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Introduction

La grossesse bien qu’étant un phénoméne physiologique, elle peut fortement
engager le pronostic vital de la mére et /ou du nouveau-ne, lorsqu’elle est associée a

certaines complications (Meyer et al., 2013).

L’avortement spontané (AS), communément appelé fausse couche, est un accident
fréquent de la pathologie obstétricale et constitue, de nos jours, un probléme réel de santé
publique. Environ 15 % a 20% des grossesses cliniques évoluent vers un avortement
spontané, la plupart sont sporadiques, et 1% sont des avortements spontanés a répétition
(ASR,) dont 50% restent de cause inexpliquée (Oliver et Overton, 2014).

La prématurité ou les accouchements avant terme est une des situations
obstétricales les plus fréquentes et les plus anciennement reconnues, elle est responsable de

35% des déces néonataux dans le monde (Goldenberg et al., 2009).

Les facteurs favorisant les avortements ou les accouchements prématurés (AP) chez
les femmes enceintes sont multiples et mal compris. Un complexe impliquant des facteurs

physiologiques, nutritionnels, ou aussi génétiques, semblent contribuer a leur étiologie.

Récemment, le statut vitaminique marginal, a été impliqué dans la survenue des
résultats défavorables de grossesses. L’effet d’une carence en certaines vitamines du
groupe B et ’hyperhomocystéinémie qui en résulte, ont ét¢ pointées du doigt dans la
survenue des avortements et des naissances avant terme (Simpson et al., 2010 ; Havdenak
etal., 2012 ; Samii et al., 2019).

Les déficiences en folates (vitamine B9) et en vitamine B12, sont parmi les
carences vitaminiques les plus fréquentes et sont tres néfastes. La prise diététique ne
satisfait pas toujours les besoins augmentés au cours de la grossesse. Raison pour la
quelle, une supplémentation périconceptionnelle en ces vitamines est recommandée

(Société des obstétriciens et gynécologues du Canada, 2010 ; Sebastiani et al., 2019).

En effet, les vitamines B9 et B12 interviennent dans plusieurs processus
métaboliques importants : cofacteurs de la biosynthése de I’ADN et de ’ARN, de la
synthese des protéines et des donneurs universel de groupements méthyles régulant
I’expression des geénes. Une dérégulation dans 1’une de ces voies métaboliques peut

perturber, De ce fait, le déroulement normal de la grossesse. (Serraj et al., 2010).
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Une carence en ces vitamines est aussi la cause la plus importante d’une
augmentation du taux de 1’acide aminé homocystéine, causant une hyperhomocystéinémie
(HHcy), cette derniére qui représente un facteur de risque majeur pour les avortements et

aussi pour la prématurité (Nelen et al., 2001).

En effet, la carence en folates est responsable d’un déficit en méthyl THF qui est le
donneur de méthyle lors de la reméthylation de 1I’Hcy, provoquant, ainsi, une HHcy sévére

(Clarke ,2005 ; Lonn et al., 2006 ; Séne et al., 2013).

La vitamine B12, quand a elle, est le principal déterminant nutritionnel de 1’Hcy.
Sa carence a pour conséquence une baisse de la trans-méthylation du méthyl THF sur
I’homocystéine durant la voie de reméthylation (Chanarin et al ., 1989 ; Guéant et al.,
1993).

L’interdépendance des métabolismes, folates, vitamine B12 et de ’homocystéine
laissent, aussi, supposer que les génes régulant ces voies métaboliques peuvent étre cause
de la survenue de ces complications. Parmi les plus importantes on distingue : la mutation

A2756G du gene codant la MS, qui provoquent une HHcy modérée (Chen et al., 1997).
L’ensemble de ces données nous a conduit a tracé comme objectifs:

» L’étude de quelques facteurs de risque, pouvant influencer le statut biochimique
maternel, a savoir : 1’age, le poids, le stress et aussi la consommation excessive de
certains nutriments : dattes, café et thé. Ceci pour voir leur impact sur la survenue des
AS, ASR et AP dans notre population

» L’évaluation du statut vitaminique et du métabolisme de 1’homocystéine chez les
femmes a risque. Elle consiste a mesurer les concentrations plasmatiques du folate, de
la vitamine B12 et de I’homocystéine, afin de voir leur contribution dans 1’étiologie
des avortements et de la prématurité chez les femmes de notre population.

» L’étude de la mutation génétique A2756G du gene codant la méthionine synthase

( MS) chez les meres faisant des avortements spontanés a répétition .
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Revue bibliographique Chapitre I. Vitamines

1.1. Folates ou vitamine B9
1.1.1. Définition et structure

La vitamine B9 ou folacine, est aussi appelée acide folique pour la forme
synthétisée servant de supplément, et folate pour celle présente naturellement dans les
aliments. Elle a été isolée pour la premicre fois en 1941 a partir des feuilles d’épinards. La
vitamine B9, comme toutes les vitamines du groupe B, est hydrosoluble (Davis et Nicol,
1988 ; Cossins, 2000).

C’est une molécule relativement simple de poids moléculaire égal a 441 KDa

(Sober et al, 1973), formé par trois unités: ptéridine, acide para-amino-benzoique
(PABA) et acide glutamique. le noyau ptéridine est lié via un pont méthyléne au PABA
pour former I’acide ptéroique, lui-méme lié par une liaison amide a I’acide glutamique,
d’ou son nom chimique d’acide ptéroyl mono glutamique (PteGlul) (Scott, 1994) (figure
01).

O CO,H
o N
N 10 H
HN S N CO,H
e e
H,N” N7 N
8
| | | I
pteridine p-aminobenzoate glutamate (n = 1-10)

Figure 01. Structure chimique de 1’acide folique (ou acide ptéroylglutamique) (Lucock,

2000).

Dans les aliments, les folates se trouvent majoritairement sous forme de
polyglutamates (portant entre 1 et 7 résidus glutamates reliés en chaine au glutamyl
constitutif) (Abdelmouttaleb et al., 2000; Bollander-Gouaille, 2002).

Le noyau ptéridine des folates peut exister sous 3 états d’oxydation : totalement
oxydé ou sous les formes réduites 7,8-dihydro (DHF) ou 5,6,7,8-tétrahydrofolate (THF).

Les tétrahydrofolates, sous leurs formes polyglutamates sont biologiquement actifs, et
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présents dans la cellule essentiellement sous la forme de pentaglutamate (Bollheimer et
al., 2005).

L’unique fonction biochimique des folates, chez les mammiferes, est d'accepter
puis de libérer des unités monocarbonées. Donc, au niveau cellulaire, ils peuvent étre
différentes selon le type d'unité a un carbone qu'ils transportent sur les atomes d’azote
numerotés 5 et 10 : 5-formyl-THF, 10-formyl-THF, 5,10-méthényl-THF, 5-méthyl-THF
(principale forme circulante) ou 5,10-méthyléne-THF .Ainsi, les différentes fonctions
physiologiques des folates vont découler de cette diversité (Smulders et Stehouwer,
2005).

Les folates alimentaires sont sensibles a la lumiere, facilement oxydables et
thermolabiles (Lucock, 2000 ; Mebart, 2006). La cuisson détruira jusqu'a 80 % des
folates présents (Joubert et al., 2002). De ce fait, I’acide folique stable chimiquement est
largement utilisé dans l'enrichissement des aliments ainsi que dans la supplémentation

médicamenteuse (Clarke et al., 2004).
1.1.2. Métabolisme
1.1.2.1. Absorption intestinale

Les folates alimentaires sous forme de polyglutamates, doivent étre hydrolysés en
leurs formes monoglutamates avant leur absorption par la muqueuse intestinale
(McDowell, 2000 ; Smulders et Stehouwer, 2005).

Cette hydrolyse peut étre catalysée par 2 types de conjugases, 1’une issue des
sécrétions pancréatiques, y-glutamyl hydrolase (yGH) et 1’autre associée a la membrane de
la bordure en brosse jéjunale, glutamate carboxypeptidase IV (GCPIV) (Gregory, 2001)
(figure 02).

L’absorption des folates monoglutamates se produit dans le jéjunum (Girard et
Remond, 2003) par deux processus distincts : I’un actif et saturable a un pH optimum
acide (Gregory, 2001) et I’autre par diffusion passive lorsque les concentrations en acide

folique deviennent supérieures a 10 uM (Bills et al., 1992).

Une fois absorbés dans la cellule intestinale et avant d’étre libérés dans la veine porte,
les folates monoglutamates sont réduits grace a la dihydrofolate réductase (DHFR) en
THF, et subissent une méthylation ou une formylation (Le Grusse et Watier, 1993;
Smulders et Stehouwer, 2005) (figure 02).
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1.1.2.2. Transport sanguin

90 % de I’activité folique est localisée dans les hématies alors qu’uniquement 10 %
résident dans le plasma (Searcy, 1969). Le 5-MTHF monoglutamate est la forme

plasmatique circulante de la vitamine chez ’homme (Zittoun, 1994).

Les folates plasmatiques peuvent étre liés & des protéines de faible affinité,
principalement 1’albumine, ou a une protéine a affinité ¢élevée, la Folate Binding Protein

(Herbert et Biagaouette ,1997).

Les folates sont, par la suite, amenés au foie, puis redistribués aux tissus
périphériques sous la forme de 5-MTHF monoglutamates, ou encore recyclés en suivant le
cycle entérohépatique (Stanger, 2002) (figure 02).

Il importe de savoir, les folates se retrouvent majoritairement dans le foie et les
globules rouges sous leurs formes polyglutamates, synthétisées a partir des formes
monoglutamates gréace a la folylpolyglutamate synthétase (Smulders et Stehouwer, 2005)
(figure 02).

1.1.2.3. Distribution tissulaire

Les folates sous leur forme monoglutamates sont transportés a travers les

membranes cellulaires.
Plusieurs systemes sont impliqués; parmi les mieux caractérisés, il y a:

Le transporteur des folates réduits (RFC, Reduced Folate Carrier) qui assure un

transport facilité et bidirectionnel des folates.

Les récepteurs des folates qui permettent I’entrée des folates dans la cellule par

endocytose (Matherly et Goldman, 2003).

Le taux intracellulaire de folates régule son transport transmembranaire. Une fois
entré dans les cellules, le 5-MTHF est déméthylé sous I’action de 1’enzyme méthionine
synthase (MS), vitamine B12 dépendante. Le 5-MTHF est converti en THF, qui peut
assurer une variété de réactions cellulaires (Bannerjee et Matthews, 1990).

Le THF monoglutamate est reconverti en polyglutamate, H4PteGlun, par I’enzyme
folylpolyglutamate synthétase (FPGS) (Lavoie et al., 1974 ; Shane, 1989). Cette

polyglutamation permet d’une part la rétention des folates a I’intérieur de la cellule et
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d’autre part les polygutamates sont de meilleurs substrats pour les enzymes folates

dépendantes que les monoglutamates (Lucock, 2000).
1.1.2.4. Excrétion

Le fait que seulement 1 a 2% des folates alimentaires soient excrétés sous forme
intacte dans les urines suggére que la majorité des folates sont catabolisés avant leur
excrétion urinaire (Hillman et al., 1982).

Chez la femme, le catabolisme des folates est augmenté pendant la grossesse
(Caudill et al., 1998).

L’excrétion biliaire de folates est trés importante mais la plupart de ces folates
seront réabsorbés au niveau de I’intestin gréle (cycle entérohépatique), une faible

proportion seulement se retrouve dans les feces (Mc Dowell, 2000) (figure 02).
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Figure 02. Absorption, distribution, stockage et excrétion des folates (Voutilainen et al .,
2001)(FBP, Folate Binding Protein ; MBBI, Membrane de la Bordure en Brosse Intestinale
; MG, Mono Glutamate ; PG, Poly Glutamate ; FPGS, Folyl Poly Glutamate Synthétase ;
v-GH, y-Glutamyl Hydrolase ; GCPIV, Glutamate Carboxy Peptidase 1V ; AF, Acide
Folique ; DHF, DiHydroFolate ; THF, Tétra HydroFolate ; 5-CH3-THF, 5-méthyl-THF ;
pABG, p-Amino Benzoyl Glutamate ; RFC, Reduced Folate Carrier ; FR, Folate
Recepteur).
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1.1.3. Rdle physiologique des folates
Dans la cellule, les folates sont des cofacteurs importants de plusieurs voies métaboliques
(Bassler, 1997).

e Synthese des bases puriques

Les folates interviennent sous forme de formyl THF dans la synthése des noyaux
puriques (C2 et C8 du noyau purine), et donc dans la synthése des acides nucléiques (ARN
et ADN) (Wagner, 1995) (figure 03).

e Synthese du thymidilate

la thymidylate synthétase, qui utilise surtout les THF comme coenzymes, intervient
dans la réaction qui correspond a une méthylation et la possible synthése de thymidylate,
puis de thymidine triphosphate (précurseur indispensable de la synthése d’ADN) (Banerjee
et al., 1990) (figure 03).

e Synthese de la méthionine

Il s’agit d’une réaction de reméthylation de I’homocystéine (Hcy). I’ Hcy génére la
méthionine (Met) et par I’intervention conjointe de la méthionine synthase (MS) et de la
vitamine B12 comme cofacteur. Cette réaction n’est possible qu’aprés réduction du 5,10
MTHF en 5 MTHF, donneur de méthyle de par une enzyme, la méthylene tétra hydrofolate
réductase (MTHFR) (Green et al., 1988) (figure 03).

e Catabolisme de I’histidine

La conversion de I’histidine en acide glutamique passe par un intermédiaire
métabolique, ’acide formiminoglutamique (FIGLU) dont la transformation en acide
glutamique nécessite I’intervention du THF comme accepteur du radical formimine,
réaction catalysée par la formiminotransférase qui se déroule uniquement dans le foie et le
rein (Van der put et al., 2001) (figure 03).
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Figure 03. Voies biochimiques du métabolisme des folates (Ueland et al., 2001).

MTHFR : Méthylene tétrahydrofolate réductase.
CH2THF : Méthyl tétrahydrofolate.

CHOTHF : Formyl tétrahydrofolate .

DHFR : Dihydrofolate reductase

SHMT : Sérine hydroxyméthyltransférase

1.1.4. Apports et besoins nutritionnels

MS : Méthionine synthase.
DHF: dihydrofolate.

THF : Tétrahydrofolate.
TS : Thymidylate synthase.

CHTHF : Méthelyne tétrahydrofolate.

Le corps humain ne peut pas synthétiser I'acide folique de novo. Ce composeé doit étre

fourni par l'alimentation, se trouvant principalement dans les végétaux (épinards, salades,

luzerne, grains de mais et ses dérivés), les fruits (orange), dans le foie des animaux et dans

certaines préparations de levures ou de bactéries (Mc Dowell, 2000 ).

La flore intestinale est une source secondaire des folates (Joubert et al., 2002). Par

ailleurs, la supplémentation par I’acide folique (forme synthétique) et/ou la fortification

des aliments par ce composé représente une source d’apport importante en cette vitamine

(Castellanos-Sinco et al., 2015).

Le contenu du corps en acide folique est estimé entre 15 et 30 mg (Diamond, 2008).

Les apports nutritionnels journaliers conseillés en acide folique sont environ de 400

pg/jour chez I’adulte. Cette valeur augmente jusqu'a 600 ug/jour chez les femmes qui

planifient une grossesse et chez les femmes enceintes. En effet, chez cette derniéres les

9



Revue bibliographique Chapitre I. Vitamines

besoins en folates augmentent, et cela peut représenter une réponse physiologique a la
grossesse a cause de la formation du placenta, du développement du feetus, de
I’augmentation de 1’élimination urinaire et de lI'influence hormonale sur le métabolisme des

folates (Stover, 2008 ).
1.1.5. Carence en vitamine B9

De nos jours, la déficience en folate est une des carences vitaminiques les plus
fréquentes dans le monde et pose un probleme de santé publique aussi bien dans les pays
en voie de développement que dans les pays industrialisés (Shiliang, 2003). Elle est
souvent le résultat d’une malnutrition, d’'une malabsorption, ou encore d’utilisation de

certains médicaments (Refsum et al., 2004).

Les besoins en folates augmentent dans certaines situations. Ils sont accrus pendant
la grossesse et ménent dans certains cas a l'insuffisance folique manifeste. La prise folique
diététique ne satisfait pas toujours les besoins augmentés au cours de cette période,

pouvant, ainsi, causer des problemes chez la femme enceinte.

L’objectif des organisations de sant¢é mondiales est d’améliorer les apports
alimentaires notamment le statut en folates des femmes en age de procréer. Cependant, et
malgré les recommandations, peu de femmes sont au courant des risques associés a une
déficience. Un taux de 69 % des femmes Algériennes de la population générale ont un
apport alimentaire moyen en folate qui reste inférieur aux valeurs de références
nutritionnelles (DRV) (Houcher et al., 2003).

En effet, le folate est un donneur de groupements méthyles jouant un réle
primordial dans le métabolisme des unités monocarbonées, un processus essentiel pour la
synthése, la réparation et la méthylation de 'ADN. Une dérégulation dans I’une des voies
métaboliques peut expliquer la survenue des résultats défavorables de grossesse. La
prévention, peut étre obtenue en atteignant un taux elevé de folate maternel (Li et al.,
2003).

Une carence en folates est aussi la cause la plus importante d’'une augmentation du
taux de I’acide aminé homocystéine. Plusieurs études réalisées sur 'homme et les animaux
ont montré que les carences en folate, voire des niveaux normaux mais limites, de cette
vitamine entrainent des concentrations ¢élevées de 1’homocystéine, causant une

hyperhomocystéinémie (HHcy) (De Bree et al., 2001), cette derniére qui représente un

10
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facteur de risque majeur dans la survenue des complications au cours de la grossesse
(Nelen et al., 2001).

Il a été trouvé qu’un supplément de 0,5 a 5,0 mg/jour d’acide folique diminue de

presque 25 % le taux d’Hcy dans le plasma (Clarke et al, 1998).

Par ailleurs, les normes physiologiques décrites pour les taux des folates ne
reflétent pas un taux de folate suffisant pour la prévention, des concentrations optimales
sont nécessaires et devraient étre utilisées comme référence pour améliorer le suivi par le

taux des métabolites et 1’évaluation des besoins (Crider et al., 2014).
1.2. Vitamine B12
1.2.1. Définition et Structure

La vitamine B12 également connue sous le nom de cobalamine (Cbl), est une vitamine
hydrosoluble qui a une structure chimique proche de celle de I’héme avec un atome central

constitué par du cobalt, d’ou le nom de cobalamine (Brown, 2005).

C’est une macromolécule de masse moléculaire de 1356 g/mol. Elle est composée d'un
noyau tetrapyrrolique qui renferme en son centre un atome de cobalt auquel sont reliés
différents groupements permettant de répertorier quatre formes de la vitamine:
cyanocobalamine, hydroxocobalamine qui sont les formes oxydées stables, et
méthylcobalamine (Me-Cbl) et 5- adénosyl cobalamine (Ado-Cbl) qui représentent les
deux coenzymes réduits et actifs chez ’homme (Le Grusse et Watier, 1993 ; Thakkar et
Billa, 2015) (figure 04).

Cette structure comprend également un nucléotide : le 5,6-diméthylbenzimidazole dont
le groupe imidazole est reli¢ au cobalt et le phosphate a 1’'un des noyaux pyrrols (Gueant et
al.,1993 ; Peterson et al.,1998).

La nature et la fonction physiologique de la vitamine B12 est déterminée par les ligands

occupant la position axiale supérieure de la molécule (Coudray et Cuivre, 2001).

11
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Figure 04. Structure chimique de la vitamine B12 (Angelica et al.,2011).
1.2.2. Métabolisme
1.2.2.1. Absorption intestinale

La vitamine B12 ingérée est liée a des protéines alimentaires (Andreés et al., 2004). Elle
en est dissociée sous I’influence du suc gastrique, essentiellement par I’acide chlorhydrique
et par la pepsine (Klee, 2000). Par la suite, la vitamine se lie aux haptocorrines,
glycoprotéines porteuses présentes dans les sécrétions salivaires et gastriques (Kuzminski
et al., 1998) (figure 05).

Dans le duodénum, ces protéines sont progressivement digérées, et la vitamine B12
libre se lie au facteur intrinseque (FI) sécrété par les cellules de la muqueuse gastrique, la
protégeant, ainsi, du catabolisme bactérien iléal (Pautas et al., 1999 ; Nicolas et Guéant,
1994) (figure 05).

Deux systémes distincts contribuent a son absorption intestinale.

Le premier, spécifique et dépendant du FI, est saturable. Une succession de transports
intra lumineux aboutit, dans 1’iléon terminal, a la liaison du complexe vitamine B12-FlI

avec un récepteur cellulaire, la cubuline (Quadros et Advances, 2009).

12
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Apres endocytose, la vitamine B12, dissociée du Fl, se lie surtout a la transcobalamine
I1. Ce nouveau complexe, ou holotranscobalamine, passe dans le sang et transporte la
vitamine B12 jusqu’aux cellules (Serraj et al., 2009) (figure 05).

Le second systéme d’absorption est indépendant du FI : 1 % a 5 % de la dose de la

vitamine B12 ingérée est absorbée par simple diffusion (Rufenacht et al., 2008).

Il existe un cycle entéro-hépatique qui favorise le stockage de la vitamine B12 dans le
foie Chez I’adulte, la réserve hépatique varie entre 2 et 5 mg, ce qui est suffisant pour 3 a 5

ans (Leary et Samman, 2010).

Par ailleurs, dans le rein, la mégaline, un récepteur du tubule rénal proximal, permet la
réabsorption de la vitamine B12 excrétée dans 1’urine primitive. De ce fait, les réserves

physiologiques en vitamine B12 sont abondantes (Zittoun, 2000 ; Wolters et al., 2004).
1.2.2.2. Transport sanguin

Cette phase sanguine , est assuré par des transporteurs spécifiques : les transcobalamines
I, 11 et 111, la transcobalamines 11 est la plus importante car elle fixe plus de 80% de la
vitamine B12 absorbée ,elle délivre la vitamine B12 aux cellules utilisatrices par un
mécanisme d’éndocytose réceptéure- dépendant (Murray et Granner, 1995 ; Oltean et
Banerjee, 2004) (figure 05).

1.2.2.3. Distribution tissulaire

Le complexe Cbl-TC Il est capté par les cellules hépatique et aussi les cellules des
autres organes par le récepteur d’endocytose CD320, protéine transmembranaire présente a

la surface cellulaire de tous les tissus (Quadros et al., 2009).

La libération de la cobalamine dans le cytoplasme suite a la dégradation lysosomale de
la TC Il est une étape obligatoire pour le métabolisme intracellulaire de la cobalamine (Le
Grusse et Watier, 1993).

1.2.2.4. Excrétion

L'élimination se fait par voie biliaire et par voie urinaire en faible quantité puisque les
pertes en vitamine B12 sont limitées par I'existence d'un cycle entéro-hépatique intense et
par un phénomeéne de réabsorption tubulaire de vitamine B12 (Krautler, 2005 ; Moreno-
Garcia et al., 2013) (figure 05).

13
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Figure 05. Absorption, distribution, excrétion et voies métaboliques de la vitamine B12
(Serraj et al., 2010).

1.2.3. Role physiologique de la vitamine B12

Dans le cytoplasme, Plus de 95% de la cobalamine intracellulaire est liée a deux
enzymes intracellulaires : la méthylmalonyl- CoA mutase (MUT) et la méthionine synthase
(MS) (Michael, 2006).

La cobalamine sous sa forme méthylée, Me-Cbl, est le cofacteur de la MS. Cette
derniére catalyse le transfert d'un groupe méthyl a partir du N5-MeTHF, un métabolite de
l'acide folique, vers I’homocystéine pour former la méthionine et pour la régénération du

THF (Costa et al ., 1996) (figure 05).

L’adénosylcobalamine(AdCbl) intervient dans une réaction d’isomérisation, par la

méthylmalonyl- CoA mutase qui permet la conversion du méthylmalonyl-CoA en
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succinyl-CoA qui pourra entrer dans le cycle de Krebs et participer a la néoglucogenése
(Krautler, 2005) (figure 05).

1.2.4. Apports et besoins nutritionnels

Les aliments d’origine animale sont une bonne source de la vitamine B12 notamment le
foie, le lait, la viande, les abats , la volaille, le poisson, les crustacés, les fruits de mer, et
les ceufs (Watanabe, 2007).

Plusieurs espéces bactériennes présentes dans le tractus digestif sont capables de
syntheétiser la vitamine B12 (Roth et al.,1996).

Les besoins sont variables selon 1’age .Les valeurs suivantes indiquent les apports

quotidiens conseillés pour les différents groupes de la population (Martin, 2001):
» De 1-3 ans, 4-6 ans, 7-9 ans, 10-12 anset 13a15ans: 0,8;1,1;1,4; 1,9 et 2,3 uglj.
> A partir de 16 ans, y compris personnes agées: 2,4 ug/j.
» Femmes enceintes: 2,6 ug/j.

Les besoins augmentés en cette vitamine pendant la grossesse sont essentiels a la

croissance du foetus.
1.2.5. Carence en vitamine B12

Les étiologies principales de la carence en vitamine B12 sont : un apport nutritionnel
insuffisant, le syndrome de malabsorption intestinale et les interventions médicales
(Andrés et al., 2005 ; Stabler, 2013).

Une carence en vitamine B12 pendant la grossesse peut entrainer des complications
pour ’enfant. Dans les cas les plus sévéres une fausse couche, une anémie pernicieuse et

des dommages neurologiques (Langan et Zawistoski, 2011).

Par ailleurs, une carence en vitamine B12 conduit a une diminution du niveau des
cobalamines plasmatiques disponibles pour la synthése des Méthyles Cobalamines et par
conséquent, une réduction de D’activité enzymatique de la MS, causant ainsi une

augmentation anormale du taux d’homocystéine (Orozco-Barrios et al .,2009 ).

Un apport suffisant de vitamine B12 (0,5 mg/jour) a eté décrit comme nécessaire pour
garder un taux normal d’Hcy sanguin au sein d’une population (Malinow et al., 1999;
Ducros et al., 2002).
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I1.1. Homocystéine
11.1.1. Généralités

L’homocystéine C4HyNO,S (acide 2-amino-4-mercaptobutyrique) est un acide
aminé soufre, dont les propriétés chimiques montraient une similitude avec la cystéine,

d'ou le nom d'homocystéine ( Paul et Sreyoshi , 2015) (figure 06).

()

HS
OH

NH.,

Figure 06. Structure de I’homocystéine (Paul et Sreyoshi, 2015).

L’Hcy est produite au cours du métabolisme de la méthionine (acide aminé
essentiel) apporté par 1’alimentation. Elle n’est pas codée génétiquement et n'est pas
contenue dans les protéines. Elle est synthétisée par toutes les cellules de 1’organisme.
(Mattson et Shea ,2003 ; Antoniades, 2009 ; Skovby et al., 2010).

Dans le plasma humain, elle existe soit sous forme libre (30 %), majoritairement
oxydée et en faible proportion réduite, soit liée aux protéines (70 %) principalement
I’albumine. (Mouchabac , 2008 ; Dominguez-Salas et al., 2012 ) (figure 07).
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Figure 07. Formes circulantes de’homocystéine plasmatique (Karine et al., 2000).
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11.1.2. Voies métaboliques de ’homocystéine

Dans les cellules des mammiféres, le métabolisme de I’Hcy implique une voie de

biosynthése et deux voies de dégradation (figure 08).
11.1.2.1. Voie de biosynthese

La déméthylation de I'acide aminé essentiel alimentaire la méthionine représente la

seule réaction a travers la quelle I’Hcy est synthétisée chez I'homme.

La plupart des méthionines alimentaires sont converties en S-adénosyl-méthionine
(SAM) par la méthionine adénosyl-transférase (MAT, EC 2.5.1.6) en présence de I’ATP
(Finkelstein,1990).

La SAM est le principal donneur de groupe méthyle par la S-adenosyl-L-methionine
méthyl-transférases (SMMT) dans la majorité des événements de méthylation biologique.
Le groupe méthyle attaché au soufre tertiaire de la SAM peut étre transféré et peut donc
provoquer une méthylation d'autres substances .Apres le transfert du groupe méthyle, la
SAM est convertie en S-adénosyl-homocystéine (SAH). La S-adénosyl-L-homocystéine
hydrolase (SAH hydrolase (SAHH) est une enzyme hautement conservée qui catalyse
I'nydrolyse réversible de la SAH en L-homocystéine (Hcy) et en adénosine (ADO)
(Brosnan et al., 2007; Williams et Schalinske , 2007).

Par la suite, I’Hcy peut &tre métabolisée selon deux voies décrites dans la figure 3 : la
voie de la reméthylation ou elle est dégradée en méthionine et la voie de la transulfuration

pour former, avec la cystathionine, la cystéine. (Mills et al.,1995) (figure 08).
11.1.2.2. Voies de dégradation
11.1.2.2.1.VVoie de rémethylation

L'Hcy est reméthylée en méthionine via deux réactions enzymatiques distinctes :

la premiere catalysée par une enzyme ubiquitaire : 5-méthyl-tétrahydrofolate-
homocystéine méthyl-transférase cytosolique (MTR, EC 2.1.1.13), appelée aussi
Méthionine synthase qui requiert pour son activité un cofacteur enzymatique, la
méthylcobalamine (MeCbl), forme active de la vitamine B12. Cette enzyme synthétise la
méthionine en fixant sur I’homocystéine un groupement méthyle fourni par la vitamine B9
ou 5-méthyl-tétrahydrofolate (5-CH3-THF) (Chen, 1997 ; Bogdan, 2010). Cette voie
métabolique nécessite, donc, une synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine B12.

( Stipanuk, 2004) (figure 08).
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Le tétrahydrofolate (THF) libéré au cours de cette réaction est au centre d’un cycle de
réactions passant par le 5,10-méthylene-THF(5,10-CH2THF), puis le 5-méthyl-THF. Ce
dernier est recyclé en permanence sous 1’action de 1’enzyme méthyléne-tétrahydrofolate
réductase (MTHFR, EC 1.7.99.5), qui exerce donc une action indirecte mais déterminante

dans la reméthylation de I’homocystéine (Giller, 1999 ; Lan, 2018) (figure 08).

La deuxiéme réaction de reméthylation, se déroule en grande partie au niveau du foie.
Elle est de faible activité et indépendante des folates et du méthyl-cobalamine, elle fait
intervenir une enzyme hépatique, la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT, EC
2.1.1.5) zinc dépendante. la réaction utilise la bétaine comme donneur de méthyle et libere
la N,Ndimethylglycine ( la bétaine provient de la nourriture, ou I’oxydation de la choline)
(Selhub, 1999 ; Sunden, 1997 ; Melse-Boonstra et al., 2005).

L’importance relative de ces deux voies de reméthylation varie en fonction du tissu

considéré et du statut protéique ( Mudd et Levy, 1995 ; Zhu, 2008).
11.1.2.2.2. Voie de trans-sulfuration

Lorsque la méthionine est en exces, I Hcy est dirigé vers la voie de
transsulfuration qui convertit de maniére irréversible I’Hcy en cystéine. En effet, sous
I’influence de la Cystathionine-f3 -Synthase (CBS , EC 4.2.1.22), ’Hcy se condense avec
la sérine pour former la cystathionine, elle méme clivée et désaminée en cystéine et en a-
cétobutyrate (par la Cystéine y Lyase (CGL, EC 4.4.1.1).Ces deux réactions nécessitent la
présence d’un cofacteur enzymatique, le phosphate de pyridoxal (vitamine B6) ( Ueland et
al., 1993 ; Refsum ,1998 ) (figure 08).

La voie de transsulfuration permet, d’une part, de diminuer les concentrations
toxiques de 'homocystéine. Et d’autre part, d'alimenter 'organisme en cystéine importante

pour diverses réactions ( Stipanuk et Ueki, 2011).

En effet, la cystéine formée a partir de ’Hcy est a ’origine d’un acide aminé
soufré ayant un réle antioxydant majeur, le glutathion (GSH), et d’autres acides aminés tel
que la taurine qui intervient dans le métabolisme des sels biliaires, impliqués dans le
stockage du cholestérol et I'absorption des graisses au niveau intestinal ( Li et al ., 1996 ;
Trabetti, 2008 ).

L'homocystéine se retrouve, donc, a l'intersection de deux voies métaboliques : la
reméthylation et la transsulfuration, En cas d’apport protéique excessif la voie de la

transulfuration est favorisée, a I’inverse en cas de déficit protéique, la voie de la
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reméthylation est favorisée afin de maintenir un pool cellulaire suffisant en méthionine
(Blacher, 2005).

En revanche, tout déficit portant sur I’'un des systémes enzymatiques (enzymes
et/ou cofacteurs) impliqués dans le métabolisme de 1’Hcy, entraine une augmentation de
ses concentrations cellulaires, plasmatique et urinaire. Par ailleurs un déficit enzymatique
portant initialement sur I'une de ces deux voies métaboliques entraine indirectement une

dérégulation de 1’autre voie, ce qui a pour conséquence, aussi I’accumulation d’Hcy.
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Figure 08. Métabolisme intracellulaire de I’homocystéine (Karine, 2000).

11.1.3. Régulation du taux plasmatique de I’homocystéine
Les activités de reméthylation et de transsulfuration sont coordonnées. Lors d’une

alimentation normale, le métabolisme de 1’homocystéine chez des sujets sains se divise

entre la transsulfuration et la reméthylation (Chango et Perrin, 1997).

Lorsque I’apport en méthionine est normal, la molécule d’homocystéine est recyclée
environ deux fois par la voie de reméthylation avant d’étre catabolisée par la voie de la

transsulfuration. (Aubard et al., 2000 ; Levasseur, 2009).
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La capacité de I'organisme a adapter I’utilisation de I’homocystéine en fonction de
I’apport en méthionine implique I’existence d’une régulation commune aux deux voies
(Roblin et al., 2007) .Cette régulation se fait par le régulateur allostérique la SAM, qui en
fonction de sa concentration, peut activer ou inhiber la MTHFR, orientant ainsi

I’homocystéine vers la voie de la transsulfuration ou de la reméthylation (Miller, 2013).

Lorsque I’apport en méthionine est élevé, il en résulte une augmentation de la
concentration intracellulaire de la SAM : rétrocontrdle négatif de la MTHFR, rétrocontrole
positif de la CBS pour permettre la dégradation de 1’homocystéine (Ho, 2002 ;
Dziegelewska et al., 2016).

Inversement, lorsque 1’apport en méthionine est faible, la concentration en SAM est
insuffisante pour I’inhibition de la MTHFR. La voie de reméthylation est alors favorisée

et la CBS n’est pas stimulée (Petras et al., 2014).
11.2. Hyperhomocystéinémie
11.2.1. Définition

Les valeurs normales de 1’homocystéine varient légerement entre les différents
laboratoires et suivants les techniques utilisées. Sur la base des travaux menés, les taux
plasmatique d’Hcy chez les adultes a jeun en bonne santé se situent entre 5—15 pumol/L

(Kang et al., 1992 ; Guilland et al., 2003).

L'hyperhomocystéinémie (HHcy) est définie par un taux plasmatique supérieur a 15
umol / L. Elle est classée en trois catégories: Modérée (16 — 30 pmol / L),
Intermédiaire (31-100 umol / L) et Sévere ( >100 umol / L)(Ravaglia et al., 2006 ).

Il importe de savoir, que le taux normal de I’Hcy chez les femmes en gestation reste
significativement bas par rapport a celui des femmes non enceintes (Malinow et al.,1998).
De plus, il change selon le stade de la grossesse, le niveau a tendance a diminuer pendant

le deuxieme et le troisiéme trimestre (Wallace et al., 2008).
11.2.2. Facteurs Favorisants I’hyperhomocystéinémie

L’HHcy peut étre primitive, suite a une anomalie au niveau de I’une des enzymes
de son métabolisme, ou acquise suite a des facteurs nutritionnels ou environnementaux
(Guilland et al., 2003 ; Stalder et al., 2007).
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11.2.2.1. Facteurs génétiques

Tout défaut affectant ’expression des geénes codants les enzymes clés du
métabolisme de I’Hcy peut entrainer une augmentation de ses  concentrations
plasmatiques. Il s'agit principalement des variants génétiques des enzymes MTHFR, MS
et CBS (Lietal., 1996 ; Goyette et al., 1998 ; Barbaux et al., 2000).

Parmi les plus importants on distingue : la mutation A2756G du géne codant la MS,
et les deux mutations du géne de la MTHFR a savoir C677T et A1298C (Frosst et al.,
1995) qui provoquent une HHcy modérée (Chen et al., 1997). Aussi, une mutation
courante au niveau du gene codant pour la CBS et dont la forme homozygote conduit a une
HHcy sévére ( Monika et al., 2002 ; Girs et Giet, 2006).

11.2.2.2. Facteurs nutritionnels

Les déterminants nutritionnels de 1’homocystéine les plus couramment cités sont :
la vitamine B6, la vitamine B9 et la vitamine B12, qui sont les cofacteurs de son
métabolisme (Peterson et al.,1998).

Plusieurs études ont confirmé la relation inverse entre les apports des vitamines B
et ’'HHcy. ( Mamm et al ., 1999 ; Hustad et al., 2000 ; De Bree et al., 2001 ; Coen et
Stehour, 2001 ; Cooper et al., 2002 ; Pfeiffer et al., 2005 ; Mouchabac, 2008 ).

> Carence en vitamine B6

La carence en vitamine B6 peut perturber la voie de trans-sulfuration de 1’Hcy en
réduisant 1’activité de la sérine-hydroxy-méthyltransférase (SHMT) et en supprimant le
catabolisme d’Hcy (Cuskelly et al., 2001 ; Allen, 2004 ; Pfeiffer et al., 2005 ; Stea et al.,
2008).

> Carence en vitamine B9

Une carence en folates est probablement la cause la plus importante et la plus étudiée
d’une HHcy. Elle provoque le déficit de la voie de reméthylation de I’Hcy(Lucock, 2000 ;
Joubert et al., 2002 ; Lee et al., 2003 ; Mebart, 2006 ).

Contrairement aux autres vitamines qui jouent un rdle de cofacteurs pour des enzymes
impliquées dans le métabolisme de I’Hcy, les folates sont utilisés comme substrat. Ce sont
des donneurs de méthyle dans la réaction de conversion de I'Hcy en méthionine. La
carence en folates est responsable, donc, d’un déficit en méthyl THF (Clarke, 2005 ; Lonn
etal., 2006 ; Séne et al., 2013).
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» Carence en vitamine B12

La vitamine B12 est le principal déterminant nutritionnel de I’Hcy. La carence en
vitamine B12 qu'elle que soit due & un défaut d'apport, d'absorption ou de transport sanguin
(Narnour et al., 2003) se répercute au niveau cellulaire et a pour conséquence une baisse
de la trans-méthylation du méthyl THF sur I’homocystéine durant la voie de reméthylation
(Chanarin et al., 1989 ; Guéant et al., 1993) .

II a été déja rapporté qu’une carence en vitamine B12 est souvent liée a une absorption
intestinale inadéquate est une cause fréquente d’'une HHcy modérée a sévére (Ueland et
al., 2000 ; Mc Kully, 2007 ; Serraj et al., 2010).

11.2.2.3. Facteurs environnementaux

Ces facteurs peuvent avoir des effets additifs ou potentialisés chez certains sujets qui
sont porteurs de mutations génétiques des voies de la reméthylation et de la

transsulfuration (Mouchabac, 2008).
»> Age et sexe

L’Hcy augmente avec 1’age, ceci pourrait étre lié au déclin de la fonction rénale et
également a la baisse du statut en vitamine B avec 1’age (Norlund et al., 1998 ; Herman
et al., 1999).

» Meédicaments

L’HHcy peut étre liée a la prise de certains médicaments comme les antifoliques
(methotrexate et anticonvulsants tels que la carbamazépine et la phénytoine), les anti B6
(isoniazide, cyclosérine, azaurinidine, procarbazine) et les anti B12 (oxyde nitreux) qui
interférent avec 1’absorption des vitamines B9, B6 et B12 (Guilland et al., 2003;
Kothekar, 2007). Par ailleurs, il ya certains médicaments qui influence les activiteés

enzymatiques, tel que 1’azaribine qui empéche ’activité de la CBS. ( De Bree et al., 2002).

» Pathologies

Certains états pathologiques tels que 1’hypothyroide, 1’insuffisance rénale (Bostom et
al., 1997; Guilland et al., 2003), la polyarthrite rhumatoide (Cattaneo, 1999), les
affections inflammatoires (notamment intestinales), le psoriasis, le diabéte de type II, les

maladies lymphoprolifératives et certaines cancers (Roubenoff et al., 1997 ; De Bree et
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al., 2002, Widner et al., 2002 ; Singal et al., 2004) contribuent a I’augmentation du taux
de I’Hey ( Kothekar, 2007).

> Habitudes de la vie

Certaines habitudes peuvent augmenter le taux de 1’homocystéine incluant 1’usage du

tabac, du café, de 1’alcool et I’activité physique (Grubben et al., 200).
11.2.3. Méthionine Synthase et polymorphisme A2756G
11.2.3.1. Protéine

La reméthylation de I’homocystéine en méthionine nécessite une enzyme, la MTR,
mieux connue sur le nom de méthionine synthase MS (Monika et Agnieska, 2002). Le
substrat de cette enzyme est le 5-CH3THF et la Cbl est son cofacteur (Roblin et al., 2007).

La MS humaine est une enzyme de 1265 acides aminés avec une masse moléculaire de
136 kDa (Goulding et al., 1997).

Elle se compose de plusieurs régions fonctionnelles. Les acides aminés 2 a 353
correspondent au domaine de liaison a I’Hcy. De 354 a 649 sont les acides aminés qui
correspondent & la région liant le5-CH3 THF, et du 650 a 896 a la région liant la Cbl et les
acides aminées 897 a 1227 correspondant au domaine de liaison de la SAM (Goulding et
al., 1997).

11.2.3.2. Géne

En 1996, Li et al. ont isolé et caractérisé le géne humain de la MS, il se trouve sur

chromosome 1(1g43) et comprend 33 exons (figure 09).

i

M o M
od OO0 0N A4 N0 ANy o M0 NOA 0o iy
Do Fe 0l od o N oo AN ode 0% DDd o 0N NI
momonnon 0 0 NN Ndd ad NN NN NGO MM 0 Tt T
oo oofp oo 24 4aod T 00 00 000000 irofl

rl

1

y i)

D "1 ©

| ===

=

Figure 09. Localisation cytogénétique du géne MTR.
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11.2.3.3. Polymorphisme A2756G

Le polymorphisme le plus courant dans le géne de la MS est la substitution d’une
adénosine par une guanosine en position 2756 (MTR A2756G) sur I’exon 8, qui meéne au

changement de I’acide aspartique en glycine au niveau protéique (VanderPut et al., 1997).

Des études menées sur des enzymes bactériennes suggerent que la mutation touche
un acide aminé appartenant au domaine catalytique de la protéine. Ce domaine qui porte le
site de fixation a la cobalamine (Matthews et al., 1998 ; Ueland et Rozen, 2005),
pouvant produire une diminution de 1’activité de I’enzyme et par conséquent une élévation
du taux de I’Hcy ( Chen, 1997 ; Harmon et al.,1999 ; Chango et al.,1999 ; Kullo et al.,
2006 ; Vesin et al., 2007).

Par ailleurs, il a été démontré qu’a travers son effet sur le taux d’Hcy, le
polymorphisme est considéré comme un facteur de risque pour la survenue des problemes
au cours de la grossesse, notemment les AS, les ASR et la prématurité (Wen et al., 2004 ;
Kim et al., 2013).
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I11.1. Généralités sur la grossesse et ses complications

La naissance d’un enfant est un événement attendu et heureux, qui est précédée par
la grossesse. Cependant, cette derniére bien qu’étant un phénomeéne physiologique peut
fortement engager le pronostic vital de la mére et /ou du nouveau-né lorsqu’elle est
associee a certaines pathologies. En effet, il existe beaucoup de complication dont les
menaces peuvent rythmer ses neuf mois de gestation ( Dickute et al., 2004 ; Meyer et al.,
2013).

Les problemes de grossesse qui peuvent affecter la santé de la femme et celle du
nouveau-né sont : ’anémie, le diabéte gestationnel, I’hypertention artériel (HTA), la pré-
éclampsie(PE), I’avortement spontané(AS) (Bernabe et al.,2004 ), 1’accouchement avant
terme (Luke et brown, 2007), I’hématome rétro-placentaire(HRP), le retard de croissence
intra-utérin (RCIU) et la mort feetale in utero(MFIU) ( Gueant et al., 2003 ; Steegers-
theunissen et al., 2004).

Ces complications sont a leur tour associées a une augmentation du risque de
mortalité et de morbidités périnatales et maternelles (Hassold et Chiu, 1985 ; Luke et
brown, 2007).

Dans notre ¢tude, on va s’intéresser aux avortements ainsi qu’a la prématurité.
111.2. Avortements

Le terme avortement provient de la racine latine « abortis » qui signifie expulsion
d’un produit de conception avant qu’il ne soit viable. C’est I’interruption de la grossesse,
avec expulsion spontanée ou provoquée du produit de conception avant le 180 éme jour
(soit 28 semaines d’aménorrhée). Date a partir de laquelle I’enfant né vivant est présumé

pouvoir se développer et vivre jusqu’a un age avancé (Merger, 2003).
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111.2.1. Avortements spontanés

L’avortement spontané (AS) est un accident fréquent de la pathologie obstétricale,
c’est la complication la plus courante de la grossesse. Environ 15 % a 20% de grossesses
cliniques évoluent vers un avortement spontané (Merviel et al., 2005 ; Oliver et Overton,
2014).

En 1976, I’Organisation Mondiale de Santé (OMS) a définit I’avortement spontané ou
plus communément appelé « fausse-couche », comme 1’expulsion de I’organisme maternel
d’un embryon ou d’un feetus avant 22 semaines d’aménorrhées SA (soit 20 semaines de

grossesse) ou pesant un poids inferieur a 500g.
Selon I'age gestationnel, les avortements spontanés se distinguent en :

- Avortements précoces: est I’expulsion spontanée d’une grossesse de moins de 14 SA,
communément appelé « interruption du premier trimestre de la grossesse » ( Lejeune ,
2010).

- Avortements tardives: 1’expulsion spontanée au deuxieme trimestre de la grossesse d’un

foetus avant 22 SA (>14 et <22 SA) (Capmas et al ., 2014).

En fait ce type de complication constitue, de nos jours, un probleme réel de santé
publique. En effet, il a été¢ estimé qui sont a I’origine de 14% de la mortalit¢ maternelle
dans le monde, avec 70000 déces chaque année (OMS), dont 99% dans les pays en voie de

développement (Nice , 2016).

En Afrique, chaque année 5 millions d'africaines subissent des avortements a risque et
34 000 d'entre elles décedent ( Hassoun, 2016).

Les avortements sont relativement fréquents en Algérie (une grossesse sur dix se
terminerait par une fausse couche), c’est un événement difficile a vivre, voire,

traumatisant, pour la femme comme pour le couple (Sennaoui , 2014/2015).
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111.2.2. Avortements spontanés a répétition

L’avortement spontané a répétition (ASR), également connue sous le nom avortement
spontané récurrent (RAS) se référe a la survenue de deux ou plus d’avortements spontanés

consecutifs (Vasudha et al., 2013 ; Liu et al ., 2015).

Le risque de répétition apres un avortement est de 20 %. Apres deux, trois ou quatre

avortements, le taux atteint 28 % , 30 % et 45 % respectivement (Regan et al., 1989).
L’avortement spontané a répétition peut, aussi, €tre classé en deux catégories :

- Avortement spontané précoce a répétition ( Maladie abortive) :trois avortements spontanés
successifs survenant avant 10 SA correctement documentés et sans grossesse intercalaire

menée a terme.

- Avortement spontané tardif a répétition : trois avortements spontanés tardifs successifs

survenant avant 22 SA et sans grossesse intercalaire menée a terme ( Yan et al., 2012).
111.2. 3. Facteurs de risque

La pathogénese des avortements reste mal comprise, un complexe impliquant des
facteurs environnementaux, nutritionnels et génétiques semble contribuer a leur forte

incidence.

Nous citerons quelques exemples qui ont été associés a la survenue de ces

complications chez la femme dans certaines populations :

» L’age (> 35 ans ) (Rochebrochard et Thonneau, 2002 ; San et al ., 2018).

» Les anomalies chromosomiques (Kaptan et al.,2008).

» Les anomalies utérines (Ogasawara et al.,2000), les thrombophilies (Séjourné et
al., 2011).

» Les maladie : auto-immunes (Stirtzinger, 1999) , endocriniennes (I’hypothyroide,
I’insuffisance lutéale) (Roubenoff et al., 1997), rénales (Swanson et al.,2003),
cardiaques (Ford et Schust, 2009) , I'infection (Lanir et al.,2003) et les maladies
hypertensives (Lejeune,2010).
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» Le stress et I’anxiété maternelle ont, également, une influence sur la survenue des
fausses couches spontanés (Glover et al., 2009).

» La consommation excessive des dattes (Ketta, 2008).

» La consommation de fortes doses de café et/ou du thé (> 6 tasses/j) (Grubben et
al., 2000).

» La malnutrition, les carences vitaminiques (Jie et al.,2018)ainsi que
I’hyperhomocystéinémie (Ray et Laskin , 1999 ; Chakraborty et al.,2013). En
fait, les métabolismes des vitamines B et celui de I’homocystéine qui sont
interdépendants sont incriminé, directement ou indirectement, dans 1’étiologie de
ce type de complication. Ils semblent étre des modificateurs du risque. Nous les

aborderons en détails dans le présent travail.

111.3. Prématurité

111.3.1. Définition

La prématurité est une naissance avant terme, elle se définit par la naissance d’un
enfant vivant entre 22 et 37 SA (Lacaze et al., 2000). Les nouveau-nés prématurés sont
tres fragiles du faite de I'immaturité de leurs fonctions vitales. Le risque encouru est

d'autant plus important que I'dge gestationnel est faible (Liu et al., 2012).

En effet, pendant le dernier trimestre de la grossesse la plupart des organes acquiérent
une fonctionnalité, permettant a I’enfant de s’adapter a la vie extra-utérine ; toute naissance
prématurée comporte, donc, le risque qu’une série de fonctions, controlant I’homéostasie et
les adaptations nécessaires au nouvel environnement, ne soient pas effectives (Faessel-
Pochard, 2001).

Le risque d’une prématurité est différent en fonction du terme de naissance (I’age

gestationnel), on distingue plusieurs types:

» Trés grand prématurité ou prématurité extréme : qui correspond a une naissance
survenant entre 22 a 27 SA.

» Grande prématurité : qui correspond a une naissance survenant entre 28 et 31
SA.

» Prématurité moyenne ou modérée : correspondant a une naissance survenant entre
la 32°™ et la 33"™ SA.
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> Prématurité tardive : qui correspond & une naissance survenant entre la 34°™ et la
36°™ SA ( Berardi, 1992 ; Besinger, 1997 ; Salle et sureau, 2006).

La prématurité est une des situations obstétricales les plus frequentes, et les plus
anciennement reconnues. Dans le monde, il est estimé qu’environ 15 millions de nouveau-
nés naissent chaque année prématurément, et ce chiffre demeure en constante
augmentation (OMS, 2013).

C’est la premiére cause de mortalité chez le nouveau-né et la seconde chez les
enfants de moins de 5 ans. Cette tendance est liée a I’augmentation de I’incidence des

grossesses multiples (Grebille et Benifla, 2002).

La mortalité néonatale est de 11 pour 1000 en Europe, 12 pour 1000 en Amérique,
38 pour 1000 en Asie du Sud, 44 pour 1000 en Afrique (Goldenberg et al., 2008).

111.3.2. Facteurs de risque

Sur le plan étiologique, I'accouchement prémature est un probléme multifactoriel, 1l

réunit un certain nombre des facteurs comme :

L’Age <17 ans ou > 35 ans ( Eure et al., 2002 ; Kristin et al .,2017).
Le stress physique et psychologique (Berkowitz et Papiernik , 1993).
L’appartenance ethnique (Junia et al.,2019).

<SS X

Les maladies telle que , le diabéte , 1’obésité (Saurel-Cubizolles et

al.,2004) , les infections (Leitich et al .,2003) , les insuffisances cardiaques

ou rénales (Goldenberg , 2005).

v" Les grossesse multiples (gémellaire et triplet) (Goldenberg et al .,2009).

v" Les maladies chroniques : HTA( Lawn et al.,2006) , hyperthyroidie
(Tekesin et al ., 2005).

v' Les contractions utérines (CU)( lams,2002).

v Les antécédents d’accouchement prématuré ou de fausse couche tardive
(Liem et al., 2013).

v’ Les carences vitaminiques (Samin et Wafa, 2006) et

I’hyperhomocystéinémie (Tiwari et al.,2017 ; Sonne et al.,2013).
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111.4. Physiopathologie des AS, des ASR et de la prématurité liée a la perturbation du
métabolisme de I’Hcy

Parmi les causes suspectés des avortements spontanés ou de la prématurité, chez la
femme enceinte, on retrouve la carence en certaines vitamines du groupe B et

I’hyperhomocystéinémie qui en résulte (Aubard et al., 200 ; Nelen , 2001).

Cette corrélation épidémiologique a entrainé beaucoup de recherches a travers le

monde. Jusqu’a maintenant c’est le sujet de nombreuses études.

Des taux anormalement ¢élevés de 1’homocystéine dans le sang et dans les cellules du
placenta pourraient exercer un effet haussier sur le déroulement de la grossesse due a sa
cyto-toxicité. Elle est considérée comme un facteur de risque pour la survenue des

problemes au cours de la gestation (Nelen et al., 2000).

En effet, le bon déroulement de la grossesse dépend de la qualité de I’endometre et de

la nidation qui conditionnent la capacité a concevoir et mener une grossesse a terme.

La principale hypothese de la physiopathologie des avortements et de la prématurité
est celle d’'un dommage précoce des vaisseaux déciduaux ou chorioniques , perturbant

I’implantation du conceptus (wouters et al., 1993 ; Aubard et al ., 2000).

Une augmentation du taux de 1’homocystéine a été observée chez les méres a risque.
Nelen et al (2000) ont étudié les femmes avec des ASR et ont trouvé une relation directe
entre les niveaux élevés d’Hcy et les alteration de la vascularisation des villosités
chrorioniques , qui présentaient des zones vasculaires, des périmétres et des diametres

réduits.

En outre, il a été observé qu’au cours de la grossesse, un taux ¢élevé d’homocystéine
favorise chez la mére des anomalies du placenta (Vollste et al.,2000) et augment le risque
d’accouchement pré-terme chez la femme enceinte (Faessel-Pochard, 2001 ; Grebille et
Benifla, 2002).
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1.1. Présentation de I’étude

L’étude est transversale de type cas-témoin, elle s’est effectuée durant une période

de presque quatre mois, allant du 04 février 2019 au 26 mai 2019.

L’étude a porté sur des populations de femmes, comportant un nombre total de 62,
admises au niveau de la maternité et des 1’établissement publiques de santé de
proximité(EPSP)-(polyclinique Beni Thour et Rouissat) de Ouargla. Pour I’ensemble de
ces femmes un recueil de données, par un questionnaire, a été fait dans le but de collecter
les informations nécessaires a notre étude. Aussi, des prélevements de sang ont été
effectués afin de procéder a des analyses biochimiques et génétiques. Ces derniéres qui ont
été realisées au niveau des laboratoires de biochimie et de généetique et biologie

moléculaire du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Benbadis de Constantine.
I.1.1. Répartition et caractéristiques des populations de I’étude
Les populations de femmes a risque et des témoins sont représentées comme suit :

» Une population comportant 33 femmes a risque ayant fait une complication de grossesse
de type « avortement » admises au niveau du service «gynécologie» de la maternité
d’Ouargla. Elles sont agés entre 20 et 46 ans et ont un age de grossesse qui varie entre 03
SA et 21SA. Parmi ces 33 femmes, 15 ayant fait un avortement spontané a cause inconnue
pour la premiére fois, et 18 femmes ayant fait un avortement spontané a répétitions (deux

avortements ou plus) et dont la cause n’est pas toujours connue.

» Une population de 10 femmes a risque ayant fait un accouchement prématuré. Les femmes
sont agés entre 22 et 38 ans et ayant un age de grossesse variant entre 29 et 35 SA , elles
sont recrutées au niveau des services «gynécologie» et « suite de couche» de la maternité

de Ouargla.
Les critéres d’exclusions pour les femmes a risque sont :

v' Femmes ayant fait un avortement provoqué et/ ou a cause connue telle que les

avortements a cause des infections.

v" Femmes ayant subit d’autres complications de grossesse : HTA gestationnel,

grossesse extra utérine, grossesse molaire, diabete gestationnel. ..

v Femmes ayant des maladies chroniques ou prenant  des traitements

médicamenteux pouvant géner 1’interprétation des résultats biochimiques.

31



Etude exprérimentale Chapitre I. Sujets, matériels et méthodes

» Une population témoin représenté par 19 femmes enceintes en bonne santé n’ayant
jamais présenté un probléme au cours de leurs grossesses. Elles ont le méme age
gestationnel que les femmes ayant des complications, permettant ainsi de faire une
comparaison fiable des taux des parametres biochimiques. L’ensemble des témoins
a été recruté au niveau de I’Etablissement Publique de Santé et de Proximité

(EPSP)-polyclinique Beni Thour et Rouissat —Ouargla.
1.1.2. Recueil de ’information

Pour les trois populations, un recueil de données a été effectué, il consiste en la
consultation du dossier médical et en un questionnaire auprés des femmes (Annexe 1). Les
informations recueillies nous ont servi pour I’étude des facteurs de risque qui peuvent
perturber le statut biochimique maternel et contribuer a 1’étiologie des avortements et des
accouchements prématurés, a savoir : I’age, I'IMC, le stress, la forte consommation des

dattes, du café, du thé ainsi que la prise des suppléments vitaminiques et d’acide folique.

Un consentement a été fait par toutes les femmes préleveées, aussi bien les femmes a

risque que les femmes témoins.
1.1.3. Parameétres étudiés

Des prélevements sanguins pour les femmes des différentes populations ont été
effectué afin de réaliser des analyses biochimiques qui consistent aux dosages de la
vitamine B9, la vitamine B12 et de ’homocystéine ainsi que des analyses génétiques
représentées par la recherche d’une mutation importante pouvant toucher le géne de la
méthionine synthase, cette derniére qui est I’enzyme clé dans le métabolisme de
I’homocystéine. Une comparaison entre les meres a complications et les témoins a été
effectuée pour ces différents parametres, raison pour laquelle, 1’dge, le niveau
socioéconomique et les critéres d’exclusions pour les témoins sont les méme que ceux des

meres a risque.
1.1.4. Types et critéres de comparaison entre les populations
Plusieurs types de comparaison ont été réalisés

1- Une comparaison des taux des différents paramétres biochimiques entre les meres

a risque ayant fait un avortement spontané et les témoins.
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2- Une comparaison entre les meres a risque qui ont fait un avortement spontané a
répétition et les témoins a concernée non seulement les parametres biochimiques

mais aussi génétiques.

3- Une comparaison, entre les témoins et les meres qui ont fait un accouchement

prématuré, des taux des paramétres biochimiques, sujets de ce travail.
1.2. Prélevements et analyse des échantillons
1.2.1 Prélevements sanguins
Les prélevements de sang ont été recueillis le matin a jeun :

Pour le dosage des vitamines B9 et B12: les prélevements ont été réalisés sur des tubes
héparines centrifugés a 4000 rpm pendant 10 minutes, le plasma récupéré est congelés a -
20°C jusqu’ a l’analyse. Les tubes sont recouverts par du papier aluminium, car les

vitamines sont sensibles a lumiére.

Pour le dosage de I’homocystéine : les prélevements se font sur tubes EDTA (EDTA=
Ethyléne Diamine Tétra-Acétique), placés immédiatement dans la glace, acheminés au
laboratoire et centrifugés a 4500 tour/min pendant 5 min. le plasma obtenu est congelé a -
20 ° C jusqu’a I’analyse. Il est important de séparer le plasma des cellules dés que possible

apres le prélevement, car la synthése de I’Hey peut avoir lieu dans les hématies.

Pour D’étude génétique . du sang total frais est recueilli sur tubes EDTA est conservé a

+4°C pour I’extraction de I’ADN et I’analyse génétique.
1.2.2. Analyses biochimiques :

Dans notre travail le dosage des différents parameétres biochimiques ; Vitamine B9,
vitamine B12 et homocysteinea été réalisé automatiquement par un dosage in vitro avec

I’analyseur Immulite 2000 (figure 10).
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Figure 10 . Automate Immulite 2000(Laboratoire de biochimie CHU Constantine).
1.2.2.1. Dosage du folate (vitamine B9) :
- Principe

C’est un immunodosage par compétition. Le test en chimiluminescence utilise un
principe de compétition en phase liquide avec un ligand marqué et une immobilisation in
situ avec une protéine porteuse. La révélation s’effectue au moyen d’un anti ligand marqué
par de la phosphatase alcaline. Les échantillons a doser doivent subir une ébullition
préalable. L’acide folique de I’échantillon rentre en compétition avec 1’analogue de 1’acide
folique marqué par le ligand vis-a-vis d’une quantité limité d’une protéine porteuse de
I’acide folique. Cette protéine porteuse est capturée par I’anticorps fixé a la surface de la
bille.

- Méthode
v Préparation de la solution de travail

Pour le dosage quantitatif de 1’acide folique dans le plasma, les échantillons doivent
étre prétraités par une solution préparée quotidiennement. Si elle n’est pas utilisée

immédiatement, elle peut étre conservée a +2°C/ +8°C pendant 24 heures au plus.

Solution pl/ test
Solution borate / tampon KCN 1000
Folate marqué par un ligand 20
Solution de dithiothréitol 20
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v Préparations des échantillons

200 pl de chaque ajusteur, contréle et échantillon de patient, est mélangé a 1000 ul de
la solution de travail. Les tubes non hermétiquement fermés sont placés dans un bain d’eau
chaude a ébullition (100°C) pendant 15 a 20 minutes, ensuite ils sont refroidis dans un bain
d’eau a température ambiante pendant 5 minutes. 350 pl de 1’échantillon ainsi préparé est
mise dans une unité Echantillon IMMULITE.

v Valeurs de références
Acide folique plasmatique 3-17 ng/ml (6-39 nmol/l)(Cooper,1984).

1.2.2.2. Dosage de la vitamine B12 :
- Principe

C’est un immunodosage en phase solide par compétition utilisant une technologie de
chimiluminescence enzymatique et comprenant une procédure automatisée de dénaturation

alcaline.
- Méthode

L> IMMULITE 2000 réalise un seul cycle de traitement de 1’échantillon clinique du sérum
ou du plasma additionné de dithiothréitol (DTT) et d’une solution de soude( NaOH), dans
un tube a essai ne contenant aucune bille. Au terme de 30 minutes d’incubation,
I’échantillon traité est transféré dans un second tube de réaction contenant une bille de
polystyréne revétue de vitamine B12 et un facteur intrinseque de porc (FI). Lors des 30 mn
d’incubation suivantes , la vitamine B12 libérée par les protéines porteuses endogénes
pendant le pré-traitement de 1’échantillon entre en compétition avec le vitamine BI12
immobilisée aux fins de fixation au FI. L’anticorps anti FI marqué a la phosphatase
alcaline est ensuite introduit et se lie & n’importe quel FI qui est immobilisé sur la bille
revétue de vitamine B12 , au cours des 30 derniéres minutes d’incubation le conjugué

enzymatique non lié est éliminé par un lavage accompagné de centrifugation.
v Valeurs de références

Les résultats sont donnés en pg/ ml dont la plage normale est de 174-878 pg/
ml(Allen, 1981).
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1.2.2.3. Dosage de ’homocystéine
- Principe

C’est un immuno-dosage par compétition. Le test inclut une étape préliminaire
manuelle de prétraitement des échantillons. L’Hcy des échantillons plasmatiques est
séparée des protéines de liaison et convertit en SAH aprés incubation de 30 minutes a 37°C

en dehors du systeme et en présence de SAHH et de dithiothreitol (DTT).

L’échantillon prétraité et ’anticorps anti SAH marqué a la phosphatase alcaline sont
introduits simultanément dans 1’unité test qui contient une bille de polystyréne recouverte
de SAH. Pendant une incubation de 30 minutes, le SAH provenant de 1’échantillon
prétraité entre en compétition avec la SAH fixé pour se lier a ’anticorps anti-SAH marqué

a la phosphatase alcaline.
- Meéthode
v Préparation de la solution de travail

Solution préparée quotidiennement. Elle doit étre utilisée dans les 2 heures suivant

la préparation.

-un volume suffisant de Solution B de prétraitement (DDT dans un tampon) est
dilué au 1/10 dans I’eau distillée avant de I’ajouter a la solution A de prétraitement (SAHH

bovine dans un tampon).
-les deux solutions A et B(diluée) sont mélangé a volume égal.

Les quantités doivent étre suffisantes pour le nombre de tests a realiser, par exemple :

Nb d’éch Soltravail ml | H,O ml Pré-B ul Pré-A ml Total ml

5 1,5 0,90 100 1 2

v Préparations des échantillons

-Pour les contrdles et échantillons de patients 15 ul de chaque contréle et échantillon
de patient (plasma) est ajoutée a 300ul de la solution de travail. Les tubes fermés et
mélangés sont places dans un bain- marie & 37°C pendant 30 minutes, ensuite ils sont
transférés dans les unités Echantillon IMMULITE.
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-Pour les ajusteurs 20 pl de chacun des ajusteurs (SAH synthétique dans une matrice
protéine/tampon) est ajoutée a 400ul de la solution de travail. Les autres étapes sont les

mémes.

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

réfrigérés a +2°C/+8°C une heure avant le dosage.
v Valeurs de références

Le test IMMULITE 2000 Homocystéine présente un domaine de référence de 5 —
15umol/l(Guilland et al.,2003). Pour les femmes enceintes le taux est
<11lpmol/I(Malinow et al.,1998).

1.2.3. Analyse génétique

Notre étude génétique consiste en la recherche de la mutation A2756G du gene de la MS.
Pour atteindre cet objectif nous avons procéder a une extraction d’ADN, suivit de la

technique PCR/RFLP permettant la détection de la mutation.
1.2.3.1. Extraction et dosage de ’ADN
- Principe

L’ADN de chaque patient est extrait a partir des leucocytes du sang, le sang doit étre
initialement mélangé a une solution hypotonique pour permettre la lyse des globules
rouges. Apres récupération des leucocytes, ces derniers vont étre traités par un mélange
représenté par un détergeant Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) et la protéinase K , dans le but

de dégrader tout ce qui est protéines et I’ ADN nucléaire est libéré dans le milieu.

Une précipitation au NaCl va éliminer les protéines. Le surnageant ainsi récupéré est traité

par I’éthanol dans lequel une pelote d’ADN se forme par précipitation.
- Technique
* Lyse des globules rouges et préparation des leucocytes

- Dans un tube Falcon de 50 ml ; le sang total complété a 50 ml avec du TE 20 :5 mis et
laissé 10 min dans la glace. Il est homogénéisé puis centrifugé pendant 10 min a
3900tour|min.

- Le surnageant est ensuite déversé.

- Le TE 20 :5 est ajouté jusqu’a 30 mL au culot, le tout est agité et laiss¢ 10 min dans la

glace puis centrifugé dans les mémes conditions précédentes.
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- Ensuite le surnageant est encore une fois déversé pour obtenir du culot de leucocytes.
- Enfin du TE 10 :1 est ajouté et le culot est conservé a (-20°C) dans le congélateur.
» Extraction de I’ ADN

- les leucocytes sont décongelés puis centrifugés pendant 10 minutes a 4000 rpm et le culot

de leucocytes est repris dans un tube Falcon de 15 ml.

- au culot leucocytaire sont ajoutés 3 ml de tampon de lyse, ensuite 200 uL de SDS
puis 100 pL de protéinase K.

- le tube, sur une roue, est ensuite agité a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; il est refroidi dans la glace, auquel 1’on rajoute 1 ml de Nacl 4M. Le tout

est agité rigoureusement a la main.

- le surnageant, apres centrifugation, est repris dans un tube Falcon de 15 ml ou il faut
ajouter 2 fois son volume d’éthanol absolu préalablement refroidi. En tournant le tube

plusieurs fois, la pelote d’ADN se forme. Si cela n’advient éventuellement pas, on laisse
30 min a—-20°C.

- la pelote d’ADN est récupérée avec une pipette pasteur et rincée en deux reprises dans

1’éthanol a 70% (figure 11).

—
——

Figure 11. pelote d’ADN.
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e Détermination de la concentration et de la pureté de I’ADN

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure de I’absorbance a 260nm.
Sachant qu’une unité¢ de DO a 260nm est équivalente a 50 pug /ml d’ADN, il est possible
d’évaluer la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule: facteur de dilution x 50 X
DO260.

Par ailleurs, la qualité de ’ADN est évalué¢ par un rapport de DO 260/DO 280. En effet,
I’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent a
280 nm ; un ADN de bonne qualité, dépourvue de contamination protéique ou par I’ARN

doit présenter un rapport compris entre 1,6 et 2.
- L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/ DO280 < 1,6.
- L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/ DO280 > 2.

1.2.3.2. Recherche de la mutation A2756G du gene de la MS par la technique PCR
/IRFLP

- Principe

La PCR ou réaction en chaine par polymérase est I’abréviation de 1’expression anglaise

Polymerase Chain Reaction. C’est une technique de réplication ciblée in vitro.

Le principe de la PCR est la synthése de multiples copies d’une séquence d’ADN
spécifique, elle consiste a utiliser deux amorces, courtes séquences d’ADN (18-24
nucléotides), qui s’hybrident a des sites complémentaires situé€s en orientation inversée sur
les deux brins de I’ADN qui encadrent la région cible que I’on veut amplifier (mullis et
al .,1987), la réaction de PCR se décompose en trois étapes: dénaturation , hybridation

,elongation (synthése d’un nouveau brin a partir des amorces par la Tq polymérase).

RFLP (Restriction fragment leng polymorphism) : ¢’est I’étude du polymorphisme

de longueur de fragments de restriction

I’ADN cible amplifié¢ est analysé¢ par RFLP, ce dernier, refléte une différence (un
polymorphisme) au niveau d’un site particulier de reconnaissance d’une enzyme de
restriction donnée. Cette variabilité se manifeste par la présence ou I’absence de celui-ci,
ce qui se traduit par un polymorphisme des longueurs des fragments de restriction. Aprés
digestion enzymatique, les fragments de restrictions sont soumis a une électrophorese sur
gel qui permet leur séparation en fonction de leur taille. Les fragments sont révelés par

I’utilisation du bromure d’éthidum (BET) fluorescent aux rayons ultraviolets.
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- Technique
» Amplification de ’ADN cible par PCR

L’ADN cible du géne MS est de 189 pb, il est amplifié dans un milieu réactionnel
(ou mix) de PCR. Pour chaque tube de réaction sont mélangés : des désoxyribonucléotides
triphosphates(dNTP 25Mm) , une enzyme d’amplification in vitro (Tag polymérase), un
environnement réactionnel (Tampons, MgCl,, H,O) et deux amorces oligonucléotidiques.

Les amorces utilisées sont :

Sens MS1 = 5'"CATGGAAGAATATGAAGATATTAGAC3’

Antisens MS2 = 5'GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA3’

Mix de PCR pl/test
Tampon 10X 5
DNTP 10
H,O 27,76
MgCl, 3
Oligo F(Forward) 1
Oligo R (reverse) 1
Taq polymérase 0,24

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

Pour les autres tubes, 2 uLL. d’ADN sont mélangés a 48uL du mix (Abbas et al.,2016).

Les tubes de PCR préparés sont déposés dans le thermocycleur (Figure 12)
programmé au préalable. Les conditions pour le déroulement des cycles d’amplification

par PCR sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 01).
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Tableau 01 . Programme de PCR.

Nombre de cycles Etape Température (°C) Durée
35 Dénaturation initiale 95 2 min
Dénaturation 94 40 sec
Hybridation 50 40 sec
Elongation 72 1 min
Elongation finale 72 10 min

Figure 12. Le thermocycleur (Labratoire génétique et biologie moléculaire CHU

Constantine).
» Electrophorese des produits de PCR

Le contrGle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorése
sur un gel d'agarose a 1,5 % (1,5 g d’agarose et 100ml du TBE 1X ) additionné de 10 ul de

BET (Bromure d’éthidium) et coulé sur plaque de cuve horizontale.

Dans chaque puits du gel, il est déposé : 10 ul de produit d’amplification + 3 pl du
colorant Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de migration .

Les dépdts se font du coté cathode (-). Le systéme soumis a une migration sous un

courant de 90 & 120 volts pendant 45 min .
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Apres la migration, le gel est soumis au rayons ultra-violets (UV). Les molécules de
bromure d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumiére visible et permettent de

visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents (figure 13).

Figure 13. Profil d’électrophorése des fragments amplifié du géne de la MS (198pb) sur
gel d’agarose 1,5 %.

Digestion des produits de PCR

La mutation A2756G du géne MS crée un site de restriction reconnu par I'enzyme

de restriction Hae 11 (source : Bacillus subtilis R), dans la séquence de 189pb amplifiée.

Pour digérer notre fragment cible, un mix de réaction contenant un tampon,

I’enzyme de restriction, et I’eau est utilisé.

Mix de la digestion pl/test
Tampon 10X 2
Hae 111 1
H,O 4

Le mix de la digestion est préparé selon le nombre des amplifiants a digérés plus
un. Dans chaque tube sont mélangés 7 ul du mix avec 8 ul de produit de PCR. La digestion
enzymatique est réalisée dans une étuve a 37°C durant 4 heures (Abbas et al., 2016).

La digestion enzymatique donne des fragments : 159 pb, 189 pb et 30 pb, le
premier apparait sur le profil éléctrophorétique sous forme d'une seule bande qui
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correspond au individus homozygotes mutés (génotype GG). Le deuxieme apparait aussi
sous forme d'une seule bande, il s'agit des individus homozygotes sauvages (génotype
normal AA).

Les deux bandes ensemble, correspondent aux individus hétérozygotes (génotype

AQG). Le troisieme n'est pas visible a cause de son intensite trop faible (figure 14).
» Electrophorese des produits de la digestion

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose a 3 % (3g d’agarose + 100ml du TBE1X), additionné de

10 pl de BET et coulé sur une plaque de la cuve horizontale.

10 pl du produit de la digestion sont mélangés a 3 ul de BBP, déposés dans des
puits creusés dans le gel du coté de la cathode qui vont migrer vers 1’anode dans le champ
électrique et leurs vitesses dépendent de leurs tailles. Dans chagque gel on dépose également
un marqueur de taille. La migration est réalisée de 80 a 100 volts pendant une heure dans

un tampon 1X.

AG
(189pb+159pb)

AA
(189pb)

Figure 14 . Profil d’électrophorése des fragments présentant différents génotypes issus par

clivage de Haelll sur gel d’agarose 3 %.

43



Etude exprérimentale Chapitre I. Sujets, matériels et méthodes

1.2.4. Analyse statistique

Les variables continues sont exprimées en moyenne + écart type . Pour comparer
les concentrations moyennes des différents parameétres entre les différents groupes, et les
variables qualitatifs par des pourcentages. Pour I’étude de la significativité et le risque lié
aux différents facteurs un test t a été utilisé. Les analyses statistiques ont été effectuées a

I'aide des statistiques IBM SPSS (version 20).
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I1.1. Etude de quelques facteurs de risque pour les avortements spontanés (AS

ASR) et pour la prématurité

et

Notre but, a travers cette partic de 1’é¢tude, est de voir ’effet de quelques facteurs

physiologiques et nutritionnels, pouvant influencer le statut biochimique des femmes, dans

la survenue des AS, ASR et de la prématurité dans notre population.

11.1.1. Age

29,20 ans

Meres AS
B Meéres ASR

B Témoins

Figure 15. Moyenne d’age chez les méres a AS et a ASR et leurs témoins.

Méres Prématurité

B Témoins

Figure 16. Moyenne d’age chez les méres a accouchement prématuré et leurs témoins.
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La moyenne d’age chez les méres ayant fait un ASR, dans notre population, est de
36,22 + 5,98, elle est de 29,20 + 5,94 chez les méres faisant un AS, nous avons trouve
qu’elles sont différentes significativement de celle des témoins qui est de 28,07 + 4,81
(Figure 15). Notre étude montre que le risque de fausses couches augmente avec 1’age
maternel. C’est un facteur de risque pour les avortements et plus particulierement pour les

ASR.

Notre constatation est en bon accord avec ce qui a été trouvé par plusieurs études
(Nybo Andersen et al., 2000 ; Schimmel et al., 2015 ; Li et al., 2014 ; Sauer, 2015).

Selon (George et al .,2006 et Carolan et Wright, 2017), le risque de fausses couches
répétées était accru chez les femmes agées de 35 ans ou plus.

En effet, un taux élevé de perte feetal chez les femmes a été 1ié a une diminution
intrinseque de la fécondité avec 1’age, expliquée par le vieillissement biologique de I’axe

hypothalamus-hypophyso-ovarien (Gindoff et jewelewicz, 1986 ; Liu et Case, 2011).

Par ailleurs, 1’élévation du taux d'aberrations chromosomiques avec l'dge est bien
connue et peut étre une explication des ASR. Le risque de survenue d'anomalies
chromosomiques est estimé a 1,6 % a 38 ans, 2,21 % a 40 ans et 4 % a 42 ans (Belaisch-
Allart et al., 2008).

Un résultat inverse a été observé pour la prématurité, la moyenne d’age est de 28,80 +
5,59 chez les meres qui ont fait un accouchement prématuré et de 31,40 + 6,14 chez les
témoins (figure 16). Ceci dit que le risque d’accouchement prématuré est associé a 1’age

maternel précoce dans notre population.

En effet, la majorité des ¢études examinées ont révélé que 1’age maternel précoce est
un facteur augmentant le risque de la prématurité (Offenbacher et al .,2001 ;Newburn-
Cook et Onyskiw,2005 ; Goldenberg et al.,2008 ; Kahveci et al.,2018 ).

L’explication proposée pour cette observation, est I’efficacit¢ des fonctions
placentaires (Shah,2010 ; Prosper—-Kakudji et al.,2015), une femme de jeune age se
retrouve en compétition pour les nutriments avec le foetus en développement ( Kabore et

al.,2007).

En outre, ce sont des femmes qui manquent d’expérience pour ce qui concerne la

nécessité d’avoir des réserves vitaminiques et de la supplémentation en ces derniers. Elles
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sont généralement sous-scolarisées et vivent dans des zones a accés limité aux services de

soins de santé (Nancy et Deanna, 1997 ; Aras et al., 2013 ).

11.1.2. Obésité
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Figure 17.  a: Moyenne d’IMC chez les méres a AS et a ASR et leurs témoins.

b : Répartition des meres & AS et a ASR et leurs témoins selon I'TMC
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a :Moyenne d’IMC chez les meres prématurité et leurs témoins.

b : Répartition des méres a accouchement prématuré et leurs témoins selon

IMC.

L’obésité est évaluée par I’indice de masse corporelle (IMC) qui correspond au

poids (en Kilogrammes) divisé par le carré de la taille (en métre). L’IMC est considéré
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normal quand il est égal ou inférieur a 25, il y a un surpoids lorsque I'IMC est égal ou

supérieur a 25, un IMC égal ou supérieur a 30 correspond a une obésité (OMS, 2013).

En tenant compte de la faible taille de I’echantillon aprés répartition en plusieurs
classes, nous avons choisi d’assembler les IMC supérieur a 25 et supérieur a 30 dans un

méme groupe.

Nous avons observé un pourcentage tres élevé des meres a AS et a ASR (60% et
66,66% respectivement) qui ont un IMC > 25 par rapport au pourcentage des témoins qui
est de 35,71% (figure 17) , concluant, ainsi, que le surpoids et /ou 1’obésité sont considéré
comme un facteur de risque significatif pour ce type de complications dans notre

population.

Dans leurs études concernant les fausses couches spontanées, Benammar et al.,
2012 ; Tanviq, 2014 et aussi Poston et ses collaborateurs en 2016 ont pu tiré la méme
conclusion que la notre. En fait, le surpoids joue un réle non seulement sur la qualité
ovocytaire et embryonnaire (Vinturache et al., 2014), mais également sur la réceptivité

endométriale (Davies et al., 2010).

Chez les femmes en surpoids, il peut y avoir une phase lutéale courte (Helm et al.,
2009), avec un cycle de troubles de I'endomeétre (Jain et al ., 2007), ce qui peut expliquer
en partie I'échec de l'implantation d'embryon et l'apparition d’AS (Benammar et al.,
2012).

Sur le plan biochimique, ceci peut étre expliqué par la résistance a I’insuline qui
augmente physiologiquement pendant la grossesse, ce qui permet une augmentation du
glucose circulant (Hamon et al.,2005 ; Sathyapalant et al.,2010).

Les meres obeses sont plus résistantes a I'insuline que les femmes a IMC normal, car
leur métabolisme glucidique est perturbé, et donc il ya une grande disponibilité du glucose
pour le feetus, dont les effets sont potentiellement néfastes pour son développement

(Jarvie et al ., 2010).

Concernant la prématurité, nous n’avons pas remarqué des différences significatives
de la moyenne est des intervalles des IMC entre les méres a risque et les témoins (figure
18).
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Les données de la littérature, par contre rapporte que les femmes enceintes obéses
sont plus susceptibles a la prématurité spontanée (Cresswell et al., 2012 ; Wang et al.
2019).

De leurs parts, Manzanares et al (2012); Goldstein et al (2017) et Liu et al (2019),
ont rapporté que 1’obésité maternelle et le surpoids pendant la grossesse, entrainent un

risque accru d’accouchements prématurés

11.1.3. Stress
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Figure 19. Niveau de stress chez les meres a AS et a ASR et leurs témoins.
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Figure 20. Niveau de stress chez les meres & accouchement prématuré et leurs témoins.

Au vue de la figures 19, le niveau du stress est significativement élevé chez les méres
ayant fait des avortements dans notre population. 80% des meres faisant des AS et 88,88%
des méres faisant des ASR ont vécu des problémes, des situations dépressives et stressantes
avant ou pendant le premier trimestre de leur grossesse (soit a cause d’un déce¢, de

problémes avec leurs maries ou aussi des problémes liés a leurs enfants).

Nos résultats concordent avec ceux de (Broen et al (2004), Bellieni et Buonocore
(2013) et Wong et al (2018) et confirment que le stress représente un facteur de risque

important pour la survenue des avortements.

Selon Zeindler (2013), le type de stress, sa durée, son intensité et le moment
d’exposition du feetus par rapport a 1’age gestationnel sont des facteurs pouvant influencer
son développement. Les deux premiers trimestres sont les périodes les plus sensibles
(Suzanne King, 1998).

En effet, le stress stimule I’axe, que I’on appelle corticotrope, qui aboutit a la
libération de glucocorticoides (cortisol) par la corticosurrénale. La sécrétion du
corticotropin releasing factor (CRF) stimule le complexe hypothalamohypophysaire,
libérant 1’ Adrenocoticotropin hormone (ACTH) qui agit sur la corticosurrénale, laquelle

sécréte elle-méme le cortisol (Raynor, 2014).

50



Etude exprérimentale Chapitre 11. Résultats et discussion

Certes, le taux de cortisol augmente durant la grossesse de maniere physiologique
(Molénat et Roegiers, 2011). Cependant, un taux anormalement éleve de cortisol pourrait
passer a travers la barriére placentaire et altérer le développement de 1’axe hypothalamo-

hypophyso-cortico-surrénalien (HPA) (Gennari-Moser et al., 2010).

Pour ce qui est de I’accouchement prématuré, bien que le stress €tait impliqué comme
facteur de risque selon certaines recherches (Medsker et al., 2015) , notre étude (figure
20), ainsi que d’autres n’ont pas observé cette association (Straub et al., 2014 ; Erckson
et al., 2019).

Selon une revue de synthese de la littérature, le stress ressenti dans les trois derniers

mois pourrait induire une mise en travail prématurée (Romero et al., 2006).

Ceci peut étre interprété par le fait que , la CRH (corticotropin releasing hormone),
stimule la production de prostaglandines et d’ocytocine qui agissent sur 1’utérus,
provoquant la survenue des contractions. Lors de stress, le taux plasmatique de celle-ci est
accru et le risque d’accouchement prématuré serait alors augmenté de 3 a 4 fois (Mulder et

al., 2002).

11.1.4. Consommation des dattes
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Figure 21. Consommation forte des dattes par les méres a AS, a ASR et a accouchement

prématuré et aussi par les témoins.
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Le risque de survenue des avortements (AS ou ASR) lié a la forte consommation
des dattes, n’a pas été observé dans notre population d’étude. En revanche, un risque

faible a été constaté pour la survenue d’un accouchement prématuré chez les femmes.

En fait, les dattes contiennent I’hormone ocytocine produite naturellement par le corps
qui aide a stimuler les contractions utérines. Par ailleurs, la sérotonine, le tanin et le
calcium qui contient les dattes contribuent aussi a la contraction des muscles lisses de
I'utérus(Ketta, 2008). Raison pour la quelle les médecins conseillent pour sa

consommation pendant le dernier mois de la grossesse.

Il a été démontré que la consommation six dattes par jour au cours des quatre
derniéres semaines de leur grossesse influence positivement le résultat du travail et de

I’accouchement sans effet négatif sur la mére et I’enfant (Al-Kuran et al., 2011).

Cependant, la consommation excessive des dattes au cours de la grossesse peut avoir
des résultats néfastes, causant, ainsi, des contractions avant terme, voir la survenue des
avortements (Ketta, 2008).

11.1.5. Consommation du café et du thé
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Figure 22. Consommation excessive du thé et du café par les méres a AS et a ASR et par

leurs témoins.
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Figure 23. Consommation excessive du thé et du café par les meéres a accouchement

prématuré et par les témoins.

La consommation des boissons, café ou thé, pendant la grossesse s’avére un facteur
de risque pour les avortements et les accouchement prématurés dans certaines etudes
(Hahn et al.,2015; Huang et al., 2016). En effet, la caféine, ainsi que [’acide
chlorogénique, un polyphénol présent dans le café pourraient étre des facteurs qui
augmente la concentration de I’homocystéine. Cette derniere, qui a son tour augmente le

risque de ces complications (Stein Emil et al.,2000).

Les analyses menees lors de ce travail, conformément a ceux de Savitz et al. (2008)
et Levitio et al .(2018), n’ont pas conclu a une association positive significative. Ce
constat est valable pour les AS comme pour les ASR. Certes, les pourcentages des femmes
a risque (AS ou ASR) qui ont une forte consommation du thé ou du café sont supérieurs a

ceux des témoins, cependant, le risque trouvé reste non significatif.

Pour ce qui est de la consommation de ces boissons et le risque d’accouchement
prématuré, nous avons constaté qu’une minorité de femmes les a pris et avec des doses tres
faibles. Nous concluons, ainsi, [’absence de D’effet significatif de la consommation
occasionnelle du thé et du café sur le risque de la prématurité. Résultat trouvé egalement
par Tollanes et al en (2016) et Lu et al en (2017).
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11.2. Analyse biochimique

11.2.1. Statut biochimique : folate, vitamine B12 et homocystéine des femmes ayant

fait des AS, des ASR ou ayant accouché avant terme

Cette partie de notre étude, menée sur les meéres a risque de notre population, a
permis de fournir des données sur leur statut biochimique. Elle vise a évaluer I'ampleur de
I’abaissement des taux des vitamines B9 et B12 et/ou I'augmentation du taux de
I’homocystéine. Une analyse comparative de ces paramétres biochimiques a été réalisée

entre ces meres a risque et les témoins.

Tableau 02. Teneurs plasmatiques en vitamines B9 et B12 et en homocystéine chez les

meéres ayant fait des AS, des ASR et leurs témoins.

Méres a AS Méres a ASR Témoins
Vitamine B9 (ng/ml) 9,76 £ 6,52 1093 +£7,71 15,53+ 7,81
Vitamine B12(pg/ml) 268,00 + 107,54 271,19 +110,64 204,93 + 69,58
Homocysteine(umol/l) 17,07 £ 6,14 15,80 £ 4,16 15,87 £ 2,82

Tableau 03. Teneurs plasmatiques en vitamines B9 et B12 et en homocystéine chez les

meres a accouchement prématuré et chez les témoins.

Meres prématurité Témoins
Vitamine B9 (ng/ml) 10,93 + 6,51 6,05 + 5,69
Vitamine B12 (pg/ml) 337,50 + 188,98 163,00 + 18,58
Homocysteine (umol/I) 20,02 £ 6,93 15,44 + 1,97

Les tableaux 02 et 03 présentent une comparaison des concentrations moyennes des

vitamines B 9, B12 et Hcy entre les méres a risque et leurs témoins.
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> Vitamine B9

Le niveau moyen de la vitamine B9 est de 9,76 ng/ml chez les meres faisant un AS,

10,93 ng/ml pour les méres a ASR et 15,53 ng/ml pour les témoins.

Nous avons observé une différence significative de la concentration moyenne du
folate entre les méres faisant des AS et les témoins, le taux du folate était significativement
faible chez les meres a risque. Pour les méres ayant fait des ASR, le taux moyen du folate

reste aussi inférieur a celui des meres normales.

Nos résultats concordent avec plusieurs études, telle que celle de Sikora et al
(2007), celle de Megahed et Taher (2004) et aussi celle de Ahmadi et al (2017), qui
avaient trouvé une diminution significative du folate sérique chez les femmes faisant des

AS par rapport a leur témoins.

De leur part, Nelen et ses collaborateurs, ont trouvé que les femmes ayant fait des
ASR présentaient des concentrations en folate nettement inférieures a celles des témoins.
Les chercheurs ont établi une relation dose-réponse continue entre les folates et le risque de
survenue des avortements, Le risque pour les meéres s’éléve en passant des valeurs

supérieures aux valeurs inférieures. (Nelen et al., 2000).

Par ailleurs, il existe, d’aprés la littérature, une corrélation négative significative
entre le nombre d’avortements et la concentration en folate. Sutterlin et al (1997), ont
montré que les patientes ayant eu au moins quatre fausses couches avaient des valeurs
sériques d’acide folique significativement inferieures a celles des femmes ayant fait trois

avortements.

En effet, Le folate joue un réle primordial dans la synthese, la réparation et la
méthylation de I'ADN, favorisant, ainsi, la multiplication cellulaire de I’embryon et
I’augmentation de la masse sanguine (Schlienger, 2011). Les déficiences en acide folique
peuvent, donc, avoir des effets néfastes sur la santé de la mere, sur la grossesse et sur le

développement du feetus (Kleind et al., 2009).

Des concentrations optimales des folates sanguin sont, donc, nécessaires.
L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) recommande [’administration d’une
supplémentation en folates débutant un mois avant la conception et se poursuivant jusqu’a
trois mois de grossesse pour la prévention de la survenue des résultats défavirables de

grossesse. Les femmes de notre population, cependant, ont peu de connaissances sur cet
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élément nutritionnel. Peu de femmes savent que 1’acide folique joue un role préventif

important, qu’elles doivent commencer leur supplémentation avant la grossesse.

Pour ce qui est de I’accouchement avant terme, le taux de folate retrouvé chez les
meres a risque ne differe pas de celui des témoins et demeure dans les normes
physiologiques. De ce fait une déficience en folate ne peut étre considérée comme
génératrice d’une prématurité de grossesse dans notre population. Des études ultérieures

avec un échantillon plus important sont nécessaires pour confirmer nos résultats.
» Vitamine B12

Concernant le taux de la vitamine B12 chez les méres sujettes d’avortements, nous
avons enregistré des valeurs qui se situent dans la limites de la normale 174 - 878 pg /ml
(268,00 pg /ml pour les méres a AS, 271,19 pour les méres a ASR) et aucune différence

significative n’a été observée en comparaison avec les témoins (204,93 + 69,58 pg/ml).

Nos résultats ne permettent pas, donc, de conclure a une association entre la
carence en cette vitamine et le risque de faire un AS ou un ASR dans notre population
d’étude.

Bien qu’il existe, d’apres la littérature, des études qui ont révélé une diminution du
taux de la vitamine B12 chez les femmes ayant fait des ASR (Sikora et al., 2007 ;
Hubbner et al., 2013), nos résultats concordent avec ceux de Ray et Laskin (1999) et
Sobczynska et al (2017), pour ce qui concerne les fausses couches spontanées, et de

Serapinas et al (2017) pour le risque de fausse couche spontanée a répétition .

Il en est de méme concernant le taux moyen de la vitamine B12 et le risque
d’accouchement prématuré, la carence en cette vitamine n’a pas ¢été observée chez les
meres a risque dans notre étude. Des résultats similaires ont été obtenus par Gomes et al en
(2010), Bergen et al en (2012) et Castano et al en (2017).

» Homocystéine

D’aprés les données des tableaux 02 et 03, une élévation du taux moyen de

I’homocystéine , méme a risque faible, est observée chez les meres de notre population.

En fait, le niveau moyen d’Hcy pour les méres a AS est de 17,07 umol/l par rapport
a celui des témoins qui est de 15,87 umol/l. Pour la prématurité, le niveau moyen de I’Hcy
plasmatique est de 20,02 umol/ | pour les méres qui ont accouché avant terme et de 15,44

umol/ | pour leurs témoins.
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Plusieurs études épidémiologiques ont associé I’augmentation de la concentration
plasmatique d’Hcy avec le risque de survenue des AS (Quere et al .,1998 ; Nelen et al.,
2000 ; Zetterberg et al ., 2004 ; Chaudhry et al .,2019 ).

En outre, I’hyperhomocystéinémie est considéré comme un facteur de risque
indépendant pour I’accouchement prématuré (Wen et al., 2004 ; Heather et al., 2016). Il
a été déduit que les taux élevés de I’ Hey chez les meres, pourraient , méme, servir de bio
marqueur pour la prévision des naissances prématurées (Mayan et al., 2013 ; Torchin et
Ancel, 2016).

En effet, ’'HHcy est un facteur de dégats vasculaires qui agit en favorisant la
thermogenése au niveau des vaisseaux placentaires (artéres et veines), entrainant un
décollement placentaire, une réduction de ’approvisionnement en sang fcetal et une

implantation défectueuse de I’embryon (De la Calle et al., 2003 ; Gaiday et al .,2018).

D'autre part, il a été, également, suggéré que I'HHcy maternelle pourrait produire des
effets toxiques directs sur le feetus, car les expériences in vitro ont montré que 1’Hey a une
toxicité embryonnaire spécifique et lorsqu'elle est produite trop tét entraine une fausse
couche (De la calle et al., 2003).

Par ailleurs, ’augmentation de 1’homocystéine peut refléter une dérégulation de son
métabolisme. Ce dernier qui est responsable de la production des groupements et des

molécules indispensables a la synthese et a la régulation de 'ADN (De la calle et al., 2003)
» Corrélation entre les taux des métabolites B9, B12 et homocystéine

La corrélation inverse entre les taux des folates et les niveaux de 1’homocystéine
plasmatique a été observée dans de nombreuses études, elle reflete la relation étroite
existante entre les vitamines du groupe B et le métabolisme de 1’homocystéine. L'apport
alimentaire en ces vitamines ainsi que 1’activité¢ des enzymes de leurs voies métaboliques

déterminent le déroulement du métabolisme de I'homocystéine.

En effet, au niveau plasmatique, les taux d’homocystéine varient de manicre
opposée aux concentrations en , acide folique (De Bree et al., 2001; Jacques et al., 2001),
des taux des folates faibles, méme normaux peuvent aussi augmenter le taux d’Hcy. De
méme, conformément a la littérature, une corrélation a été notée entre I’Hcy et la vitamine

B12 ( Purietal .,2013 ; Serapinas et al ., 2017 ).
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Il est actuellement largement démontré que la supplementation en acide folique et

autres vitamines du groupe B permet d’abaisser le niveau d’homocystéine de maniére

significative (> 25%) (Clark et al., 1998).

11.2.2. Prise de suppléments multi vitaminiques et d’acide folique par les méres ayant

fait des avortements spontanés ou ont accouché avant terme.
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Figure 24. Prise multi vitaminique par les meéres ayant fait des AS et des ASR et par leurs

témoins.
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Figure 25. Prise d’acide folique par les méres ayant fait des AS et des ASR et par leurs

témoins.
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Figure 26. Prise multi vitaminique par les meres a accouchement prématuré et par les

témoins.
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Figure 27. Prise d’acide folique par les méres a accouchement prématuré et par les

témoins.

Les données présentées dans la figure 24, nous ont permis d’observer que la
majorité des meres ayant fait des avortements n’ont pas pris de suppléments multi
vitaminiques avant ou pendant leur grossesse. Le pourcentage était de 66,66% pour les
meéres faisant des AS et de 94,44% pour les meres ayant fait un ASR. De plus, nous avons
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signalé une différence significative entre ces pourcentages et celui des méres témoins qui
était de 64,28%.

Nous concluons, ainsi, que le manque d’une supplémentation vitaminique augmente

le risque des avortements chez les femmes enceintes dans notre population.

Par ailleurs, 1’absence de la prise d’acide folique était observée chez 33,33% des
meres & AS, chez 33,33% des meres & ASR et chez 14,28% des méres témoins. Le

pourcentage est plus éleve chez les méres a risque (figure 25).

Ces données reflétent 1’absence de la politique de supplementation vitaminique et

son effet sur I’issu de la grossesse chez les femmes de notre population d’étude.

En effet, la grossesse est associée a des modifications biochimiques qui se traduit
par une altération du statut en micronutriments entrainant une augmentation de la

demande en apport en vitamines pour le feetus en développement (Shanker et al., 2019).

L’alimentation, cependant, ne fournit pas suffisamment d’éléments nutritifs, et la
cuisson détruit une grande partie des vitamines (Société des obstétriciens et gynécologues
du Canada, 2010 ; Sebastion et al., 2019). Les chercheurs soulignent, de ce fait, la
nécessité de prendre des suppléments multi vitaminiques, avant et pendant la grossesse, qui
aident a combler les besoins et le manque. Elles procurent des bienfaits pour la femme et

son enfant pour toute la vie.

Par ailleurs, et plus particulierement, la supplémentation périconceptionnelle par
’acide folique est d’une importance majeure, car plusieurs études , ont constaté une
corrélation entre les fausses couches spontanées répétées et la carence en vitamine B9
(Aubard et al., 2000 ; Hague, 2003 ; Del Bianco et al., 2004 ; Daly et al., 2005 ; Candito
et al .,2007).

Pendant la grossesse, les besoins en folates sont augmentés d’un tiers, 1’acide
folique est utile pour la formation de nouveaux tissus, il contribue a la formation des
cellules du sang, du cerveau et du systéme nerveux de I’embryon ( Jurez et al., 2002 ;
Darnton et al .,2015). De ce fait, I’apport en folates pendant la grossesse est essentiel pour

un développement feetal et placentaire adéquat (Baker et al.,2018).

Une supplémentation médicamenteuse en acide folique est systématisée dans

plusieurs pays. De plus, et pour bien atteindre les objectifs, il a été mis en ccuvre une
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politique d’enrichissement des aliments, farine, semoule, mais et pates alimentaires, par
’acide folique (Castano et al., 2017 ; Dubois et al.,2018).

Malheureusement, nous remarquons 1’absence de la politique de supplementation
vitaminique chez nos femmes, de plus, ce programme d’enrichissement n'est pas encore

d'application, a ce jour en Algérie.

Pour ce qui est du risque de I’accouchement avant terme, une étude récente a rapporté
que la supplementation en multivitamines le réduit significativement (Blak et Dewey,
2019).

Notre résultat conforte celui de Sengpiel et al (2013), le risque d’accouchement
prématuré n’a pas été associé¢ au manque de la consommation périconceptionnelle de multi
vitamines ou d’acide folique. Un pourcentage important des femmes ont été supplémentes
(figures 26, 27).

11.3. Analyse génétique

Cette partie de notre étude concerne le groupe de femmes qui ont fait des
avortements spontanés a répétition. En effet, la présence d’un risque de récurrence suggere
I’implication de la composante génétique dans la survenue de ce type des complications de

grossesse.

Du fait que notre étude biochimique a concerné le métabolisme de I’homocystéine et
ses cofacteurs B9 et B12 d’une part, et étant donné que I'hyperhomocystéinémie est un des
facteurs de risque indépendants pour les ASR d’une autre part, nous somme intéressé a
I’étude de la mutation A2756G du geéne de la méthionine synthase dans notre population.

Enzyme clé du métabolisme de I’Hcy folate dépendant.

Tableau 04. Fréguences génotypiques de la mutation A2756G du géne de la méthionine

synthase chez les méres faisant des ASR et chez les témoins.

Génotype Meres ASR Témoins
AA 10 (76,92%) 5(83,33%)
AG 3(23,07%) 1(16,66%)
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Le tableau 04 montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les deux
groupes, meres ayant fait des ASR et les témoins.

Nous avons trouvé la mutation chez 3 meres a risque a savoir 23,07% alors qu’un
pourcentage de 16,66% a été observé chez les témoins. Suggérant, ainsi, que le
polymorphisme A2756G du géne MS peut étre impliqué dans la survenue de ce type de

complication dans notre population.

Sur la base des données de la littérature, le polymorphisme A2756G du gene MS
est associé au risque de survenue des ASR dans certaines populations (Kim et al., 2013).
Guo et son équipe en (2012), ont rapporté que la distribution du génotype muté était
également significativement plus élevée dans le groupe des femmes sujettes des
avortements (11,9%) par rapport au groupe témoin( 4,6 %)(P= 0,005).

Selon Wang et al (2005), le risque des ASR était de 3 a 4 fois plus élevé chez les
femmes portant la mutation A2756G.

L’implication de la mutation A2756G du géne MS dans 1’étiologie des
avortements, peut étre expliquée la perturbation de la reméthylation de I’homocystéine en
méthionine, qui peut entrainer une augmentation de 1’homocystéine dans les liquides péri-
embryonnaires et donc la survenue des fausses couches par sa toxicité (Steegers
Theunissen et al., 1997) .

Plusieurs études ont pu démontrer que les taux de I’Hcy étaient plus élevé chez les
porteuses du géne muté de la MS (Holmes ,2003 ; Porter et Scott, 2005. ; Chakraborty
et al., 2013).

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

réduisaient le taux de folate sérique et augmentaient le risque de carence en folates .
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Notre étude est transversale de type cas témoins. Elle vise a rechercher certains
facteurs de risque biochimiques et génétiques pouvant étre impliqués dans la survenue des

avortements, AS et ASR, et des accouchements avant terme, dans notre population.

Pour ce faire, nous avons tout d’abord étudié quelques caractéristiques
physiologiques et nutritionnelles pouvant influencer le statut biochimique chez les femmes

arisque.

Les résultats nous ont permis de constater que les situations physiologiques a savoir :
L’age, le surpoids et le niveau de stress ont étaient significativement lié€s a la survenue des

avortements dans notre population, mais pas a la prématurité.

En outre, nous n’avons pas observé une ¢€lévation du risque de la survenue des
avortements ou de la prématurité liée a la forte consommation du thé ou du café dans la
population étudiée. En revanche, un risque faible a été constaté pour la consommation des

dattes et la survenue d’un accouchement prématuré.

L’analyse biochimique réalisée au cours de ce travail a concerné le metabolisme de
I’homocystéine des femmes. Nous avons étudier les taux du folate, de la vitamine B12 et
de I’homocystéine, Ainsi que la fréquence de la mutation A2756G du géne de la MS,

enzyme clé intervenant dans cette voie metabolique.

Les résultats viennent nous montrer ’existence d’une perturbation métabolique chez
les femmes faisant des avortements spontanés dans notre population. Elle a été marquée
par un taux du folate significativement faible et une concentration de I’homocystéine élevé

chez les méres a risque par rapport aux témoins .

Nous avons également remarqué [’absence la politique de supplémentation
vitaminique, avant et pendant la grossesse chez les femmes de notre population. Reflétant

son effet sur ’issu de la grossesse.

L’étude du polymorphisme génétique A2756G du géne de la MS nous a montré que
le variant muté AG presente une fréquence plus élevé chez les méres a ASR par rapport
aux témoins. Suggérant, ainsi, qu’il peut contribuer a la survenue de ce type de

complication dans notre population.

Pa rapport aux taux de la vitamine B12, nos résultats ne permettent pas de conclure a
une association entre la carence en cette vitamine et le risque de faire un AS ou un ASR

dans notre population d’étude.
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Pour ce qui est de I’accouchement avant terme, bien qu’une élévation du taux de
I’homocystéine a été observé chez les meéres a risque, le taux de folate, de la vitamine B12
ainsi que la prise vitaminique ou celle de I’acide folique ne différent pas de ceux des

témoins.

Notre étude supporte I'hypothése selon laquelle les avortements ou la prématurité est
un état multifactoriel complexe dans lequel des facteurs physiologiques, génétiques et

nutritionnels sont impliqués.

Un defi majeur reste a traduire les observations d'études a un contexte clinique

comme :

v' La mesure de la concentration de 1’homocystéine avant la conception car elle
pourrait étre, un indicateur utile du besoin d'intervention avant la conception.

v La supplémentation systématique multi vitaminique avant la grossesse et dans les
trois premiers mois de la grossesse, qui est d’une extréme importance. Elle permet
d’améliorer le statut vitaminique d’une part, d’abaisser le taux de I’Hcy d’une autre

part, et meme de corriger les éffets des mutations géenétiques.

Notre travail ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine de la santé publique. Des
¢tudes futurs sur un nombre d’échantillon plus grand sont nécessaires, afin d’obtenir des
résultats plus significatifs et aussi d’étudier statistiquement d’autres mutations dans
d’autres genes pouvant contribuer dans la survenue des résultats défavorables de la

Qrossesse.
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Annexes

Questionnaire

Informations personnels

-Nom et prénom:
-Age :
-Poids : -taille :
-Situation familiale : mariée / divorcée / veuve
-Niveau d’étude : primaire / Moyen / secondaire / universitaire / aucun
-Adresse / téléphone :
-Origine ethnique :
-Nombre de grossesses :
-Nombre d’avortements : -cause :
-A quelle semaine 1’avortement a lieu :
> Semaine de ’avortement 1 :
> Semaine de I’avortement 2 :
> Semaine de I’avortement 3 :
-Intervalle entre les avortements :
-Intervalle avec la derniere grossesse :
-Antécédents familiaux des avortements :

-Antécédents personnels d’autres complications de grossesse :

Non Oui Type

-Antécédents familiaux d’autres complications de grossesse :

Non Oui Type
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Informations sur les habitudes de vie

Oui Non

Tabagisme

Alcoolisme

Drogue

Pilule

Utilisation des suppléments vitaminiques :

Période | Oui/No avant la Pendant la grossesse
n grossesse

leére 2 eme 3éme
trimestre | trimestre | trimestre(ca

s de
prématurité)

Vitamines

Dose de la prise

Multi vitamines
(gestarelle)

Acide folique (B9)
(Zanitra)

95




Annexes

Maladies
Prise de
Si oui médicaments/type
Maladies Oui | Non
Avant la 1 péme | géme
grossesse | trimestre | trimestre | trimestre
(en cas de
prématurité)
Anémie
Maladies
infectieuse
Diabete

Malformation
utérine

Maladies
thyroidiennes

Thrombose
veineuse

HTA
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Habitudes alimentaires

Si oui
Oui Non
‘ 3™ trimestre
Avant la 1% trimestre | 2°™ trimestre | (cas de
grossesse prématurité)
Dattes /] /j /j
Thé Tasse/| Tasse/] Tasse/]
Café Tasse/| Tasse/] Tasse/]
Plants
médicinales
Fenugrec
Romarin
Armoise
Gingembre
Autres
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Stresse

oui

Non

Si oui

mois

Avant la
Grossesse

1" trimestre

2éme

trimestre

-déces d’un des
parents

-déceés d’un
membre de la
famille

-déces d’un
proche

- problémes avec
les enfants

-problemes avec
la famille

- problemes avec
le mari

-Problémes avec
les voisins

-Problémes de
travail

-des enfants
malades

-accident

-divorce ou
séparation
parentale

Autres
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Résumé

Résumé

Plusieurs facteurs de risque peuvent perturber le déroulement de la grossesse,
causant ainsi  différentes situations défavorables, comme les avortements
spontanés(AS),les avortements spontanés a répétition (ASR) et les accouchements
prématurés (AP).

Notre travail de recherche a pour objectifs :

-L’¢étude de quelques facteurs de risque physiologique et nutritionnels pouvant influencer
le statut biochimique maternel, et avoir un role dans la survenue des AS, ASR et AP dans
notre population.

-L’étude du métabolisme des folates et de 1’homocystéine afin de voir sa contribution dans
I’étiologie des avortements et de la prématurité dans notre population. Pour ce faire nous
avons dosé les taux des vitamines B9, B12 et homocystéine, et rechercher la mutation
A2756G du gene codant la méthionine synthase, enzyme clé du métabolisme de
I’homocystéine.

L’étude a été menée sur 62 femmes, subdivisées en trois populations. Une population
comportant 33 femmes ayant fait un avortement (AS ou ASR) , une autre comportant 10
femmes qui ont accouché avant terme, et une population témoins comportant 19 femmes.
Le dosage des taux des paramétres biochimiques a été réalisé par chimiluminescence et la
recherche de la mutation a été effectuée par la technique PCR/RFLP.

Nous n’avons pas trouvé un risque significatif liée a la consommation des dattes du
café et du thé et ces complications. Cependant L’age, le surpoids et le niveau de stress ont
significativement influencé la survenue des avortements.

Par ailleurs, nous avons observé 1’existence d’une perturbation métabolique chez les
femmes faisant des AS, marquée par un taux de folate significativement faible et un taux
d’Hcey élevé par rapport a ceux des témoins. De plus, une fréquence plus élevé de la
mutation A2756G du géne MS chez les meres a ASR par rapport aux témoins a été
observée.

L’¢lévation du taux de I’Hcy a été également notée chez les meéres qui ont accouché
avant terme, cependant leur taux des folate et de la vitamine B12 ne différe pas de ceux des
témoins.

Pour conclure, les femmes de notre population doivent etre sensibiliser de la
nécessité d’une la supplémentation vitaminiques avant et pendant la grossesse, Elle permet
d’améliorer le statut vitaminique, d’abaisser le taux de I’Hcy et méme de compenser
I’effet de certaines mutations génétiques .

Mots cles: facteurs de risque, vitamineB9, vitamine B12, hyperhomocystéinémie,
mutation, Avortements spontanés, Avortements spontanés a répétition, prématu



Résumé

Abstract

Several risk factors can disrupt the course of pregnancy causing various adverse
situations, such as spontaneous abortions (SA), repeated spontaneous abortions (RSA) and
premature births (PBAS).

Our research work aims to:

-The study of some physiological and nutritional risk factors that can influence the
maternal biochemical status, and have an effect onthe occurrence of SA, RSA and
PBAs in our population.

-The study of the metabolism of folate and homocysteine to investigate its contribution to
the etiology of abortions and prematurity in our population. To do this we measured the
levels of vitamins B9, B12 and homocysteine. We also researched the A2756G mutation of
the gene coding for methionine synthase, the key enzyme of homocysteine metabolism.

The study was conducted on 62 women, subdivided into three populations. A
population of 33 women who had an abortion (AS or ASR), another with 10 women who
gave birth before term, and a control population of 19 women. The determination of the
biochemical parameter levels was performed by chemiluminescence and the search for the
mutation was carried out by the PCR / RFLP technique.

Results indicated that there was no significant risk related to the consumption of
dates, coffee nor tea regarding these complications. However, the age, the overweight and
the stress level significantly influenced the occurrence of abortions.

In addition, we observed the existence of a metabolic disturbance in women with
AS, marked by a significantly low folate level and a high Hcy level compared to controls.
In addition, a higher frequency of the A2756G mutation of the MS gene in ASR mothers
compared to controls was observed.

The elevation of Hcy was also noted in mothers who gave birth before term.
However, their folate and vitamin B12 levels did not differ from those of controls.

To conclude, women in our population need to be aware of the need for vitamin
supplementation before and during pregnancy, it helps to improve vitamin status, to lower
the rate of Hcy and even compensate the effect of certain genetic mutations.

Key words: risk factors, vitamin B9, vitamin B12, hyperhomocysteinemia, mutation,
spontaneous abortions, repeated spontaneous abortions, prematurity.
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Résumé

Plusieurs facteurs de risque peuvent perturber le déroulement de la grossesse, causant ainsi différentes situations
défavorables, comme les avortements spontanés(AS),les avortements spontanés a répétition (ASR) et les accouchements prématurés
(AP).

Notre travail de recherche a pour objectifs :

-L’étude de quelques facteurs de risque physiologique et nutritionnels pouvant influencer le statut biochimique maternel, et avoir un role
dans la survenue des AS, ASR et AP dans notre population.

-L’étude du métabolisme des folates et de [’homocystéine afin de voir sa contribution dans 1’étiologie des avortements et de la
prématurité dans notre population. Pour ce faire nous avons dosé les taux des vitamines B9, B12 et homocystéine, et rechercher la
mutation A2756G du géne codant la méthionine synthase, enzyme clé du métabolisme de I’homocystéine.

L’étude a été menée sur 62 femmes, subdivisées en trois populations. Une population comportant 33 femmes ayant fait un
avortement (AS ou ASR) , une autre comportant 10 femmes qui ont accouché avant terme, et une population témoins comportant 19
femmes. Le dosage des taux des paramétres biochimiques a été réalisé par chimiluminescence et la recherche de la mutation a été
effectuée par la technique PCR/RFLP.

Nous n’avons pas trouvé un risque significatif liée a la consommation des dattes du café et du thé et ces complications. Cependant
L’age, le surpoids et le niveau de stress ont significativement influencé la survenue des avortements.

Par ailleurs, nous avons observé ’existence d’une perturbation métabolique chez les femmes faisant des AS, marquée par un taux
de folate significativement faible et un taux d’Hcy élevé par rapport a ceux des témoins. De plus, une fréquence plus élevé de la
mutation A2756G du géne MS chez les meres & ASR par rapport aux témoins a été observée.

L’¢lévation du taux de I’Hey a été également notée chez les méres qui ont accouché avant terme, cependant leur taux des folate et
de la vitamine B12 ne differe pas de ceux des témoins.

Pour conclure, les femmes de notre population doivent etre sensibiliser de la nécessité d’une la supplémentation vitaminiques avant
et pendant la grossesse, Elle permet d’améliorer le statut vitaminique, d’abaisser le taux de I’Hcy et méme de compenser ’effet de
certaines mutations génétiques .

Mots clés : facteurs de risque, vitamineB9, vitamine B12, hyperhomocystéinémie, mutation, Avortements spontanés, Avortements
spontanés a répétition, prématu

Abstract
Several risk factors can disrupt the course of pregnancy causing various adverse situations, such as spontaneous abortions
(SA), repeated spontaneous abortions (RSA) and premature births (PBAs).

Our research work aims to:

-The study of some physiological and nutritional risk factors that can influence the maternal biochemical status, and have an effect
on the occurrence of SA, RSA and PBAs in our population.

-The study of the metabolism of folate and homocysteine to investigate its contribution to the etiology of abortions and prematurity in
our population. To do this we measured the levels of vitamins B9, B12 and homocysteine. We also researched the A2756G mutation of
the gene coding for methionine synthase, the key enzyme of homocysteine metabolism.

The study was conducted on 62 women, subdivided into three populations. A population of 33 women who had an abortion (AS or
ASR), another with 10 women who gave birth before term, and a control population of 19 women. The determination of the biochemical
parameter levels was performed by chemiluminescence and the search for the mutation was carried out by the PCR / RFLP technique.

Results indicated that there was no significant risk related to the consumption of dates, coffee nor tea regarding these
complications. However, the age, the overweight and the stress level significantly influenced the occurrence of abortions.

In addition, we observed the existence of a metabolic disturbance in women with AS, marked by a significantly low folate level
and a high Hcy level compared to controls. In addition, a higher frequency of the A2756G mutation of the MS gene in ASR mothers
compared to controls was observed.

The elevation of Hcy was also noted in mothers who gave birth before term. However, their folate and vitamin B12 levels did not
differ from those of controls.

To conclude, women in our population need to be aware of the need for vitamin supplementation before and during pregnancy,
it helps to improve vitamin status, to lower the rate of Hcy and even compensate the effect of certain genetic mutations.

Key words: risk factors, vitamin B9, vitamin B12, hyperhomocysteinemia, mutation, spontaneous abortions, repeated spontaneous
abortions, prematurity.
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