/ [ 4 P s (14 s Ll [

Couscous, pates, riz, autres cereals

(frik. mas, dchicha. ) (o 14 1, [ (14 (15 (g [/ 14 1, s Oy Os e I

Pomme de terre, patate douce Lo L4 L1, O3 L4 s e [_| L4 Ll [ T [1s e I/
Légumes secs : feves, haricots

secs, pois chiche, pois cases, Co 4 0o O3 Oy Os e [/ 4 P O3 (4 Os s [/
lentilles

Fruits crus ou cuits (o L4 1, 13 14 (15 Clg |/ 14 1, 13 14 s Cls |/
Légumes crus ou cuits Lo Oy O, Oz Os Os s I_| (14 0, Oz Os Os s [_]

Lait, fromage, yaourt, lben, rayeb...  [lo [y O, Oz Os Os s I_| 4 L, Os Os Os s I
Poisson : frais, surgelé ou conserve  [1o  [4 O, Oz Os Os s I_| (14 0, Oz Os Os s [_]

Viande rouge (b(BUf, mouton) o 1 4 P s Ly s Clg /_/ 4 O, s Ly s s /_/
Volaille, lapin Lo C14 (1o (HE Cl4 [ls Lle | 14 (1o HE (14 (s Lls |
CEufs Lo 1 4 P s Ly s Clg /_/ 4 O, s Ly s Ll /_/

Cacahuétes, pistaches, amandes... [l 4 o O3 Oy Os Oe [/ 4 P O3 (4 Os e [/

Fruits secs (dates, figues séches, ap 0, 0, O, uy Os O I 0, 0, O, up Os O I

pruneaux..)

::;?nsgr?:jé sucreries, gateaux, Lo L[4 (1o (E (14 [ls Ll |/ 4 [P 3 14 s Ll [/
Huile d’olive Lo i P (13 (14 (s Ll |/ E 1, 3 (14 (s Ll [/
Huile (autre que huile d'olive) 0o Oy O, O Os Os e I/ Oy O 0Os 0Os 0Os Qe I/
fBr:T‘gr:Z’, Thel‘iriga”“e’ smen, creme 0, Oy O, O O, Os O [ J O O, O O Os O [_J
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onsommation d’eau

EA1 | Combien buvez-vous d’eau par jour ? Rienoutrés peu 1 D
moins d'1 litre 2
1litre 3
Plus d'1 litre 4
Plusd'1 litre 12 5
Consommation d’alcool
AL1 | Consommez-vous du vin et des boissons Oui 1 D
alcoolisées ? Non 2
(Si Non, aller a la Section Suivante”)
AL2 | Dyrant les douze demiers mois, & quelle 5 jours ou plus/semaine 1 D
fréquence avez-vous bu au moins une 144 jours /semaine 2
boisson alcoolisée? 12 3 joursimois 3
Moins d'1 fois/mois 4
AL3 | Quand vous buvez de I'alcool, combien de Nombre de verres 101
Verres prenez-vous en moyenne par jour? Ne Sait Pas (77)
Etat de santé
ES1 Compte tenu de votre age, estimez-vous que bon 1 D
votre état de santé est globalement ? moyen 2
mauvais 3
ES2 Un événement grave vous a-t-il affecté, lors oui 1 D
des derniers mois ? (divorce, séparation, non 2
décés d’'un proche, perte d'emploi, accident,
maladie,...)
ES3 | Vous sentez-vous fatigué dés le réveil ? oui 1 D
non 2
ES4 | Vous estimez-vous surmené? oui 1 D
non 2
ES5 | Votre entourage vous fait-il remarquer que oui 1 D
vous étes trop nerveux ? non 2
ES6 | Vous levez-vous la nuit plusieurs fois pour oui 1 D
uriner (2-3 fois)? non 2
Variations de poids (Section V)
V1 Quel a été votre poids minimum D D D
Quel a été votre poids maximum D D D
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Questionnaire ISOR

Traitements medicamenteux

Si vous prenez réguliérement d’autres médicaments depuis un mois ou plus, que vous n’avez pas cités, précisez

les (n’oubliez pas : aspirine,...)

PA3
PA4

2¢me mesure de la pression artérielle (position assise)

Pression artérielle systolique (mm Hg)

Pression artérielle diastolique (mm Hg)

Mesures anthropométriques

M1 Taille (en centimétres) D D D D
M2 Poids (en kilogrammes) D D D D
M3 | Tour de taille (en centimétres) D D D D
M4 Tour de hanche (en centimétres) D D D D
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Résumé

Le géne de I’APOE joue un role important dans le metabolisme des lipides et des
lipoprotéines. Dans ce travail, nous avons évalué, I’impact de polymorphismes du géne de I’APOE
sur le bilan lipidique, et sur le risque cardiovasculaire dans la population oranaise.

Nous avons realisé ce travail & partir de deux études épidémiologiques; 1’étude ECTOR
(N=193) menée entre 1994 et 1996; et 1’étude transversale ISOR (N=787) réalisée entre 2007 et
2009.

Les résultats obtenus pour 1’étude ECTOR ont montré I’effet protecteur de 1’allele €2 sur les
variables du bilan lipidique, notamment de total cholestérol (p=0,001), de LDL-cholestérol
(p=0,006), et de ratio LDL Cholestérol/HDL Cholestérol (p=0,04). Aucun effet n’a été rapporté pour
I’alléle €4. Dans 1’étude ISOR, aucune association significative n'a pu étre détectée pour ’all¢le €2.
En revanche, les porteurs de I’all¢le €4 ont des concentrations significativement plus élevées de
triglycérides (p=0,0002), de cholestérol total (p=0,009), de LDL-cholestérol (p=0,003) et de rapport
LDL-cholestérol/HDL-cholestérol (p=0,001) que les porteurs de I’allele €3. Le rs439401 a été
significativement associé aux variations des concentrations de triglycérides (p=0,006), et au risque
d’hypertension artérielle (p=0,006). Le rs4420638 confére une protection contre I'obésité (p=0,005).
Les analyses haplotypiques et de déséquilibre de liaison confirment 1’effet protecteur et délétére des
alleles €2 et €4 sur le LDL-cholestérol, et montrent que I’allele G du rs4420638 exerce un effet
protecteur chez les sujets porteurs de 1’alléle €4.

Les résultats nous ont permis de montrer que (i) le polymorphisme epsilon a le méme effet sur
le bilan lipidique quelque soit la population, mais qu’il peut étre sujet aux variations
environnementales, notamment 1’alimentation, (ii) le rs439401 constitue un facteur de risque
génétique a la survenue de I’obésité et de I’hypertension artérielle, alors que le rs4420638 présente un
effet protecteur sur 1’obésité dans la population oranaise, (iii) l’allele G du rs4420638 peut
contrebalancer 1’effet délétére de 1’alléle €4 sur les concentrations de LDL-cholestérol, (iiii) La
population algérienne est différente des populations caucasiennes sur le plan génétique, en matiére de

déséquilibre de liaison des polymorphismes de I’APOE.

Mots clés : APOE, Polymorphisme genétique, Haplotype, Population Algérienne, Risque

cardiovasculaire, Syndrome métabolique, Profil lipidique, Etude ISOR.



