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Résumé

Les anomalies du tube neural (ATN) sont un groupe de malformations qui résultent d’un
échec de fusion de la région cranienne ou de la colonne vertébrale du tube neural. Cette étude
a pour but de déterminer la prévalence de ces anomalies dans la région de Sétif, ainsi que la
relation des génes soupconnés d’étre des facteurs de risques génétiques des ATN. Une étude
rétrospective des dossiers de patients avec une ATN a été réalisée dans la région de Sétif, au
cours d'une période de 3 ans. 147 participants apparemment sains, ainsi que 92 meres et 48
péres d’enfants atteints d’ATN ont été impliqués dans 1’étude des mutations spécifiques sur le
géne de la 5, 10 Méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR), de la cystathionine B -
synthase (CBS), du gene ZIP 14 et ZnT4 en relation avec les ATN .Nos résultats montrent
que la prévalence des ATN était de 7.5 pour 1000 naissances. La répartition selon le sexe ratio
était significativement élevée chez les filles ayant une ATN (p <0.05). L’investigation des
mutations sur les génes du facteur V Leiden G 1691-A et de la prothrombine PT 20210 G-A,
a montré qu’elles sont rares dans la population témoins. La prévalence de la MTHFR 677TT
(14 .3) n’a montré aucune différence significative entre le groupe des meéres d’enfants atteints
d’ATN et les témoins, par contre, une différence statistiguement significative a été démontré
chez les méres hétérozygotes ayant un enfant atteint d’ATN pour ’insertion sur le géne de la
CBS par rapport aux témoins (Odds ratio 3.72: 1.59-8.73) .Toutefois, aucune interaction
géne-gene entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et le CBS 844ins68 n'a été identifiée
pour les ATN, et aucune mutation dans les génes ZIP 14 et ZnT4 n’a été détectée chez les
meéres d’enfants atteints d’ATN. En conclusion, cette étude montre que les ATN représentent
un véritable probléme de santé publique en Algérie. Malgré, 1’absence de I’effet du
polymorphisme de la MTHFR C677T et des genes ZIP14 et ZnT4, qui n’ont montré aucune
association pour le groupe d’ATN, nous suggerons une supplementation en acide folique pour
les femmes planifiant une grossesse pour prévenir ces anomalies, ainsi que 1’investigation
d'autres facteurs genetiques et environnementaux afin d’essayer de déterminer la pathogénie

des ATN dans notre région et pays.

Mots clés : ATN, polymorphismes génétiques, MTHFR C677T, CBS844ins68, ZIP 14, ZnT4,
Sétif, Algérie.



Abstract

Neural tube defects (NTDs) are a group of malformations resulting from a failure’s fusion of
the cranial region or the spinal column of the neural tube. This study was designed to
determine the prevalence of these anomalies in the Setif region, as well as the relationship of
genes suspected to be NTDs genetic risk factors. A retrospective study of the records of
patients with NTD was performed in the region of Setif, during a period of 3 years.
147 healthy participants, 92 mothers and 48 fathers of children with NTDs were involved in
the study of specific mutations on the gene of the 5, 10 Methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHEFR), cystathionine - synthase (CBS), gene ZIP 14 and ZnT4 in relation to NTDs .Our
results show that the prevalence of NTDs was 7.5 per 1000 births. The distribution by sex
ratio was significantly high among girls with NTD (p < 0.05). The investigation of the factor
V Leiden gene G 1691-A and the prothrombin PT 20210 G - A mutations, showed that they
are rare in our control population. The prevalence of MTHFR 677TT (14.3) showed no
significant difference between the control and mother’s NTDS groups , however, a
statistically significant difference has been shown among heterozygous mothers with an
NTD’s child for the insertion on the CBS gene compared to controls (Odds ratio 3.72: 1.59-
8.73).No gene-gene interaction between the MTHFR C677T polymorphism and CBS
844ins68 has been identified for NTDs and no mutation in the ZIP 14 and ZnT4 genes was
detected in mothers with an NTD child . In conclusion, this study shows that the neural tube
defects represent a real problem of public health in Algeria. Despite, the absence of the effect
of the polymorphism of MTHFR C677T, ZIP14 and ZnT4 genes, which haven’t shown
association for our NTD group, we suggest a supplementation with folic acid for women
planning a pregnancy to prevent these defects, as well as the investigation of other genetic and
environmental factors in an attempt to determine the pathogenesis of NTDs in our region and

country.

Key words: ATN, genetic polymorphism, MTHFR C677T, CBS844ins68, ZIP 14, ZnT4,
Setif, Algeria.
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INTRODUCTION

De nos jours, les malformations congénitales constituent dans plusieurs pays la
premiere cause de mortalité infantile des la premiére année de naissance .Elles forment un
groupe de pathologies important en santé publique a cause de leur poids médical, sanitaire et

socioéconomique.

Les malformations cardiaques sont la forme la plus fréquente des malformations
congénitales a travers le monde, suivies par les anomalies du tube neural (ATN), avec une
incidence de 1-10 par 1000 naissances (Au et al., 2010) .Ces ATN varient selon la race, la
localisation géographique, la classe socioéconomique, 1’état nutritionnel et d’autres facteurs

de prédisposition (Detrait et al., 2005; Chen, 2007) .

Le terme ATN désigne généralement les malformations congénitales du systéeme
nerveux central qui se produisent suite a un échec de fermeture du tube neural situé dans la
région supérieure appelé anencéphalie (forme létale des ces anomalies), ou dans la partie
inferieure connu sous le nom de spina bifida (Au et al., 2010) . Le patient atteint d’une ATN
peut souffrir, selon la taille et la localisation de la malformation de plusieurs handicaps tout au

long de sa vie (Tolmie, 1996).

La plupart des cas d’ATN surviennent sporadiquement mais elles sont plus fréquentes
dans les grossesses gémellaires, en particulier dans le cas de jumeaux monozygotes
(Van Allen et al ., 1993,). D’autre part, le risque accru d’avoir un enfant porteur d’une ATN
dépend du taux de ces anomalies dans la population, ainsi les couples qui ont déja eu un
enfant atteint d’une ATN courent un risque de I’ordre de 2 a 5% d’avoir un autre enfant
atteint. Ce risque est de 1a 2 chez les fréres, sceurs et les parents au deuxieme degré d’un
enfant porteur d’une ATN. Par contre, chez les parents au troisieme degré, il est de 0,5%
(Van Allen et al ., 2002) .

Les études épidémiologiques des populations et des familles indiquent une étiologie
complexe des ATN, impliquant des facteurs génétiques et environnementaux. Ces derniers
comprennent la géographie, les tendances épidemiques, la classe socio-économique, 1’age et
I’alimentation maternelle, en plus du diabéte maternel ainsi que 1’exposition aux médicaments

et principalement les antiépileptiques (Mitchell, 2005).



Toutefois, les infections péri-conceptionnelles de la mere, le nombre de grossesses
précédentes réussies, la consommation de caféine, le tabagisme et I’alcoolisme, n’ont montré

aucune association significative avec les ATN (Detrait et al ., 2005) .

L’hypothése la plus convaincante pour expliquer les interactions genes —
environnement a été Il'association des ATN avec les deficiences en  vitamines
(Smithells et al ., 1976) , mais il fut observé que plusieurs mécanismes causant 1I’hyperplasie,
la migration et la transformation des cellules du neuroectoderme impliqués dans la formation
du tube neural ,sont gouvernés par des genes influencés par plusieurs facteurs
environnementaux mais la corrélation entre les deux est loin d’étre élucidée
(Pulikkunnel and Thomas, 2005) .

Certains facteurs génétiques peuvent intervenir dans la prévalence des ATN, tres
élevée chez les Irlandais, et basse dans les ethnies noires. Toutefois, si ces variations peuvent
étre attribuées a des sensibilités génétiques, leur premiere cause reste les différences
d’habitudes et de qualité alimentaire (Potier de Courcy, 2005).Par ailleurs, de nombreuses
études en génétiqgue moléculaire ont déja montré la relation entre le métabolisme de

1’homocysteine et la survenue des anomalies du tube neural (Seller, 1995).

Malgré que 1’étiologie des ATN reste un mystere, des recherches avancées ont été
menées pour essayer d’établir la cause et les moyens de prévention de ces anomalies au cours
de ces derniéres décennies (Behrooz and Gorjizadeh , 2007).Cette prévention s’est longtemps
appuyée sur le dépistage prénatal par la mesure de I’alpha-foetoprotéine , ainsi que sur ’ultra-
sonographie morphologique suivi d’un avortement le cas échéant(Marguerat et al ., 1994).
D’autres stratégies de prévention ont été employées et principalement la supplementation en
acide folique, un composé largement répandu dans 1’alimentation végétale mais qui est

instable et résiste mal a la cuisson (Livingstone, 1991).

La recommandation préventive était d’offrir aux femmes désirant concevoir une
supplémentation  vitaminique entre 400 et 800 microgrammes par jour
(Van Allen et al ., 2002), mais la difficulté de cette stratégie était que la plupart des grossesse
ne sont pas planifiées , c’est pourquoi la possibilité d’une supplémentation en acide folique
destinée a la population génerale est plus convenable , en prenant en considéeration 1’effet
négatif de 1’acide folique qui masquerait les signes hématologiques du déficit en vitamine B 1,
(Wald and Bower, 1994) .



Malgré que la supplémentation maternelle en acide folique pourrait réduire le taux
d'occurrence des ATN dans certaines populations (Czeizel and Dudas, 1992), apres plus de
deux décennies de recherches, le(s) mecanisme(s) par lesquels I'acide folique pourrait
intervenir pour éviter les ATN n’est pas complétement élucidé (Beaudin and Stover, 2009;
Harris ,2009). En revanche, si I'on sait que la carence en acide folique occupe un endroit
précis dans I'étiologie des ATN, la supplémentation et la fortification en acide folique n'ont

pas éliminé toutes les anomalies (Zeyrek et al ., 2009).

Ce travail a pour objectifs :

«+ Déterminer la prévalence des ATN dans la région de Sétif ainsi que des facteurs de
risque épidémiologiques associés.

++ Déterminer la fréquence des mutations liées aux pertes de grossesses comme le facteur
V Leiden, la prothrombine G20210A, et de la méthylene tétrahydrofolate réductase
C677T dans une population saine.

¢+ Evaluer la contribution des polymorphismes des genes impliqués dans la voie de
I'nomocystéine dépendante des folates (MTHFR) et la Cystathionine beta
synthétase(CBS) dans I'étiologie des ATN.

¢ Investiguer le r6le des genes des transporteurs du zinc (ZIP14 et ZnT4) soupgonnés
dans la pathogénie ATN.

+ Détecter les interactions possibles génes —geénes dans 1’étiologie des ATN.



Partie | Etude bibliographique

1. Définition des anomalies du tube neural

Les anomalies du tube neural (ATN) sont un groupe complexe de malformations
embryologiques du systéme nerveux central résultant d’un défaut de fusion des plis du tube
nerveux en formation (Campbell et al., 1996; De Marco et al ., 2000). Elles peuvent causer
une perte feetale ou un mort-né (Shurtleff et al. ,1994), et des handicaps considérables chez les
enfants  affectés  qui  souffriront a4  D’avenir de  plusieurs invalidités

(Pulikkunnel and Thomas, 2005).

I1 a été proposé que ces anomalies pouvaient étre le résultat d’une réouverture du tube
neural (Campbell and Sohal, 1990) ,ou d’un échec de fermeture du tube neural, qui pourrait
perturber la différenciation du systéme nerveux central et I’induction des arcs vertébraux et
engendrer un grand nombre de malformations du développement le long du neuroaxis et a

partir du cerveau jusqu’au sacrum (Pulikkunnel and Thomas, 2005).

Le taux de survie des enfants atteints d’anomalies du tube neural qui ne sont
habituellement pas mortelles dont le lipoméningocele, 1’encéphalocele et le spina bifida est de
90 % durant la premiére année de leur vie (Shurtleff et al ., 1994).Les cas syndromiques des
ATN sont souvent associés a des anomalies chromosomiques mais elles ne représentent que
10 % de tous les défauts (Chen, 2007).

2.Embryologie du tube neural

2.1.Formation du tube neural

2.1.1. Gastrulation

Le processus par le quel le mésoderme intra-embryonnaire se forme est appelé
gastrulation, au cours de la quelle, une zone du neuroectoderme s’épaissie et prend le nom de
plaque neurale formée initialement par induction du mésoderme axial sous-jacent : la
notochorde et la plaque pré-cordale (Figurel) (Back and Plawner, 2012). Au 21 eme jour, les
bords de cette plaque (les plis neuraux) augmentent par rapport au plan horizontal, changent
de forme et se deplacent. Lorsqu’ils se joignent a la ligne médiane, ils forment le tube neural

qui donne naissance au cerveau et a la moelle épiniére (Ross, 2010).
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Figure 1 : Gastrulation (Vieira et al., 2010).
BMP : protéines morphogénétiques osseuses

2.1.2. Neurulation primaire

Chez I’homme, la neurulation se produit en deux phases: une primaire et une autre

secondaire. La neurulation primaire s'étend environ du 18°™ jour d'age gestationnel 2 la fin de

la 4°™ semaine de gestation. Il s'agit d'une série complexe d'événements morphogénétiques
réalisée par prolifération cellulaire ainsi que par des changements dans la forme et I’adhésion
des cellules qui régulent la migration cellulaire (Back and Plawner, 2012). Cette neurulation
concerne la transformation d'une plaque neurale en tube neural cylindrique et comporte
plusieurs processus morphogénétiques (Figure 2) qui se chevauchent dans I'espace et dans le

temps (Van der put et al ., 2001).

Le dernier processus de la neurulation primaire consiste en la fermeture du sillon
neural avec la formation du toit du tube neural, la créte neurale et I'épithélium au-dessus de la
surface. Lorsque les plis neuraux sont rapprochés l'un de I’autre, ils adhérent et par la suite
fusionnent. Cette fermeture s'effectue par les molécules d'adhésion cellulaire, qui sont
exprimées a la surface des cellules neuroépithéliales (Van der put et al ., 2001) . La
neurulation primaire est terminée aprés la fermeture du neuropore postérieur dans la région
sacrée (Miller and O’Rahilly, 1987).
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Figure 2:Neurulation primaire (Van der put et al., 2001).

(A): Quatre phases de la neurulation primaire sont représentées dans une vue transversale.

(B) : plusieurs processus durant la neurulation primaire.

(C) Transformation des cellules neuroépithéliales durant la neurulation primaire.

1 : les fleches dans le sillon neural indiquent le rétrécissement et I'¢longation, résultant en une extension
convergente

2 : élévation de la paroi neuronale

3 : convergence des plis neuronaux ;

4 : fusion. Les fleches dans le mésoderme impliquent I'expansion mésodermique.

MHP : point charniére médial LHP : point charniére dors latéral
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2.1.3. Neurulation Secondaire

Elle se produit environ entre le 30 *™ et le 50 ™ j gestationnel, au cours duquel des
vacuoles qui forment une masse cellulaire caudale se coalescent et se connectent avec le canal
central du tube neural déja présent. Du 41 *™ jusqu’au 51°™ j, la partie la plus caudale du
canal central du tube neural commence a régresser et la queue de I'embryon disparait

(Back and Plawner, 2012).

Dans le bourgeon de I’extrémité caudale de I'embryon se trouve une masse de cellules
pluripotentes appelées masse cellulaire caudale, qui constituera I'extrémité inférieure de la
moelle épiniere et contribuera également au tractus gastro-intestinal et génito-urinaires
inférieur. Ces cellules s’unissent autour d'une lumiere centrale pour joindre l'extrémité
inférieure du tube neural formé par la neurulation primaire, complétant ainsi la moelle
épiniere. Avec la croissance et la régression du bourgeon de la queue, la moelle épiniére subit
progressivement une involution, et ce qui reste constitue le ligament coccygien terminal de la

moelle épiniére (Thompson, 2010).

2.2.Fermeture du tube neural

Deux principales théories concernant les sites de fusion et le moment de la formation
du tube neural ont été proposées. Le premier modele dit de fermeture a glissiere ou le tube

neural se ferme d’une fagon continue et bidirectionnelle (Seller, 1990), est un modéle de

fusion qui commence au 23 °™ jour et procéde dans les deux régions cranienne et caudale. Le

neuropore antérieur se ferme au 25 °™ 7 °me

et le postérieur au 2 jour. La fermeture du tube

neural se compléte des la fin de la 4°™
and Thomas, 2005).

Van Allen et al. (1993,) avaient déja proposé la seconde théorie de fermeture affirmant

semaine du développement embryonnaire (Pulikkunnel

que le tube neural humain se fermait a plusieurs endroits. Ce modele de cléture a multipoints
indique que la fusion du pli neural est initiée a 5 sites le long du futur tube neural. Par la suite,
d’autres études ont fournis plusieurs évidences pour soutenir ce modeéle de fermeture du tube
neural (Martinez-Frias et al ., 1996; Urioste and Rosa ,1998; Juriloff and Harris , 2000) .
D’aprés ce modéle (Figure 3), le site initial de fermeture (1) est situé dans la région
cervicale et se poursuit dans la partie craniale et caudale. La fermeture (2) commence a la
limite du prosencéphale/mésencéphale et elle est bidirectionnelle, divisant le neuropore
antérieur en prosencéphale et en neuropore au milieu du rhombencéphale. La fermeture (3) est

unidirectionnelle, et débute adjacente au stomodéum, puis procéde caudalement jusqu'a la
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rencontre de la fermeture (2), fermant ainsi le neuropore prosencéphale. Enfin, la fermeture
(4) prend place ou elle rejoint la fermeture (2) pour fermer le neuropore au milieu du
rhombencéphale. Le neuropore postérieur est fermé par une poursuite caudale de la fermeture
(1) (Van der put et al ., 2001).

Figure 3: Représentation schématique des sites multiples de cléture du tube neural dans
I'embryon humain (Van der put et al ., 2001)

3. Types des anomalies du tube neural

Les anomalies du tube neural pourraient étre classées en 3 types (tableau 1)
(Pulikkunnel and Thomas, 2005). Les plus fréquents sont 1’anencéphalie et le spina bifida qui
inclut le méningocele, le myéloméningocele et le lipoméningocele (Van Allen et al ., 1993, ;
Rossi et al ., 2004), quand aux autres ATN moins fréquentes sont :1’encéphalocele, 1’acranie,
I’exencéphalie, et le facio-craniorachischisis (Botto et al ., 1999; Van Allen et al ., 2002)
(Figure 4) .
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Tableau I: Spectre des ATN (Pulikkunnel and Thomas, 2005)

1. spina bifida (sb)

1.1. spina bifida occulta

1.2. méningocele

1.3. myéloméningoceéle
2. anencéphalie (an)

3. encéphalocele (e)

. Méningoceie ou
Anencéphalie myéloméningocéle

-----

e

Méningocéle ou ;
myelomeningocéle Encéphalacile

Cranio-rachischisis

Figure 4 : Quelques anomalies dues a un défaut de fermeture du tube neural
a plusieurs endroits (Van Allen et al ., 1993,).

3.1.Spina bifida

Le terme spina bifida représente un groupe de conditions congénitales dont
chacune d’elles possede sa propre origine a différents points dans le développement de la

moelle épiniere (Thompson, 2010). Ceci est di a I’échec du développement du mésenchyme
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entre le tube neural et I’ectoderme de surface pour former les arcs des vertebres
(Pulikkunnel and Thomas, 2005).

Les dysraphies spinales sont des malformations de gravité variable selon
qu’elle soit ouverte (Aperta) ou fermée (Occulta) correspondant a un défaut de fermeture du
tube neural sur plusieurs étages vertébraux, le plus souvent sur la partie lombo-sacree de

I’embryon (Poloce and Boisson-Gaudin, 2010) (Figure 5).

Figure 5 : Nouveau-né avec spina bifida (Poujade and Luton, 2008).

3.1.1. Myéloméningocéle

C’est de loin le type le plus commun de spina bifida avec 90% de cas
(Au et al ., 2010). Le myéloméningocele est une lésion ouverte due a une fermeture
défectueuse du tube neural au niveau de la colonne vertébrale (Detrait et al., 2005) et se
caractérise par une hernie des méninges molles et du tissu nerveux a travers un défaut souvent

étendu des arcs postérieurs des vertébres (Texier and Arthuis, 1985) .

A la naissance, cette anomalie se présente généralement dans la région lombo-
sacrée, ou la peau est déficiente, comme une zone ulcérée et humide en raison de la sortie du
liquide cérébro-spinal, en plus de la déformation des membres inférieurs (Thompson, 2010).
(Figure 6).

10
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Figure 6 : Myéloméningocéle (Thompson, 2010).

Le myéloméningocele est rarement une malformation isolée, mais il est
généralement accompagné d'autres anomalies cliniquement significatives du systéme nerveux
central (SNC). D'une importance majeure se place I’hydrocéphalie, qui est souvent associée a
la malformation d'Arnold-Chiari Il qui peut expliquer les déficits cognitifs et I'épilepsie
observés chez certains patients (Del Bigio, 2010).

Les anomalies du tronc cérébral incluent le déplacement vers le bas de la
moelle et le quatrieme ventricule a travers le trou occipital dans la partie supérieure du canal
cervical, ce qui se traduit par une obstruction du quatriéme ventricule et la compression de la
moelle cervicale supérieure. L'étirement vers le bas qui en résulte des racines cervicales
provoque leur projection craniale vers leur trou plutdt que de suivre leur cours latéral normale
ou descendant (Friede, 1989).

3.1.2. Méningocele

C’est une hernie limitée des méninges au niveau du site de I’anomalie,
généralement recouverte par la peau (Texier and Arthuis, 1985).Le méningocele se distingue
par ’absence de participation des éléments nerveux a la poche, et méme si la localisation
lombaire est la plus fréquente, des localisations cervicales ou dorsales sont également
possibles (Back and Plawner, 2012).

3.1.3. Spina bifida occulta

C’est la forme cachée, la moins sévere de sb, résultant d'un écartement dans un
ou plusieurs arcs vertébraux, mais la moelle épiniere et les méninges restent entierement a
I'intérieur du canal vertébral. Cette anomalie peut se manifester comme une petite cavité entre

deux vertébres adjacentes, indiquant que celles-ci ne fusionnent pas correctement, et la preuve

11
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de ce défaut peut étre une petite fossette avec une parcelle poilue au-dessus
(Moore and Persaud, 1993).

Si cette anomalie consiste en un défaut de fusion d’une seule vertébre, les
symptdmes neurologiques sont souvent absents. Le spina bifida occulta se trouve chez
environ 10 % de personnes en bonne santé, donc peut étre considérée comme une variation
normale dans la population. (Mdller and O'Rahilly ,1996).Toutefois, si plusieurs vertébres
sont impliquées dans ce type d'ATN, des problémes d’intestins, vessie, ou des problémes

moteurs peuvent éventuellement se développer (Wynbrandt and Ludman, 1991).

3.2.  Anencéphalie

C’est la forme gravissime létale des ATN qui correspond a la non fermeture du
tube neural au pdle céphalique et se produit au plus tard le 24 °™ jour de gestation
(Poloce and Boisson-Gaudin, 2010) .L’anencéphalie se caractérise par une absence partielle

ou totale de la voute cranienne et de I’hémispheére cérébrale (Detrait et al., 2005) (Figure 7).

En effet, le cerveau antérieur normal est remplacé par une masse dorsale
exposée d’un tissu nerveux indifférencié et la plupart des enfants affectées par 1’anencéphalie
meurent juste aprés la naissance ou dans les 2 premiers mois qui suivent (Baird and
Sadovnick , 1984 ; Peabody et al., 1989 ; Pulikkunnel and Thomas, 2005).

L'enfant anencéphale posséde une période d'exencéphalie, dans laquelle le
cerveau est expulsé a travers la calotte crénienne informée et il est dégradé par
I’exposition au liquide amniotique .Dans certains cas, les restes des 0s craniens sont présents,

avec un cerveau normal sous les os de protection (Roessmann, 1995).

= B3

Figure 7: Enfant avec une anencéphalie (Back and Plawner, 2012).

12
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3.3.Encéphalocéle

C’est une anomalie dans la quelle le cerveau et les méninges font hernie a
travers une malformation dans la calotte cranienne, et le plus souvent dans la région occipitale
(Figure 8) , suivi par le type ethmoido-frontal et le pariétal (Siffel et al ., 2003 ; Mahapatra
and Agrawal, 2006).L’encéphalocele semble découler d'un échec restreint plutét que diffus de
la fermeture du neuropore antérieur autour du 26 jour gestationnel
(Back and Plawner, 2012) .

Dans I'ensemble, environ la moitié des nourrissons avec un encéphalocele ont
d’autres anomalies congénitales qui incluent la microcéphalie, 1’anophtalmie, des fentes
labiale ou palatine, des cardiopathies congénitales complexes et autres anomalies
systémiques (Brown and Sheridan-Pereira, 1992).

Figure 8 : Photographie montrant un enfant en position latérale avec un grand
encéphalocéle occipital (Raja et al ., 2008) .

4.Prévalence des anomalies du tube neural

Les anomalies du tube neural se produisent dans 1-6.5 cas pour 1000 naissances, avec
des variations géographiques et ethniques remarquables (Dolk et al ., 1991 ; Feuchtbaum et
al ., 1999 ; Aqgrabawi , 2005) .Le spina bifida d’une incidence de 2.6/ 10000 est la
malformation la plus fréquente, qu’elle soit ouverte ou fermée
(Poloce and Boisson-Gaudin, 2010) .

En chine, la prévalence des ATN eétait trés haute avec un taux de 10/1000 naissances
(Moore et al ., 1997) .En Europe, I’incidence des ATN variait entre 0.4 et 3 pour 1000
naissances (Goujard, 1988), elle est particulierement haute en Grande-Bretagne, mais plut6t

basse en Suisse avec 0.9 cas pour 1000 notés entre 1980 et 1990 (Marguerat et al ., 1994). En

13
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France, la prévalence de ces anomalies est estimée a 10/10000 naissances et le risque de
récurrence a été estimé a 5 % (Poujade and Luton, 2008). En revanche, I'incidence des ATN
en Pologne a été 2.05-2.68 cas par 1000 nouveau-nés sans aucun changement durant les

vingt dernieres années (Gos and Szpecht-Potocka, 2002).

Aux Etats-Unis, la prévalence des ATN a été estimée & 1 pour 1 000 naissances, le
spina bifida et [D’anencéphalie représentaient 0.5-0.8/1000 naissances vivantes
(Weindling and Rennie, 2005).Au canada, le taux d’ATN enregistré en 1999 était 5.6 /10000
naissances, dont les plus fréquentes sont le spina bifida et I’anencéphalie, mais nettement

inferieur aux taux observé en 1989 (Kohut and Rusen, 2002).
5. Etiologie des anomalies du tube neural

L'étiologie des ATN est multifactorielle impliquant aussi bien des carences
nutritionnelles, une prédisposition génétique (Rengasamy, 2006) et des facteurs
environnementaux (Brzezifiski, 1998), en plus de certains éléments traces et des vitamines

qui pourraient partiellement expliquer ces anomalies (Cengiz et al ., 2004).

Certains chercheurs ont décrit la relation entre la prédisposition génétique, les facteurs
environnementaux et les ATN dans un modele appelé le modele de seuil d'héritage multi-
génique .Selon ce modele, les conditions environnementales extrémes, qui agissent sur une
personne ayant une prédisposition génétique spécifique, peuvent conduire a la violation du
seuil, aprés quoi un effet spécifique se présente et dans ce cas, une ATN se produit. S'il
n'existait aucun autre cas d’anomalies dans la famille, le risque de sa survenue est le méme
que dans la population générale (environ 0.1 %), en revanche, si lI'anomalie s'est produite dans
la famille, ses membres ont donc une prédisposition génétique spécifique, et la courbe de
sensibilité décale vers le haut augmentant le risque du défaut de fermeture du tube neural
(Connor and Ferguson-Smith, 1998).

De nombreuses étiologies ont été associées aux ATN, comme le montre le tableau 1l
(Wilson et al ., 2003). Neanmoins, des études a I'échelle du génome a I'aide de collections de
petites familles ont impliqué les chromosomes 2,7 et 10 comme candidats de risque pour le
spina bifida (Stamm et al ., 2008).

14
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Tableau Il : Etiologies des ATN (Wilson et al ., 2003)

Hyperhomocystéinémie
Génétique

Syndrome de Fraser
Syndrome de Fanconi
Syndrome de Schinzel
Chromosomique
Triploidie

Trisomie 9, 13, 18
Tératogéne

Valproate, Carbamazépine

Idiopathique

5.1.Facteurs genétiques

Plusieurs observations concernant certains facteurs de risque génétiques ont
permis de les impliqués dans la formation d’une ATN. Tout d'abord, a priori le risque de ces
anomalies pour certains groupes ethniques ou raciaux est plus élevé que pour d’autres. En
second lieu, I’anomalie revient avec un risque de 3a5 % au sein des familles ayants des
parents de premier degré proche d'un patient atteint, en revanche, le risque d'avoir des

descendants atteints d’'une ATN au deuxiéme degréestde 1a2 % (Auetal ., 2010).

L’activité anormale des genes qui affectent I'équilibre des activités biologiques
comprenant les enzymes du cycle métabolique de I’homocystéine (Van Allen et al ., 2002) , le
recyclage des folates (Dunlevy et al ., 2007 ; Molloy et al ., 2009 ), le métabolisme de la
méthionine, la trans-sulfuration, la synthese des purines et pyrimidines, la synthése de la
sérine/glycine, la méthylation de biomolécules, la synthése des lipides membranaires et
métabolismes peut conduire a une défaillance de la fermeture du tube neural entrainant ainsi
une ATN (Beaudin and Stover, 2009) .

15
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5.1.1. Gene de la Méthyléne Tétrahydrofolate Réductase

Le géne de la méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHFR) humain a été
localisé a la position 1p36.3 et posséde 11 exons (Goyette et al ., 1994).11 partage la
similitude avec les régions promotrices d'autres génes comme celui de la Cystathionine 3
synthase, de la  Méthionine Synthase et de la Meéthionine Synthase Reéductase
(Homberger et al., 2000).

La caractérisation de I’ADNc de la MTHFR a permis de répertorier plusieurs
mutations de MTHFR chez des patients homocystinuriques, ainsi qu’un variant commun,
677C — T (A222V), correspondant a la forme thermolabile de 1’enzyme
(Frosst et al ., 1995). Bien que les mécanismes par lesquels ce polymorphisme influence
la progression de plusieurs maladies n’ont pas été bien établit, ils incluent différentes
possibilités :

% Une augmentation des taux d’homocystéine peut avoir des effets sur la
vascularisation ou le développement des embryons (Junien et al ., 2005).

¢+ La perturbation de la synthése de la méthionine et de la S-adénosyl méthionine peut
également avoir des répercussions sur la synthése des protéines ou les réactions de
méthylation. De plus, 1’homocystéine peut étre convertie en S-adénosyl
homocystéine considéré comme étant un inhibiteur de plusieurs méthyltransférases.
Puisque des changements de méthylation de I’ADN affectent 1’expression des génes,
une déficience en MTHEFR peut influencer 1’amorce puis le développement de
processus oncogéniques (Deltour et al ., 2005).

% Une redistribution des métabolites de I’acide folique peut affecter la synthése des
purines et des pyrimidines (Figure 9), avec des conséquences sur la synthese ou la
réparation de I’ADN (Leclerc and Rozen, 2007).
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Figure 9 : Représentation schématique de 41 mutations graves du géne MTHFR et
de 2 polymorphismes particulierement étudiés (Leclerc and Rozen, 2007).

La protéine MTHFR est représentée par un rectangle et les acides aminés mutés sont indiqués au-
dessus, ainsi que les mutations affectant 1’épissage du géne. Les nombres sous le rectangle désignent
la position des mutations dans la séquence de I’ADNc ; 2 mutations différentes ont été identifiées a la

position 1274,
Les nombres entre parenthéses désignent la présence d’ une mutation intronique a proximité du résidu
mentionné.
La mutation 459C — T (indiquée par « * » ) est muette et elle est représentée ici a titre indicatif car
elle accompagne exclusivement la mutation 458G — T (G149V, surmontée par « * »).

La mutation commune C677T du géne de la MTHFR , qui résulte en la
réduction et non la suppression de I’activité enzymatique, fut le premier facteur de risque
génétique identifié des ATN(De Franchis et al ., 1997 ; Shields et al ., 1999).Elle a été
associée a une augmentation de 2 a 4 fois du risque de I’enfant atteint ou de sa mere
homozygote pour cette méme mutation (Van de Put et al ., 1995 ;1997) , surtout dans les cas
ou le taux du folate érythrocytaire est inferieur de 20% a la normale (Molloy et al ., 1999).

Il existe de grande variation dans la prévalence de la mutation 677C>T du
géne MTHFR a travers le monde, allant de 1% en Afrique jusqu’a 48% chez les Italiens
(Schneider et al., 1998 ; Botto and Yang, 2000 ) et elle est significativement élevée chez les

Arabes (12.8%) et les juifs d’Israél (12.9%) par rapport aux arabes de la péninsule
(Rosen et al., 1999).
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Une seconde mutation dans le géne MTHFR, A1298C, résultant en une baisse
de lactivité de la MTHFR, a été aussi identifié comme un facteur de risque putatif
(Van der Put et al ., 1998) . Ce polymorphisme pouvait augmenter le risque de spina bifida
surtout en combinaison avec 1’altération MTHFR C677T (Akar et al ., 2000) .

La (MTHFR) est une enzyme clé dans le métabolisme de 1’homocysteine
(Hcy) dépendant des folates, qui catalyse la réduction du 5, 10-méthyléne tétrahydrofolate en
un donneur du méthyle le 5-méthyle-tétrahydrofolate, un Co-substrat pour la méthylation de
I’Hecy en méthionine (Homberger et al ., 2000) (Figure 10).

Une digestion de la trypsine de MTHFR ne conduit pas a la perte de l'activité
catalytique, mais rend la protéine insensible a la régulation allostérique par I'inhibiteur
allostérique de la MTHFR qui est le S-adénosyl méthionine (SAM) .Par ailleurs, le S-
adénosyl homocystéine (SAH) montre également un effet régulateur sur l'activité de la
MTHFR, il est en concurrence avec le SAM pour les sites régulateurs de la protéine, mais il

n'a pas d'influence sur son activité (Finkelstein, 1998).
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Figure 10: Répercussions métaboliques de I’activité de la MTHFR.

(Leclerc and Rozen , 2007)
MS : méthionine synthase; TS : thymidylate synthase; THF :tetrahydrofolate;DHF :
Dihydrofolate; SAM: S-adénosyl méthionine. CHOTHF: 10-formyltétrahydrofolate
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Le réle de la MTHFR dans certaines maladies a d’abord été rapporté par
Mudd et al. (1972) qui avaient identifié une altération fonctionnelle majeure de cette
enzyme chez un patient présentant une homocystinurie. En 1988, une variante commune
et thermolabile de la protéine MTHFR fut repérée (Kang et al ., 1988).

La déficience de I’enzyme MTHFR est une maladie autosomale récessive
caractérisée par des taux €levés d’homocystéine qui peuvent excéder 100 umol/L et des
taux anormaux ou bas de la méthionine (Ozer et al ., 2011) . Cette déficience peut étre la
cause de plusieurs pathologies telle la thrombose veineuse et 1’infertilité masculine chez
les adultes ; en plus de ’augmentation du risque d’ostéoporose chez les personnes agées ;
et peut méme étre la cause d’un avortement durant la grossesse (Bezold et al ., 2001 ;
Lopaciuk et al ., 2001; Trabetti , 2008) . Chez les enfants, ce polymorphisme a été associé
a un retard du développement intra-utérin, aux maladies congénitales cardiaques, aux
ATN , et aux anomalies chromosomiques (Akar et al., 1999 ; Akar et al ., 2001 ;
Infante- Rivard et al ., 2002 ; Van Beynum et al ., 2007).

5.1.2. Géne de la Cystathionine  Synthase

Le gene codant pour la Cystathionine B Synthase (CBS) est localisé sur le
chromosome 21 (Kraus, 1998), et quatre-vingt-douze mutations de ce gene ont été
identifiées. La plupart d'entre eux est en corrélation avec 1’homocystinurie et seulement 14
mutations ont été trouvées dans plus de deux alléles, et les autres ne sont que des
modifications individuelles. Pour un 1/3 de toutes les mutations, I'activité enzymatique a été
analysée et la plupart d'entre elles conduisent a une diminution de I'activité catalytique de
I’enzyme (Kraus, 1999).

La mutation de I'alléle de la CBS qui contient une insertion de 68 paires de
bases dans I’exon 8 a été identifiée pour la premiére fois chez un patient avec une
homocystinurie par Sebastio et al. (1995), qui pensaient que ce polymorphisme était du a
I'utilisation d'un codon stop prématuré lié a l'insertion dans 'ARNm de CBS menant a la
traduction d'une enzyme courte inactive.

Par la suite, Tsai et al. (1996), ont montré que l'insertion de 68paires de bases
génere un site d'épissage alternatif permettait I'élimination de toute la région insérée,
permettant ainsi la formation d'un ARNm normal transcrit et une enzyme CBS entiérement
fonctionnelle.

Dans une etude plus large en Europe, De Stefano et al. (1998) ont rapporté que
les individus homozygotes pour la mutation MTHFR 677TT portant I’alléle CBS 844ins68,

avaient des taux faibles en homocystéine (similaires a celles observées chez des sujets
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MTHFR 677 CT ou CC) comparés aux non-porteurs, cependant les niveaux de folates
n'étaient pas présentés dans ce rapport.

Plus tard, Dekou et al. (2001) ont également signalé que l'allele CBS
844ins68 semblait avoir un effet abaissant de 1’homocystéine chez les homozygotes MTHFR
677TT, mais aucune donnée n’a éte signalée pour I'effet sur les niveaux de folate. D’un autre
coté, un taux élevé de pertes feetales a été rapporté chez les méres avec une homocysteinurie
due a la déficience en CBS (Mudd et al ., 1985).

Une étude menée sur des individus du Nord d’Irlande ,a non seulement soutenu
ce qui a été déja démontré par rapport aux taux d’homocystéine significativement bas chez les
porteurs de la mutation MTHFR C677T a I’état homozygote en plus de 1’allele CBS ins68 ,
alors que ces personnes possédaient des concentrations plasmatiques élevées en folates par
rapport aux autres non-porteurs (Summers et al ., 2008) .

La syntheése irréversible de la CBS a partir de I'nomocystéine et de la sérine est
catalysée par la (CBS) qui est une protéine cytoplasmique (Figure 11). La forme active est un
tétramere, constitué de 4 monomeéres identiques avec des poids moléculaires de 63kDa.
Chaque sous-unité peut lier le phosphate de pyridoxal (dérivé de la vitamine Bg), la molécule
de SAM et la molécule d'héme (Kraus ,1998).
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Figure 11 : Diagramme simplifié des cycles métaboliques du folate et de 1’homocystéine
(Bassuk and Kibar, 2009).

Ado Hcy: S-adenosyl homocysteine; Ado Met: S-adenosyl méthionine; BHMT: betaine-homocysteine
méthyltransférase; CBS: cystathionine B-synthase; FR: folate receptor;

MTHFD: méthylénetétrahydrofolate déshydrogénase; MTHFR: méthylenetétrahydrofolate réductase;
MTR: méthionine synthase; MTRR: méthionine synthase réductase; RFC: reduced folate carrier; SHMT:

serine hydroxyl methyltransférase; THF: tétrahydrofolate.

5.1.3. Géne de la Méthionine Synthase Réductase

Le gene de la méthionine synthase réductase (MTRR) est localisé sur le
chromosome 5, avec une expression faible et commune a tous les tissus examinés
(Gos and Szpecht-Potocka, 2002).Cette enzyme est responsable de la régulation de la

méthionine synthase (MTR) par la méthylation réductive.

Le polymorphisme le plus commun dans le géne de la méthionine synthase
réductase est la substitution A66 G, conduisant a un changement d'isoleucine en méthionine,
I’acide aminé 22 (I22M).Bien que le polymorphisme A66G ne change pas l'activité
catalytique de I’enzyme, la fréquence du génotype 66 GG était plus élevée chez les personnes

atteintes d'/ATN ainsi que leur mere par rapport au groupe témoin (Wilson et al., 1999).
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5.1.4. Gene de la Méthylenetétrahydrofolate Déshydrogénase

Le géne codant pour la méthylenetétrahydrofolate déshydrogénase (MTHFD) a
été localisé sur le chromosome 14 (Hol et al ., 1998). L’analyse des mutations de ce géne chez
les patients ayant une ATN a mené a la découverte de la substitution G878A dans un alléle
chez un patient atteint de spina bifida, responsable de la substitution de l'arginine en
histidine de la protéine MTHFD. Une autre substitution G1958A de I’arginine en glutamine a
été isolée chez plusieurs patients atteints d’ATN mais avec des fréquences semblables dans
les groupes de patients et témoins, donc son influence sur 1’étiologie des ATN est loin d’étre
déterminer (Hol et al., 1998).

5.1.5. Gene de la Dihydrofolate Réductase

Il a été signalé que les méres d’enfants atteints d’ATN homozygotes pour la
délétion du géene de la dihydrofolate réductase (DHFR) 19-paires de bases ont un double
risque d’ATN par rapport aux témoins dans la population turque (Akar et al ., 2008).

5.1.6. Les genes des enzymes du cycle de I’acide folique nécessaires pour la

biosynthése des nucléotides

Le géne de la méthylénetétrahydrofolate déshydrogénase (MTHFD1) code pour
I'enzyme cytoplasmique Synthase. Le polymorphisme 1958G/A qui donne lieu a une
substitution dans le domaine de la synthétase du 10-formyle THF a été observer comme
facteur de risque pour la mére et I’enfant atteint d’ATN dans les populations Irlandaises et
Italiennes (De Marco et al . 2006), mais pas chez les Néerlandais
(Van der Linden et al ., 2007,) ou les Britanniques (Doudney et al ., 2009). Ce
polymorphisme provoque une activité reduite de I’enzyme THF synthase dans les lignées
cellulaires, résultant en la diminution de Ila biosynthése des  purines
(Christensen et al ., 2009).

5.1.7. Les genes des transporteurs des Folates

Le transport du folate alimentaire au sérum, puis vers le cytoplasme des
cellules impliqgue un certain nombre de protéines produites par les génes de
transporteur/récepteurs des folates comme le SLC19A1. Aucun risque d'une augmentation
ou une diminution d'ATN n’a été associée avec les polymorphismes testés pour ce gene

sauf pour l'allele 80G>A du gene SLC19A1. Malgré qu’une telle association fut trouvée
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dans les populations Chinoises, Italiennes et Néerlandaises , elle n’existe pas dans d’autres
pays tel I’Irlande , la Grande Bretagne et I’Amérique (De Marco et al., 2003 ; Pei et al.,
2009).Les geénes qui codent pour des protéines de transport, capture et rétention cellulaire
des folates, comme le FRa, FRb et FRg, RFC1 (transporteur du folate reduit), GCPII (Folyl-
g-glutamate carboxypeptidase) et FPGS (Folylpolyglutamate synthétase) ont été proposé
comme candidats dans 1’étiologie des ATN mais avec des résultats non concluants pour

toutes les études (Beaudin and Stover, 2009 ; Greene et al ., 2009 ; Molloy et al ., 2009) .
5.1.8. Autres genes

v" Certaines études ont conclu que plusieurs genes nécessaire au transport
et au métabolisme du glucose sont des facteurs de risque potentiels pour le méningomyélocele
(Auetal ., 2008).

v' Les variations fonctionnelles des divers méthyltransférases qui jouent
un réle important dans la croissance, la différenciation et la prolifération des cellules, peuvent
également étre des facteurs de risque susceptibles a la formation des ATN (Blom, 2009).
Plusieurs études ont été menées pour vérifier 1’association des génes impliqués dans la
transméthylation d'acides nucléiques, de protéines et acides aminés, du métabolisme des
lipides , comme facteurs potentiel causant les ATN, mais cette association n’a été signalée
que pour les genes de la biosynthése des lipides membranaires (CHKA), et trois des genes de
méthyltransférase des protéines (PRMT1) (Au et al ., 2010).

v' Le gene VANGL2 code pour un homologue d’une protéine de la
polarité cellulaire impliquée initialement dans la voie de polarité des tissus chez la drosophile
et il s'exprime le long du tube neural au moment de sa fermeture (Kibar et al ., 2001), mais il
existe chez les vertébrés un second géne VANGLI. Chez les humains, I’hétérozygotie pour
les variantes mutantes du gene VANGL1 a été associée avec les ATN. Par ailleurs, des
mutations indépendantes dans le gene VANGL1 humain ont été identifiées chez trois patients
dans une étude qui a porté sur 144 patients représentant des cas sporadiques et familiaux
d'ATN (Kibar et al ., 2007) . En outre, chez une fille italienne de 10 ans avec un syndrome de
régression caudale, une malformation ano-rectale, et une moelle épiniere attachée, Kibar et al
. (2007) ont détecté une mutation V239I, résultant en une substitution de la valine avec
I'isoleucine dans le géne VANGL1, qui était preésente chez sa mere sans aucun signe
clinique d'ATN et chez son frere qui avait seulement des sinus dermiques.

v" L'oxyde nitrique (NO) inhibe l'activité de la méthionine synthase et

interfere avec la reméthylation de I'homocystéine (Danishpajooh et al ., 2001) et la
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neurulation appropriée (Nachmany et al ., 2006 ). L’oxyde nitrique synthase endothéliale 3
(NOS3) est exprimé constitutivement dans les cellules endothéliales et elle est responsable de
la production vasculaire du NO.

Brown et al. (2004) ont constaté que le polymorphisme G894T au niveau
du geéne NOS3 chez ’embryon était associé¢ de manicre significative avec le risque de spina
bifida. En revanche , Van der Linden et al.(2007,) ont observé que le génotype 894TT
NOS3 n'augmente pas le risque de spina bifida chez les méres ou chez leurs enfants atteints ,
sauf en cas de combinaison des génotypes maternelles 894GT/TT et MTHFR 677TT qui
augmente ce risque significativement en association avec des taux plasmatique
d'homocystéine éleves .

5.2.Facteurs nutritionnels

Les facteurs nutritionnels semblent aussi étre importants dans I'étiologie des
ATN. En revanche, le rdle exact de la vitamine B;, et les éléments traces comme le cuivre
(Cu) et le zinc (Zn) est encore incertain et il n’y a qu’une quantité limitée de la littérature
publiée sur ce theme (Zeyrek et al ., 2009).

5.2.1. Carence en folates

Du fait du role des folates dans la synthése de I’ADN et de I’ARN, la carence
en acide folique provogue un ralentissement des mitoses dans les systémes a multiplication
rapide. C’est le cas par exemple pour les globules rouges (anémie macrocytaire due a la
carence en folates et/ou en vitamine B;y) (Potier de Courcy, 2005).

Plusieurs hypothéses ont tenté d’expliquer I’implication d’un déficit en folates
a un moment critique du développement du SNC, ce phénomeéne est alors observé au moment
de la division rapide des cellules ou la disponibilité du tissu nerveux pourrait étre limité et
pourrait conduire a un défaut de fusion des feuillets nerveux, produisant ainsi I’ATN
(Schorah et al ., 1993).

Certaines études ont démontré que les taux de folates chez les meres et leurs
enfants atteints > ATN ne sont pas déficients , cependant les valeurs sont généralement plus
basses par rapport a la marge contrdle (Kirke et al., 1993 ; Mills et al ., 1995) .Les femmes
appartenant a des milieux défavorisés sur le plan économique et/ou culturel sont les plus
exposées au déficit en folates (Hernandez-Diaz et al ., 2002). Ces observations suggerent
que la réduction des fonctions des enzymes de 1’homéostasie du métabolisme du folate et de

I’Hcy peut servir a modifier le risque des ATN (De Marco et al., 2000).
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Compatible avec l'observation clinique, les donnés des expérimentations
animales indiquent que 1insuffisance en folate intracellulaire prédispose aux ATN. Par
exemple, les souris qui manquent de récepteurs de liaison des folates Folrl, nécessaires pour
le transport des folates dans les cellules affichent des embryopathies sévére et des ATN qui
peuvent étre largement améliorés avec l'acide foligue a doses élevées
(Gelineau-van Waes et al ., 2008) .

5.2.2. Carence en Vitamine By,

L'homocysteine est reméthylé en Meéthionine par la méthionine synthase (MS)
qui catalyse le transfert du groupement méthyle du 5-méthyltétrahydrofolate (5-méthyle-
THF), et ce par l'intermédiaire de la vitamine Bi, qui agit comme un Co-transporteur
a 1” homocysteine (Potier de Courcy, 2005).

Les troubles maternels entrainant une carence en vitamine Bip, y compris
I’anémie pernicieuse, les troubles de I’absorption comme la maladie cceliaque et les
entéropathies inflammatoires, peuvent entrainer un risque accru d’ATN. Les femmes qui, a
cause de leurs préférences culturelles et alimentaires, excluent les viandes rouges et d’autres
sources de vitamine B, de leur alimentation, courent un risque accru de donner naissance a
des enfants atteints d’ATN qui ne peut étre corrigé par I’administration de fortes doses
d’acide folique (Van Allen et al ., 2002).

Plusieurs chercheurs ont examiné 1’association possible entre les
concentrations de la vitamine By, au niveau du sérum ou dans le liquide amniotique et les
ATN, mais avec des résultats ambigus (Mills et al ., 1992; Kirke et al ., 1993 ; Steen et al .,
1998). En outre , une étude a rapporté que les taux plasmatiques élevés en homocysteine et
au contraire trés faibles en vitamine B 15 chez les méres et leurs enfants atteints d’ATN
sont des  facteurs de risques  indépendants  pour ces  anomalies
(Steegers- Theunissen et al ., 1995).

Il a été remarqué que dans le plasma, environ 20 % de la vitamine B, est lié &
la transcobalamine (TC) et environ 80 % lié a I’haptocorrine (HC). L’Holo-TC est la
proportion de TC qui contient la vitamine Bi,, par opposition a Apo-TC auquel aucune
vitamine n'est liée. TC transporte la vitamine By, a la cellule, alors que le role du HC est
incertain. Une disponibilité cellulaire réduite de la vit By, peut étre détectée plus tét par la
détermination des niveaux de holo-TC plasmatiques que par le niveau de la vit By, totale, qui
est la somme des holo-TC et holo-HC (Afman et al ., 2002).

Selon une étude réalisée par Afman et al. (2001), des niveaux plasmatiques

bas de holo-TC ont été trouvés en association avec un risque accru pour avoir un enfant
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atteint d’'une ATN, alors qu'aucune telle association n’a été observée avec les niveaux
plasmatiques de la vitamine Bj, totale. En outre, ces chercheurs ont constaté qu'un faible
pourcentage de la vitamine By, lié @ TC (Holo-TC/total-TC) est associé a un risque trés élevé
d’ATN. Comme les niveaux de la vitamine B, totale n‘ont pas diminués chez les personnes
ayant des niveaux faibles en holo-TC, ils ont suggéré une liaison perturbée entre cette
vitamine et son transporteur TC en se basant sur I'hypothése que les variations génétiques
dans le géne du TC pourraient expliquer une altération de sa fonction.

Certains des polymorphismes nucléotidiques simples semblent affecter les
concentrations de TC ou sa fonction , cependant, le nombre relativement restreint des
personnes definies dans les étude exclut la conclusion que ces polymorphismes affectent
aussi bien les taux plasmatiques d'homocystéine que la vit Bi,. De plus amples recherches
devraient se concentrer sur la région non codante de ce géne pour trouver une explication de
la liaison perturbée de la vitamine Bj; & TC chez les meéres ayants un enfant atteint
d’anomalie du tube neural (Afman et al ., 2002).

5.2.3. Déficience en zinc

Le zinc (Zn) est un nutriment essentiel pour la croissance cellulaire normale et
pour la différenciation chez toutes les especes. Il est particulierement nécessaire pour la
fermeture du tube neural humain. Par ailleurs, il peut également jouer un réle en influencant
le métabolisme du cuivre dans le développement des ATN (Zeyrek et al ., 2009).

Le Zn joue un rdle dans I'absorption des folates dans le tractus gastro-intestinal,
car les folates alimentaires sous forme de ptéroylpolyglutmates sont hydrolysés par la c-
glutamyl hydrolase, une enzyme activé par le zinc, dans la membrane de frontiere en brosse
de l'intestin humain. Par conséquent, 1’insuffisance de zinc peut entrainer une malabsorption
du folate alimentaire (Canton and Cremin , 1990). Par ailleurs, cet élément est aussi impliqué
dans le métabolisme des folates, comme cofacteur pour les enzymes du métabolisme des
folates (Figure 12), la dihydrofolate réductase ainsi que la méthionine synthase qui ont
besoin de vitamine Bs, (Ebisch et al ., 2006) .
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Figure 12: Représentation schématique de I'absorption des folates provenant de 1”'intestin
et son métabolisme dans I'organisme (Singla et al ., 2009).

La déficience ou carence en zinc pourrait jouer un role dans I’étiologie des
ATN (Velie et al ., 1999 ; Golalipour et al ., 2006) .Ceci a été prouvé par plusieurs recherches
menées en Turquie (Cengiz et al ., 2004) ; aux Pays bas (Groenen et al ., 2003) , ainsi que par
d’autres (Shaw et al ., 1999 ). En Revanche d’autres études n’ont pas pu établir une telle
relation (Weekes et al ., 1992 ; Hambidge et al ., 1993 ; Nikolov et al ., 1993).

Plusieurs études ont constaté des niveaux sériques bas en Zn chez les nouveau-
nés avec des ATN mais aussi chez leurs meres par rapport au groupe témoin
(Carrillo-Ponce et al ., 2004 ; Zeyrek et al . , 2009 ; Dey et al . , 2010) .Cependant, les
niveaux d'acide folique, vitamine Bi, et de fer n'étaient pas significativement différents entre
les deux groupes.

D’un autre c6té, certaines études effectuées en Turquie (Cavdar et al ., 1991),
Pays bas (Groenen et al ., 2003) , et au Mexique (Carrillo-Ponce et al ., 2004) ont démontré
que le statut du zinc au niveau des cheveux des nouveau-né est associé aux ATN . Une autre
étude meneée en Inde a rapportée une relation entre les taux faibles en zinc au niveau des
cheveux des nouveau-nés atteints d’une ATN en Inde, mais sans aucune différence au niveau
sérique (Srinivas et al . , 2001). Ceci est probablement d0 aux diverses méthodes d’analyse
du zinc (Golalipour et al ., 2006).

27



Partie | Etude bibliographique

En revanche, d'autres études ont trouvé une concentration élevée de zinc dans
le cordon ombilical chez les nouveau-nés atteints d’ATN. Le zinc sérique total était similaire
a celui des témoins, mais il y avait un changement dans la distribution du Zn.
L’ hyper-zincémie feetale et le zinc lié a I'albumine maternel élevé constaté dans cette étude
suggerent que les feetus atteints d’ATN recoivent le Zn mais ne l'utilise pas normalement
(Zimmerman, 1984).

5.2.4. Déficience en cuivre

Le cuivre (Cu) est une composante importante des protéines essentielles pour
la fonction neurale. Son réle dans le développement des ATN est plausible en raison de sa
participation dans le stress oxydatif (Burkitt, 2001 ;Cengiz et al ., 2004) .

Une étude précédente a montré que le niveau sérique du cuivre dans les
grossesses pathologiques était significativement plus élevé comparé aux grossesses normales
(Alebic-Juretic and Frkovic, 2005).

D’autres recherches ont constaté que les enfants atteints d’ATN, ainsi que leur
meéres avaient des niveaux plasmatiques élevés en cuivre comparés aux témoins. Ceci peut
étre expliquer par I’interaction Cu-Zn au cours de lI'absorption intestinale, car lorsqu'il y a une
diminution du Zn, se produit une augmentation de 1’absorption du Cu, donc son augmentation
au niveau de sérum (Zeyrek et al ., 2009).

5.3.Facteurs environnementaux associés aux ATN

La majorite des ATN est d’origine multifactorielle ; autrement dit, elles
résultent de I’effet combiné des facteurs génétiques et environnementaux. La pauvreté, la
famine, les guerres, les variations saisonniéres et les préférences alimentaires ont contribué a
montrer qu’une alimentation de mauvaise qualité est un facteur environnemental important de
ces anomalies (Van Allen et al ., 2002).

5.3.1. Les antiépileptiques

La plupart, sinon tous les antiépileptiques sont connus pour avoir des effets
tératogenes (Ornoy, 2006).En outre, 1’administration de médicaments antiépileptiques aux
femmes enceintes induit des malformations congénitales avec une incidence s’élevant de 3%
a 9% apres 1’administration (Kaneko et al ., 1999). Ces chiffres peuvent augmenter jusqu’a
28% quand trois ou plus d’antiépileptiques sont administrés aux meres malades
(Holmes et al ., 2001).Le Carbamazepine (Tegretol) est associé avec les ATN dans 0.5 -1 %
des grossesses chez les femmes prenant cette médication, ainsi qu’une augmentation des

anomalies cardiovasculaires et des fentes labiale/palais (Ross, 2010) . D’un autre c6té, 1’acide
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Valproique posséde l'une des plus fortes associations avec les ATN, et les deux médicaments
accroissent 10 fois le risque de ces anomalies de 2 % des grossesses congu sous ces
traitements (Dansky and Finnell, 1991).

Plusieurs mécanismes ont été proposé, mais il existe un consensus général que
la prédisposition génétique a I’effet tératogéne du Valproate est requise pour promouvoir ces
ATN (Duncan et al ., 2001 ; Zhu et al ., 2009). Parmi les mécanismes tératogénes associés au
Valproate la génération de composés reactifs de I'oxygene (Defoort et al ., 2006) , les
changements dans I'expression des genes induits (Stodgell et al ., 2006) et la reprogrammation
épigénétique a travers une inhibition directe des histones désacétylases
(Milutinovic et al ., 2007) .

5.3.2. Les facteurs socioéconomiques

L'éducation reflete la capacité d'accéder et d'interpréter les informations
relatives a la santé ; 1’occupation influe sur la santé par le biais de 1'exposition aux risques du
lieu de travail, et aux facteurs psychosociaux et réseau social ; quand au revenu, il influe sur
la santé maternelle, soins médicaux et mode de vie (Yang et al ., 2008).

Plusieurs études ont rapporté une augmentation du risque d” ATN en relation
avec le statut socioéconomique de femmes au foyer , a leur éducation et a leur revenu
(Canfield et al ., 1996 ; Farley et al ., 2002 ; Blanco Muifioz et al ., 2005 ; Li et al ., 2006 ;
Grewal et al ., 2008) .Ceci peut étre expliquer par 1’utilisation de 1’acide folique en période
pré-conceptionnelle et pendant la période de fermeture du tube neural par les femmes ayant
un niveau éducatif et social élevé (Brough et al ., 2009).

5.3.3. L’appartenance ethnique

Certaines études ont demontré que la prévalence des ATN variait selon la
race. Aux Etats Unies, d’apres une recherche durant la période 2003-2005, les prévalences
des ATN étaient de 2/1000 naissances chez les blancs non-hispaniques, 1.96 pour les
hispaniques, et 1.74 chez les noirs non-hispaniques (Boulet et al ., 2009). Dans une autre
étude similaire, la prévalence des noirs du Sahara était de 1.99 / 1000 naissances, plus élevée
de celle chez les noirs américains, ceci est probablement due a un déficit en supplémentation
en acide folique (Njamnshi et al ., 2008).

5.3.4. Les fumonisines

La consommation de mais contaminé par les fumonisines, qui sont une famille

de mycotoxines produites par le champignon Fusarium verticillioides (Munkvold, 2003) peut
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entrainer le cancer ou des ATN, surtout en combinaison avec d'autres facteurs de risque tel
que la susceptibilité génétique et la carence en folates (Sadler et al ., 2002 ; Marasas et al .,
2004) . Ces toxines inhibent la biosynthése des sphingolipides par l'inhibition de la céramide
Synthase (Wang et al ., 1991), affectant ainsi le transport du 5- méthyltétrahydrofolate et

entrainant une carence en folates et des ATN (Stevens and Tang ,1997).

La relation entre la consommation maternelle de fumonisine et les ATN est
plus évidente chez les populations qui consomment une quantité plus élevée de mais , tels que
ceux de la frontiere Texas - Mexique, Amérique centrale et du Sud, Afrique du Sud et des
provinces du Nord de la Chine (Moore et al ., 1997 ; Hendricks , 1999 ; Hendricks et al .,
1999 ; Missmer et al ., 2006).

5.3.5. Autres facteurs

v' 1l est évident que le risque d’avoir un enfant atteint d> ATN est associé a
I’exposition paternelle ou maternelle aux pesticides , produits d’entretien chimique et/ou
travaux d’agriculture durant le mois qui précede la conception et dans le premier trimestre de
grossesse (Garcia et al .,1999 ; Blatter et al ., 2000 ; Shaw et al., 2002 ; Lacasafia et al ., 2006
; Rull etal ., 2006 Brender etal., 2010 ;Herdt-Losavio et al., 2010).

v' La consommation du tabac, la prise de médicaments anticonvulsivants, et
d’alcool en plus de I'état de santé général de la mére ont une influence sur le développement
d’une anomalie du tube neural (Kan etal., 1998 ; Igbal, 2000) .

v D’aprés une étude en Israél, un risque accru d'ATN a été associé a une
exposition a un ou plusieurs antagonistes de I'acide folique au cours du premier trimestre de la
grossesse (Matok et al., 2009).

v Les médicaments a base de plantes avec des compositions inconnues et
des métaux lourds sont facilement disponibles partout dans le monde (Saper et al ., 2004) , et
comme prés de la moitié des grossesses sont non planifiées (Forrest,1994) , il est donc
raisonnable de supposer qu'un grand pourcentage de femmes sont exposées a ces herbes
médicinales pendant le début de leur grossesse. Ces médicaments a base de plantes contenant
du plomb ou autres bivalents cationiques comme le mercure, le cadmium, ou l'arsenic
contribuent en partie a I'insuffisance de folates sériques maternelles conduisant a des ATN. lls
pourraient étre considérés comme des antagonistes indirectes des folates. Par ailleurs, le
plomb pourrait induire des ATN en réduisant la biodisponibilité du zinc a partir des aliments

et cause indirectement la déficience en zinc (Bound et al ., 1997) . Il est envisageable que
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l'ingestion de plantes médicinales chez les femmes d’un certain milieu socioéconomique peut

aggraver leur situation et contribuer a des anomalies du tube neural (Singla et al ., 2009).
6. Diagnostic

Les techniques de dépistage des ATN sont représentées par 1’échographie effectuée
systématiquement au cours de la grossesse pour détecter la malformation si elle a une taille
suffisante et/ou le dosage d’alpha-foeto-protéine (AFP) dans le liquide amniotique ou dans le
sang qui pourra ainsi dépister 80% des ATN pour des valeurs sériques supérieures a 2 .5
fois la normale entre les 16°™ et 18°™ premiéres semaines de grossesse , et seulement si la
concentration de I’AFP est "élevée et que 1’échographie ne permet pas d’en connaitre la cause,
une amniocentese est  généralement envisagé a des fins  diagnostiques

(Texier and Arthuis, 1985).
6.1.Echographie

Dans la période néonatale et jusqu'a I'age de 3 mois environ, 1’échographie
spinale peut fournir une imagerie excellente de la moelle épiniére terminale et offre un test
sensible des dysraphies présumées de la colonne vertébrale (Thompson, 2010).
L’anencéphalie peut aussi étre diagnostiquée par 1’échographie feetale au cours du deuxiéme
trimestre de la gestation (Crane, 1992).

L’échographie ne doit pas étre pratiquée sur des lésions ouvertes, alors qu’en
cas d’anomalies fermées, elle montre un méningocéle cloisonné et échogene en continuité
avec une moelle attachée basse. L’échographie cranienne doit toujours étre réalisée chez ces
nourrissons a la recherche d’une hydrocéphalie associée (De Bruyn, 2007).

6.2. Imagerie par Résonnance Magnétique

L’Imagerie par Résonnance Magnétiqgue (IRM) demeure la modalité
d'imagerie définitive, elle peut visualiser le contenu des hernies dans le sac et aider a détecter
les autres anomalies du cerveau (Naidich et al ., 1993) .

La terminaison de la moelle épiniére, I'anomalie précise ainsi que toute
association des malformations squelettiques sont bien démontrées (Thompson, 2010).
6.3. Alpha foetoproteine

L’alpha-foetoprotéine (AFP) est une glycoprotéine oncofoetale dont la masse
moléculaire est de 69 kDa. L'AFP est constituée d'une chaine polypeptidique de 590 acides
aminés comportant 15 ponts disulfures. Le géne codant pour I’AFP est sur le bras long du
chromosome 4 (Denis et al ., 2000).
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L’AFP passe normalement du sérum feetal dans les urines du feetus, puis dans
le liquide amniotique, la ou elle est avalée et métabolisé dans le tractus gastro-intestinal
feetal (Brock, 1976) .Elle exerce différentes activités physiologiques comme transporteur
d’ions, de bilirubine et facteur de croissance cellulaire. Pendant la vie feetale, ’AFP est
d’abord synthétisée par la vésicule vitelline puis par le foie. Sa concentration sérique chez le
feetus atteint 3 a 4 g/l vers la 13°™ semaine de gestation. Au méme moment, le taux sérique
maternel est d’environ 200 pg/l car I’ AFP passe la barriére placentaire (Denis et al ., 2000).

L’examen de 1”’AFP est généralement réalisé au cours du deuxiéme trimestre
avec trois marqueurs additionnels : gonadotrophines chorioniques humaines (hCG), oestriol
non conjugué et inhibine A, qui constituent collectivement I’examen quadruple. Ce dernier
est concu pour détecter les ATN ouvertes et le syndrome de Down
(Anderson and Brown, 2009).

En cas ATN ouvertes, il y a fuite du sérum feetal directement dans le liquide
amniotique, et le niveau de I'AFP est élevé dans ce liquide tout comme les protéines sériques
maternelles (Milunsky et al., 1980).Ainsi en cas de Sb, I’ AFP est généralement comprise
entre 2,00 et 2,50 MoM (Poloce and Boisson-Gaudin, 2010) . Par contre, lorsqu'une anomalie
du tube neural est fermée, le niveau de I'AFP n'est pas éleve, ceci se produit dans seulement
5 % des cas (Milunsky et al., 1980).

7.Pronostic et complications des ATN

Les conséquences sur la vie des personnes atteintes d’ATN et leurs familles peuvent
représenter tout un défi, car elles entrainent des complications graves, qui sont une cause
importante de morbidité et de mortalité chez les nouveau-nés (Raja et al . ,2008 ; Juranek and
Salman, 2010).

Le taux de mortalité en Pologne était de 0.89 par 1000 nouveau-nés, plus élevé que
dans d'autres pays Européens, comme la Grande Bretagne avec 0.08/1000 ou la Hongrie avec
0.25/1000 naissances (Gos and Szpecht-Potocka, 2002).

Les ATN sont responsables le plus souvent de séquelles psychomotrices et
sphinctériennes importantes (Sanoussi et al ., 2001 ; Detrait et al ., 2005), necessitant une
prise en charge multidisciplinaire (Thompson, 2010) ,car sans cela , les personnes atteintes de
sb ne survivent pas assez longtemps et seulement 46% survivent jusqu'a 1’dge de 35 ans
(Hunt and Oakeshott, 2003).

Plus de 90 % des personnes atteintes d’ATN présentent en plus un syndrome
d’Arnold Chiari et une hydrocéphalie nécessitant une dérivation qui doit fréquemment étre
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révisée. Les incapacités secondaires dans la population adulte porteuse de myéloméningoceéle
sont notamment I’hydronéphrose, 1’insuffisance rénale, les plaies, la perte de mobilité,
I’ostéoporose, 1’isolement social et la dépression (Rauen and Aubert, 1992 ; Date et al .,
1993 ; Zurmohle et al ., 1998).

8. Traitement

L’objectif du traitement des ATN est la fermeture du défaut de la dure-meére, et la
reconstruction de la déformation osseuse externe (Smit et al ., 1993). En cas d’encéphalocéle,
il devrait étre recommandé a un age plus précoce pour éviter la distorsion de I'anatomie du
visage durant la croissance. Dans le cas du type occipital, la chirurgie est généralement
accomplie peu apres la naissance pour repositionner le cerveau protubérant et le reculer dans
le crane, supprimer tout tissu dysplasique du cerveau et corriger la déformation du créne
(Rajaetal ., 2008).

9. Prévention des anomalies du tube neural

En raison de la forte incidence des ATN dans différentes populations et a la faible
efficacité du traitement chirurgical de ces pathologies, la prévention est d'une importance
capitale (Gos and Szpecht-Potocka, 2002).Comme beaucoup d'autres anomalies congénitales
et des troubles génétiques, les ATN peuvent étre identifiée dans la période prénatale et par
conséquent, peuvent se préter a une prévention secondaire via I’arrét €lectif des grossesses
affectées. Cependant, ces anomalies se présentent comme un des quelques défauts de
naissance pour les lesquelles des stratégies de prévention primaires sont également
disponibles (Finnell et al ., 2013).

Les essais cliniques de différents pays qui ont mis en place des programmes
alimentaires d'enrichissement obligatoire par I'acide folique indiquent que la prévalence des
ATN est réduite denviron la moitié chez la progéniture apres cette fortification
(Blencowe et al ., 2010 ) .Ceci a été confirmé par 1’étude de Fujimori et al . (2013) dans 1’état
de Séo Paulo au Breésil, ou I’enrichissement de la farine par I’acide folique a réduit la
prévalence des ATN de 35% passant de 0,57/1 000 a 0,37/1 000 naissances.

9.1. L’acide folique
9.1.1. Données biochimiques
L’acide folique, connu aussi sous le nom de vitamine By ou acide

ptéroylmonoglutamique, est une molécule simple, de poids moléculaire égal a 441. La
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vitamine naturelle est surtout présente dans les aliments sous la forme plus complexe de
polyglutamates, appelés communément folates. Ces derniers doivent étre déconjugués par
une enzyme intestinale spécifique, avant d'étre absorbés (Potier de Courcy, 2005). Cette
opération limite la biodisponibilité qui se situe en réalité entre 60 et 100% pour une
alimentation a base de fruits, légumes et jus d’agrumes, lorsqu’elle est calculée avec des
méthodes physiologiques, basées sur la mesure des réserves accumulées apres la digestion
(Brouwer et al ., 1999).

Il existe un cycle entéro-hépatique important; le stockage est hépatique et les
réserves sont faibles (Zeisel ,2009). Les globules rouges renferment la plus grande partie du
stock, qui n’est pas échangeable mais peut étre récupéré lors de leur destruction. C’est ainsi
que les réserves ne s’épuisent a moins de 4 mois environ de restriction sévére chez un homme
jeune bien nourri (Herbert ,1962).

Les folates circulent essentiellement sous forme de méthyltétrahydrofolate et
sont faiblement liés & des protéines non spécifiques: ainsi la FABP "folic acid binding
protein” a une grande affinité pour les folates oxydés et les oriente vers le foie (Zeisel ,2009).
L'entrée des folates dans la cellule dépend d'un systéme de transport spécifique. A ce niveau,
ils sont transformés en polyglutamates grace a une déméthylation (dépendante de la vitamine
B12), ensuite survient la réduction par une déhydrofolate réductase aboutissant a la synthese
de dihydrofolates et surtout de tétrahydrofolate (Poujade and Luton, 2008).

9.1.2. Fonctions des folates

L’acide folique agit toujours sous une forme non oxydée, il agit comme
transporteur -et donc donneur- de fractions actives comportant un atome de carbone et
appelées pour cette raison unité monocarboné. Ainsi, il peut prendre, puis céder un radical
méthyle (CH3-) a I’homocystéine en la transformant en méthionine. Cette réaction est

possible grace a la méthionine synthétase (Potier de Courcy, 2005).

Outre la réaction de méthylation, ’homocystéine peut étre ¢liminée par une
enzyme active grace a la vitamine Bg, mais les études quantitatives indiquent que cette voie
(trans-sulfuration) parait relativement moins utilisée par 1’organisme que la voie de la

transméthylation (Potier de Courcy, 2005) (Figure 13).

L’acide folique joue un rdole fondamental dans le métabolisme cérébral et
nerveux, dans la synthése des neuromediateurs en particulier (Potier de Courcy, 2005).La voie
métabolique des folates contribue a tellement de processus physiologiques, allant de la
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biosynthése des nucléotides, nécessaires a la prolifération cellulaire, a la génération de
cofacteurs ayant une incidence sur les réactions biochimiques et a la génération du donateur
principal de méthyle, S-adénosyl méthionine (Ado-Met), qui participe a la méthylation des
histones de ’ADN , a la modulation de I'expression des genes ainsi qu’a la méthylation des
protéines et des lipides (Blom et al ., 2006 ; Miller , 2008).

Homacy slenne —_— ATt hboanime
by Ealions (54N
Methionine systh

METHYL THF (CH3-THI trahydrafolate | THF) |

AHEMN ¢l AN
Uyl hinnine _,l DHF réductas
ases P ||-|I|u ' o
odate (DHEF) |
¥

[ Dy
5 J-méthyléne THI

reductase (MTHEFEK

| S.10-méthyline THF (MTHF)
dUMP — grMmP

\CIDE FOLIQUE |

i

Figure 13 : Principaux roles métaboliques de 1’acide folique et synergie d’action avec
les vitamines By, Bg et By (Potier de Courcy, 2005).
9.1.3. Sources alimentaires
Trés sensible a 1’oxydation, 1’acide folique I’est également a la chaleur, a la
lumiére et a I’ébullition, d’autant plus néfaste si les aliments sont épluchés ou fractionnés. La
plus grande partie des folates alimentaires est apportée par les légumes verts (salades,
épinards, petits pois, endives, haricots, choux, avocat ...) et les fruits (orange, fruits rouges,
melon, banane ...), mais tous les fromages (surtout affinés, de type bleu ou camembert) en
sont une bonne source, ainsi que les ceufs, le foie et le paté de foie, et les graines en général
(mais, chataigne, pois chiche, noix, amandes ...), ou leurs dérivés (farines, semoules, pates,
pains et riz complets) (Potier de Courcy, 2005).
Des aliments peu riches en folates, mais consommeés réguliérement (tels que
pain, pommes de terre, laitages frais ou pommes) représentent un apport intéressant a la fois
du fait de la fréquence et de la régularité de leur consommation, et de la taille moyenne des

portions consommeées (Potier de Courcy, 2005).
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9.1.4. Prévention

Il n’existe aucun doute qu’une bonne alimentation riche en fruits et légumes
frais et un apport équilibré des autres groupes alimentaires contribue de maniére importante a
la prévention des ATN (Van Allen et al ., 2002) .

Il fut observé dans toutes les régions géographiques que lorsqu’il se produit
une sécheresse, une famine ou une guerre, les taux d’incidence des ATN augmentent d’une
maniére frappante et chutent durant les périodes de prospérité (Wasserman et al ., 1998), d’ou
la nécessité d’une supplémentation aussi large que possible dans les zones a haut risque de
pénurie nutritionnelle, mais aussi dans les régions moins touchées (Kalter, 2000).

Les bénéfices de I’acide folique sur la prévention des ATN sont connus depuis
plusieurs années, et ont conduit de nombreuses organisations de santé a recommander une
alimentation saine associée a une supplémentation en acide folique lors de la période
périconceptionnelle (Czeizel and Dudas , 1992 ; Lumley et al ., 2001).

De ce fait, les femmes sans antécédents d'une ATN devraient prendre 0,4 mg
d'acide folique chaque jour tout au long de leurs années de reproduction, soit comme un
supplément dans une multivitaminé, ou en aliments enrichis de I'acide folique (Workshop on
folate By, and Coline, 1999 ; Toriello, 2005).

La supplémentation folique ne peut étre efficace que si elle est débutée au
cours des 4 semaines précédant la conception et poursuivie jusqu’a 12 semaines de gestation
(Poujade and Luton, 2008) (tableau I11).

Tableau I11: Supplementation folique (Poujade and Luton, 2008)

e Dosage de 0,4 mg/j en ’absence d’antécédent.
e Dosage de 5 mg/j pour les femmes a risque élevé:
— antécédent de defaut de fermeture du tube neural,
— femmes épileptiques traitées,
— femmes enceintes fumeuses et/ou alcooliques et/ou ayant des carences

alimentaires,

— grossesses multiples.

Plusieurs études ont démontré que la supplémentation maternelle en période
périconceptionnelle avec 1’acide folique réduit le risque de récurrence des ATN
(Detrait et al ., 2005) .La prévalence de spina bifida a diminué de 31 % et celle de
I'anencéphalie de 16 % (Mills et al ., 2003).Par ailleurs, De Wals et al . (2007) ont étudié les
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répercussions d’un enrichissement alimentaire en acide folique au Canada, et ont observé que
la prévalence des ATN a été réduite de 46 %. L’impact de cette diminution était plus
important pour le spina bifida (53 %) par rapport a I’anencéphalie (38 %) et a I’Encéphalocéle
(31 %).Toutefois une autre recherche a démontré que, malgré la prise recommandée en
folate de 400 pg/ j par des femmes enceintes saines ,16 % de leurs nouveau-nés présentaient
un certain types d’anomalies du tube neural (fossettes sacrales ) et la dose prophylactique
recommandée pour les patients ayant un polymorphisme de la Méthylene Tétrahydrofolate
Réductase C677T devait étre au moins 2000 pg/j (Ozer et al ., 2011) .
9.2.Autres facteurs

v La supplémentation en zinc pourrait étre considérée pour une diminution
supplémentaire de la survenue et la récurrence des ATN (Cengiz et al ., 2004 ; Zeyrek et al .,
2009), surtout chez les femmes enceintes avec une déficience chronique en zinc
(Akar, 1997).

v Il est important que les femmes traitées par les antiépileptiques recoivent une
supplementation de 200ug/jour de sélénium (Pippenger, 2003), car l'acide valproique et
peut-étre d'autres thérapies d’antiépileptiques appauvrissent le sélénium total du corps
(Graf et al ., 1998).C’est un élément essentiel pour la synthése des séléno-protéines, y
compris le glutathion peroxydase (Halliwell and Gutteridge , 1999).

v Une supplémentation associant 1’acide folique et la vitamine Bg pourrait
s’avérer bénéfique. Tout d’abord, parce qu’une insuffisance en folates est a 1’origine d’un
taux d’homocystéine excessif, lui-méme a 1’origine d’effets tératogeénes. Or la vitamine Bg
intervient dans la transformation de 1’homocystéine en cystathionine, et reduit ainsi le risque
d’accumulation d’homocystéine. De plus, ’assimilation correcte de la vitamine Bg nécessite
I’apport d’autres vitamines du groupe B, dont les vitamines Bg et Bij, en particulier
(Poujade and Luton, 2008).

37



Partie 11 Matériel et Méthodes

1. Population d’étude

La présente étude a porté sur 147 individus consentant apparemment sains dont 82
hommes et 65 femmes (groupe témoin) , et un groupe consentant de 48 péres et 92 meres
d’enfants atteints d’anomalie du tube neural (groupe d’ATN), &gés entre 24 et 48 ans de la
région de Sétif, Algérie.

Une étude rétrospective des enfants nés avec une anomalie du tube neural identifiés a
partir des fiches de 215 cas d’ATN parmi un total de 28500 naissances et mort feetales au
niveau de I’Hopital de Setif a été réalisée durant la période de 3 ans (2004-2006) au cours de
laguelle plusieurs informations ont été recueillies pour chaque cas, notamment 1’age de la

meére , la date de naissance de I’enfant , le sexe ratio et la consanguinité .
2. Collecte de sang

Les échantillons du sang périphérique (10 mL) ont été obtenu par ponction veineuse
collectés dans des tubes a EDTA (I’héparine inhibant 1’action de la Taq polymérase) et
stockés a -20°C, puis transféré au laboratoire de génétique pédiatrique a I’Hopital d’Ankara

pour I’extraction de I’ADN et le génotypage.
3. Extraction de ’ADN

Aprés hémolyse du sang par une solution hypotonique dans des tubes coniques
(Falcon) ; TADN génomique a été isolé par la méthode conventionnelle phénol- chloroforme

comme suit :

v' Les tubes conique contenant 10 mL du sans total complété a 50 mL avec le Tris-
EDTA (TE) sont rapidement homogénéisés puis mis dans la glace pendant 20 min,
centrifugés a 4000 rpm pendant 20 min a 4°C (Universal 30 RF).

v' Aprés centrifugation, le surnageant est déversé, ensuite le TE est ajouté jusqu’a 35
mL au culot et I’étape précédente est répetée jusqu’a I’obtention d’un culot blanc.

v' 600 pL du TE sont ajoutés au culot, puis homogénéisés vigoureusement au vortex
(suspension de leucocytes).

v Dans des tubes eppendorf, ajouter & 300 pL de I’échantillon (suspension des
leucocytes) , un volume de 450 uL du tampon Sodium Tris EDTA (STE) et 33 uL
du détergent SDS (10 %) en plus de 23 pL de protéinase K; mélanger au vortex et
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v
v

plonger les tubes eppendorf couverts avec du parafilm, dans un bain Marie (Memmert)
a56°C pendant 16 h.

Placer un mélange de Phénol/ CHCL3/ Alcool isoamylique (25 :24 :1) dans un tube
Falcon et délaisser pour se stabiliser.

Mettre du phénol a un volume 1:1, couvrir les tubes avec du papier parafilm puis
agiter énergiquement a la main pendant 10 min.

Mettre les tubes dans la glace et au réfrigérateur pendant 20 min.

Centrifuger les tubes eppendorf a froid a 4000 rpm pendant 20 min (Allegra X 15 R,
Beckman Coulter) .

Transférer le surnageant dans un nouveau tube eppendorf et rajouter directement
750 pL de chloroforme, puis agiter énergiquement a la main pendant 10 min, et enfin
mettre les tubes dans la glace et au réfrigérateur pendant 20 min.

Centrifuger a 4°C avec une vitesse de 4000 rpm pendant 20 min.

A TI’aide d’une pipette automatique, transférer le surnageant dans un nouveau tube
eppendorf contenant 10 % d’acétate de sodium (75 pL), en plus de 750 pL d’éthanol
95% préalablement refroidi. .

Apres un bref mélange a la main par retournement ; I’ADN apparait clairement sous
forme de précipité (méduse d ADN) ; garder les tubes a -20°C.

Centrifuger a + 4°C pendant 20 min a une vitesse de 6000 rpm.

Ajouter & 100 pL du liquide (pelote d’ADN récupérée), un volume de 500 pL
d’éthanol 70%; centrifuger a 4000 rpm pendant 20 min.

Repécher le précipité, I’égoutté sur les bords du tube eppendorf et le transférer dans un
tube contenant le TE, (avec le méme volume marqué sur les tubes selon la grosseur de
la pelote, entre 50 et 300 uL).

Mettre les tubes dans un bain marie (Memmert) a 37°C pendant 16 h.

Conserver I’ADN a -20°C jusqu’a son utilisation.

4. Détermination de la pureté de PADN

La pureté de I’ADN est essentielle pour une analyse réussie par la PCR .dans le cas ou

I’ADN est contaminé, le résultat est a écarter dans les étapes suivantes, il est donc

indispensable de procéder a la réextraction de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée.

Par mesure spectrophotométrique de la densité optique (DO) de I’ADN et par le

moyen de DO 260 nm/DO 280 nm, la puret¢ de ’ADN est déterminée en indiquant la
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contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN. L’ADN absorbe a 260 nm, alors
que les protéines absorbent a 280 nm.

L’échantillon d’ADN est dilu¢ au 1/100 dans I’eau distillée et les DO sont lues par
spectrophotometrie dans la méme cuve ayant servie a faire le zéro (eau stérile) a 260 nm et a
280 nm.

On considere que:
-L’ADN est pur quand le rapport R= DO 250/DO 20 €St compris entre 1.8 et 2.
-L’ADN est contaminé par des protéines quand R< 1.8

-L’ADN est contaminé par les ARN quand R > 2.
5. Détermination de la concentration de ’ADN

La concentration de I’ADN est déterminée directement par le Nanodrop ND-1000 .La

densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :
1 unité de DO 260 nm =50 pg/ mL d’ADN double brin.
La concentration de I’ADN en [ g/mL = facteur de dilution x DO 269 * 50 pg/mL.

Une dilution a 50 ng/mL est réalisée pour I’utilisation au moment de la PCR.
6. Recherche de mutations

6.1. Amplification de ’ADN par la méthode de PCR

La PCR est une abréviation de I’expression anglaise Polymerase Chain Reaction ou
réaction en chaine par polymérase. C’est une technique de réplication ciblée in vitro, mise au
point par Kary Mullis en 1985 (Sakai et al ., 1985).

6.1.1. Principe
La PCR permet I’amplification d’un segment d’ADN compris entre deux

régions de séquences connues par un procedé d’extension d’amorce (primers). Elle consiste a
utiliser 2 amorces oligonucléotidiques de synthése de 20 a 25 nucléotides complémentaires
des extrémités 3’ des deux brins d’ADN encadrant la séquence a amplifier. Une des amorces

est une copie du brin codant et ’autre une copie du brin non codant. Sous 1’action d’une
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enzyme (Tag polymeérase), chaque amorce est allongée dans le sens 5°-3” d’une séquence
exactement complémentaire du brin recopié. A chaque étape de PCR, le nombre de segments
d’ADN cible double N cycles permettant ainsi d’obtenir 2" copies d’ADN (Saiki et al., 1985).

La réaction de PCR se décompose en 3 étapes :

v" Dénaturation en deux brins monocaténaires

<

Hybridation des amorces sur la cible
v Synthése d’un nouveau brin a partir des amorces par la Taq polymérase. Il en

résulte deux brins d’ADN bicaténaires.

Russell Higuchi . (1992) fut I’'un des premiers a faire I’analyse des cinétiques
de la PCR en élaborant un systéme qui détectait le produit de la PCR au fur et a mesure qu’il
s’accumulait .La technologie de la PCR en temps réel est basée sur la détection et la
quantification d’un «reporter» fluorescent .L’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle a la quantité des produits d’amplification générés durant la
réaction de PCR. En observant la quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il devient
possible de suivre la réaction PCR durant sa phase exponentielle ou la premiére augmentation
significative dans la quantité des produits d’amplification est en corrélation directe avec la
quantité initiale de la matrice originale cible.

6.2. Recherche de la mutation 1691 G-A sur le géne du facteur V Leiden

6.2.1. Principe
Le test du facteur V Leiden (FVL) qui permet de détecter et de définir le

génotype d’une mutation ponctuelle (G a A en position 1691) du géne du facteur V humain,
est réalisé sur I'instrument Light Cycler® 1.5 en recourant & un procédé de PCR de I’ADN issu
de I’échantillon, puis a une hybridation fluorigeéne spécifiquement ciblée, afin de détecter et

de définir le génotype de I’ADN amplifié¢ du facteur V.

Un fragment de 222 paires de bases du facteur FVL est amplifiée a partir
d’ADN génomique humain, a I’aide d’amorces spécifiques et détecté par fluorescence a
I’aide de deux sondes HybProbe spécifiques en utilisant le Light Cycler® FastStart DNA
Master hybridation probes (Roche Diagnosis), Light Mix® (TIB MOL BIOL, Berlin,

Germany).
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Lors de I’analyse de la courbe de fusion, 1’augmentation de la température
entraine une diminution de la fluorescence en raison de la dissociation de la sonde la plus
courte (sonde de mutation, marquée a la fluorescéine) entrainant 1’¢loignement des deux
colorants fluorescents. En présence d’une mutation Leiden du facteur V, la discordance entre
la sonde de mutation et la cible déstabilise 1’hybride entrainant la diminution de la
fluorescence a une température moins ¢€levée. Aucune discordance n’est observée avec le
génotype sauvage et par conséquent, la température de fusion de I’ADN double brin

hétérologue est plus élevée.

6.2.2. Recherche du polymorphisme du facteur V Leiden G 1691A
L’analyse génétique des polymorphismes du facteur V Leiden a été réalisée

pour la population saine d’aprés une courbe d’analyse de fusion performée dans des tubes

capillaires Light Cycler® préalablement refroidi, dont chacun contient les réactifs suivants:

v' 5.5 UL d’eau bi distillée (PCR — grade)

v" 1uL du mélange de réaction du facteur V Leiden
v' 1 uL du mélange de détection de la mutation

v' 2.5 uL ADN (concentration de 50 a 100 ng / pL)

Aprés une fermeture hermétique de chaque tube capillaire a I’aide d’un
bouchon en utilisant le dispositif de pose de bouchon LC Capping Tool, les tubes sont
centrifugés rapidement pendant 30 secondes , puis transférés dans leur portoir (& 32 tubes)

avec un controle positif en premiére position sur I’instrument Light Cycler® .

Réactifs-solutions de travail
Les composants suivants sont ajoutés dans un tube eppendorf placé sur glace selon

’ordre qui suit :

» FVL DIL (Diluant FVL)
H,O, PCR — grade

> FVL R Mix (mélange de réaction)
Tampon Tris- HCI
Taq polymerase
dNTP
MgCl,

» FVL MD Mix (mélange de détection de la mutation)
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Amorce sens FVL (5’-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3’)
et antisens (5’-CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3’)

Sonde HybProbe Red 640 FVL (5’-LC-640-
TGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTG-3’-PHO)
Sonde HybProbe Fluorescéine FVL (5-
GGCGAGGAATACAGGTAT-3’-Flu)

6.3. Evaluation de la mutation 20210 G-A sur le géne de la prothrombine

6.3.1. Principe
Un fragment de 165 paires de bases du facteur I1( prothrombine) est amplifiée

a partir d’ADN génomique humain, a I’aide d’amorces spécifiques et détecté par fluorescence
a I’aide de deux sondes Hybprobe spécifiques constituées de deux oligonucleotides distincts
qui s’hybrident a une séquence interne du fragment amplifié¢ lors de la phase d’annelage du

cycle de PCR. La fluorescence émise est mesurée par I'instrument Light Cycler® 1.5.

6.3.2. Recherche génétique
L’analyse génétique des polymorphismes de la prothrombine G20210A (PT) a

été réalisée dans des tubes capillaires préalablement refroidis contenant les solutions

suivantes :

v" 5,5 UL d’eau bi distillée (PCR — grade)

v' 1uL du mélange de réaction de la prothrombine (Tris — HCI, Taq polymérase, dNTP,
MgCly).

v' 1 uL du mélange de détection de la mutation

v’ 2,5uL ADN

Aprés une centrifugation rapide, les tubes capillaires couverts sont transférés

dans leur portoir avec un contrble positif en premiére position.

Réactifs-solutions de travail
» PT MD Mix (melange de détection de la mutation)

Amorce sens PT (5’-CCGCTGGTATCAAATGGGG-3’) et
antisens (5’- CCAGTAGTATTACTGGCTCTTCCTG-3)
Sonde HybProbe Red 640 PT
(5’-LC-640- TCCCAGTGCTATTCATGGGC -3’-PHO).
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Sonde HybProbe Fluorescéine PT
(5’- CTCAGCGAGCCTCAATG -3’-Flu )

6.4. Etude de la mutation 677C-T sur le gene de la MTHFR

6.4.1. Principe
Un fragment de 233 paires de bases du gene de la MTHFR est amplifiée a

partir d’ADN génomique humain, a I’aide d’amorces spécifiques et détecté par fluorescence a
I’aide de deux sondes Hybprobe spécifiques en utilisant le Light cycler FastStart Dna Master
hybridation probes ( Roche) , lightMix ( TIB MOL BIOL , Berlin , Germany) , en utilisant le
Light Cycler® 1.5.

6.4.2. Recherche génétique
L’analyse génétique du polymorphisme C677T de la MTHFR a été effectuée

pour le groupe témoin et celui des cas d’ATN, d’aprés la courbe d’analyse de fusion
performée du light cycler (Light Cycler® 1.5, Mannheim, Germany).Dans des tubes capillaires
(borosilicate) avec un Kit de détection de ce polymorphisme. Chaque tube capillaire

préalablement refroidi contient les solutions suivantes :

v' 3.5uL d’eau bi distillée

v' 2 pL du mélange de réaction

v 2 pL du mélange de détection de la mutation
v' 3 uL ADN (échantillon ou contrble)

Réactifs-solutions de travail
Les composants suivants sont ajoutés dans un tube eppendorf a 1.5 mL, placé sur la

glace, selon I’ordre indiqué ci-dessous:

» MTHFR DIL (Diluant MTHFR)
H,O, PCR - grade

> MTHFR Reaction Mix (mélange de réaction)
Tampon Tris - HCI
Taq polymerase (5 U/ uL)
dNTP (10 mM)
MgCl; (25 mM)

» MTHFR MD Mix (mélange de détection de la mutation)
Amorce sens MTHFR (5’- TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3’):
10 pM et antisens (5’- TGATGCCCATGTCGGTGC -3°) : 10 pM
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Sonde  HybProbe Red 640 MTHFR  (5’-LC-640-
CGGGAGCCGATTTCATCAT-3’-PHO)

Sonde HybProbe Fluorescéine MTHFR
(5’-TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAA
GGTGTCT-3"-Flu)

Couvrir les tubes capillaires et aprés une rapide centrifugation
(2000- 3000 rpm); les placer dans le portoir du Light Cycler® avec un contrdle positif
(hétérozygote) en premiere position.

6.5. Etude de la mutation sur gene de la CBS

La mise en évidence de 1’existence d’une insertion de 68 paires de bases dans le gene
de la CBS a été determinée par la méthode PCR (Tsai et al., 1996) dans le thermocycleur

(Biometra) pour les deux populations d’étude.
Chague tube eppendorf stérile contient les réactifs suivants :

5uL de tampon Tris-Hcl (Fermentas)

2uL dNTP (10 mM, Fermentas)

3uL MgCl;, (25mM, Fermentas)

1 pL amorce sens (10 pM, 5°- GCA GTT GTT AAC GGC GGT AT- 3’)

1 pL amorce antisens (10 pM, 5°- GTT GTC TGC TCC GTC TGG TT- 3°).
2 UL du Taq polymérase (5 U, Fermentas)

SR N N N N N

3 UL de I’ADN échantillon et ajuster le volume a 50 pL avec I’eau
bidistillée (ddH,0).

La quantité de chaque composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un
autre. En cas du tube témoin négatif, le mélange des réactifs précédents doit étre effectué sans
ADN.

Mettre les tubes aprés une rapide centrifugation dans le thermocycleur

(Biometra) avec les conditions suivantes:
Dénaturation a 94°C pendant 1 minute
Hybridation a 63°C pendant 1 minute

Elongation a 72°C pendant 1 minute par 35 cycles
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Suivi par une élongation finale a 72°C pendant 12 minutes.

Dans chaque puits du gel , une aliquote de 10uL des produits de la PCR est mise en
électrophorese sur un gel d’agarose a 2% (additionné de 30 PL de bromure d’éthidium,
Sigma)avec une goutte de bleu de bromophénol (BBP) (Merck, Allemagne), pour étre
visualiser (Apres 15min environ) sous Ultra-violet ( UV) dans un trans-illuminateur. Quand

au premier puits, 3uL du marqueur sont déposes (®X174 DNA Hae III, Fermentas).
6.6. Etude des mutations sur les genes des transporteurs du Zinc

6.6.1. Legéene ZIP14

6.6.1. 1.Principe
Le séquengage de I’ADN a été inventé¢ dans la deuxiéme moiti¢ des

annees 1970, il s’agit de la détermination de la succession des nucléotides le composant. Les
réactions de séquencage, la purification et la suspension dans un tampon approprié doivent
étre réalisées separément. La tres grande majorité des séquences réalisées sont effectuées sur
des séquenceurs automatiques qui ne réalisent que la séparation des brins et la lecture des
pics.

Pour cela, les fragments d’ADN sont marqués grace a des marqueurs
fluorescents. Une fois la réaction de séquence terminée, la taille des fragments obtenus est
déterminée par une chromatographie. Les systemes les plus modernes permettent méme de
lire les quatres nucléotides a partir d'une seule colonne de chromatographie. Le résultat est
présenté par la machine sous forme de courbes qui montrent la fluorescence détectée, et

I'interprétation qui en est faite en termes de nucléotides (EI Fahime and Ennaji, 2007).

6.6.1. 2.PCR du géne ZIP 14
La recherche des mutations au niveau du géne ZIP 14 a été réalisée

chez les méres d’enfants atteints d’ATN. La purification des produits de PCR et le
séquencage de la région du promoteur 1 : 333 paires de bases a permis de comparer leur ADN
avec la sequence initiale du gene (Torun et al., 2011).
La solution mélange préparée pour chaque échantillon contient les

réactifs suivants :

v 5uL du Tampon (Fermentas)

v" 1 puL MgCl; (25 mM, Fermentas)

v' 2 uL dNTP (10 mM, Fermentas)

v' 2 uL amorce Sens (10 pM, F: 5>-TCACCCCCAAATTAACATTTCT-3’)
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v" 2 uL amorce Antisens (10 pM, R:5’-GCTAGGCGGTGAGAGCTTC-3)
v' 0.2 pyL Taq polymérase

v 5 uL Diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Fermentas)

v' 29.8 pL eau bi distillée (ddH,0)

Aprés meélange au vortex et une breve centrifugation

(Hettich Zentrifugen), 3 uL d’ADN d’échantillons sont ajoutés dans chaque tube eppendorf.

La séquence cible de ’ADN est amplifié par 34 cycles an utilisant le

thermocycleur (Biorad DNA Engine) avec les conditions suivantes :
Dénaturation a 95°C pendant 5 min

Hybridation a 52°C pendant 1 min

Elongation a 72°C pendant 1min

Dans chaque puits du gel sur le gel agarose a 2%, sont déposés 10 uL
du produit de PCR de I’échantillon et en premiére position 1.5 L du marqueur (®X174 DNA

Hae 111, Fermentas) pour étre visualiser résultat sous UV.

6.6.1. 3. Purification de PADN
Aprés visualisation des produits de PCR, deux solutions de purification

(METIS purification system KIT): 5 pL de la solution A et 45 pL de solution B sont
ajoutées aux tubes des échantillons, puis laisser environ 2 h dans une température de + 4° C
v' Centrifuger les tubes 10 min a une vitesse de 10000 rpm a + 4° C
v Ajouter au culot 200 pL d’éthanol (70%) et centrifuger une deuxiéme fois avec une
vitesse de 13000 rpm a + 4° C pendant 5 min.
v" Verser le surnageant puis mettre les tubes dans le lyophilisateur jusqu’au
I’évaporation de ’alcool
v Ajouter a chaque tube 30-35 pL d’eau bi distillée, mélanger au vortex puis centrifuger
quelque secondes.
v Déposer dans chaque puits du gel , une aliquote de 5 puL de chaque échantillon avec
une goutte de BBP, et garder la premiére position pour 1.5 pL du marqueur

(Fermentas) et visualiser les résultats de la purification sous UV.
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6.6.1. 4. Séquencage de ’ADN
Dans chaque puits de la plaque de séquencage sont ajoutées les

solutions suivantes:

v

IR NERN

<\

8 L de la solution pré-mix (Beckman Coulter, USA) ; 2 pL de I’amorce (sens ou F :
10 pM), en plus de 1-7 pL ADN puis compléter le volume & 20 pL par I’eau bi
distillée et ajouter une goutte d’huile minérale (Beckman Coulter, USA, 5 mL gardée
a +30°c).

Mettre la plaque de séquengage dans le thermocycleur (Biometra thermocycler) avec
une température de 50°C pendant approximativement 3 heures.

Ajouter aux produits de la PCR un mélange de 3 solutions comme suit :

2 UL d’acétate de sodium (3M, pH5.2, Sigma), 2 uL EDTA (100 mM, pH8, Sigma) et
1 uL glycogéene (20mg/mL, Genome Lab ; Beckman Coulter) ensuite rajouter 60 pL
d’éthanol (95 %)

Centrifuger a + 4° C pendant 30 min a une vitesse de 4000 rpm

Verser le contenu de la plaque et I’inverser sur du papier absorbant

Ajouter 200 pL d’éthanol (70%) dans chaque puits.

Centrifuger a + 4°C pendant 5 min & une vitesse de 4000 rpm, puis inverser sur du
papier absorbant.

Ajouter 25 pL de formamide (Beckman Coulter Kit) et une goutte d’huile minérale.
Utiliser une autre plaque pour le tampon (Genome Lab Kit separation buffer,
Beckman Coulter, USA ; gardé a 4°c)

Mettre les 2 plaques dans I’appareil de séquencage (Beckman Coulter CEQ 8000
Genetic Analysis System), puis récupérer les courbes de nucléotides pour analyse.
Répéter les étapes précédentes du séquencage du gene ZIP 14 en utilisant 2 pL

I’amorce antisens.

6.6.2. Le géne ZnT4

6.6.2. 1.Principe
L’ADN cible amplifié est analysé par RFLP (polymorphisme de

longueur des fragments de restriction). Le RFLP refléte un polymorphisme au niveau d’un

site particulier de reconnaissance d’une enzyme de restriction donnée. Aprés digestion

enzymatique, les fragments de restriction sont soumis a une électrophorése sur gel qui permet

leur séparation en fonction de leur taille. La variabilité d’un site de restriction se manifeste par

la présence ou I’absence de celui-ci, ce qui se traduit par un polymorphisme des longueurs des

fragments de restriction (Narayanan, 1991).
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6.6.2. 2.Analyse génétique
La recherche de mutation génétique dans 1’un des transporteurs du zinc

a été réalisée aprés amplification de 1’exon 5 du géne ZNT4 (Akar et al., 2006) et analysee

par la méthode de PCR en utilisant les deux amorces :
Sensou F:5-AGCAAGAAGGGACATATTCC-3’
Antisens ou R : 5’-GGTAAAAGATGGGAGAGTTC-3’

Pour un volume total de 50 pL dans chaque tube eppendorf, les réactifs

suivants ont été ajoutés :

v 5 uL de la solution tampon (Fermentas)
2.5 uL de chaque amorce (10 pM)
0.5 uL Taq polymerase (5 U/ pL, Fermentas)
2 uL dNTP
3.5 uL MgCl; (25mM, Fermentas)
3 uL ADN (contréle ou échantillon)

NN

Aprés une rapide centrifugation, les tubes sont mis dans le thermocycleur
(Biometra) avec les conditions suivantes:
Dénaturation a 94°C pendant 50 secondes.
Hybridation a 55°C pendant 50 secondes
Elongation a 72°C pendant 1min ; 34 cycles

Les produits de PCR sont séparés par électrophorése sur un gel d’agarose a 3%

additionne de 30 pL de bromure d’éthidium (Sigma).

Les mutations génétiques sont analysées apres I’utilisation de 0.5uL de
I’enzyme de restriction endonucléase Moraxella bovis (Mbo 1) (Fermentas) avec 15uL des
produits de la PCR et 2uL de la solution tampon. Les eppendorf sont mis dans un bain marie
a 37°C pendant 16 h.

Dans chaque puits du gel d’agarose a 3 % additionné de bromure d’éthidium
sont déposés 5 uL des produits de PCR et les résultats sont visualisés sous UV. La présence
de 4 bandes determine le génotype hétérozygote CT, alors que les génotypes mutant et

sauvage sont définis par 3 bandes seulement.
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7. Analyse statistique

La prévalence des anomalies du tube neural (Taux des naissances ATN/1000
naissances) a été determinée pour chaque année d’étude, et d’autres proportions ont été
calculées par type d’anomalie selon le sexe de I’enfant, 1’4ge de la mere, la consanguinité et la

saison de naissance.

Le test chi-deux a été utilisee pour évaluer la différence significative dans la
distribution des données (génotypes entre sexe, ATN entre sexe et / ou &ge des meres).Une

valeur p<0.05 a été considérée comme significative.

La fréquence allélique a été calculée a partir de la distribution génotypique. La
comparaison des fréquences génotypiques et alléliques entre les parents d’enfants atteints
d’ATN et les témoins a été effectuée par le test y°. La signification statistique a été acceptée si
p <0.05.

Les Odds-ratio (OR) et leurs intervalles de confiance a 95% ont été calculés pour

déterminer 1’éventuelle association entre les différents génotypes.
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1. Prévalence des anomalies du tube neural

La prévalence annuelle de tous les types d’ATN durant les trois années d’étude
(2004 a 2006) dans la région de Sétif a été calculée d’apres les fichiers Hospitaliers des
naissances et les résultats de notre investigation ont montré des taux variant entre 7.3,
8.2 et 7.1 /1000 naissances et mort feetales pour chaque année, dont le taux moyen est de
7.5/1000 naissances.

Parmi les cas d’ATN 122 (56.7%) avaient spina bifida, 69 (32.1%) I’anencéphalie, et
un nouveau né (0.5%) était atteint d’encéphalocéle, en revanche 23 (10.7%) avaient spina

bifida associé a 1’anencéphalie.

Les prévalences correspondantes par 1000 naissances étaient de 4.35 pour spina bifida,
2.42 pour I’anencéphalie, 0.70 Spina bifida et anencéphalie et enfin 0.03 avaient
I’encéphalocele.

La distribution des cas d’ATN selon le sexe était significativement (p <0.05) élevée
chez les filles au nombre de 126 (58.6%) comparée aux 88 garcons (40 .9%). Une différence
significativement élevée selon le sex-ratio (fille/garcon) a été noté surtout en cas
d’anencéphalies (1.76) et de spina associé a I’anencéphalie (4) comparé au cas de spina bifida
(1.10) (Tableau 1V).

Le rapport entre les cas de spina/ anencéphalie (1.77) n’a pas changé durant les trois
années d’étude et on a observé 64 cas atteints d’anomalies du tube neural associés a
I’hydrocéphalie (29.8%).

Des différences de prévalence ont été observé en relation avec les variations
saisonniéres durant les trois années d’étude; d’ailleurs la prévalence des ATN était plus élevée

durant la période de janvier a juin avec des taux élevés en mai (13 .5%) et en juin (15.8%).

Cette étude montre aussi que 13% des enfants atteints d’anomalies du tube neural sont
issus de mariage consanguin et en tenant compte de 1’age des meres ayant eu un enfant
atteint, le taux le plus élevé (21.9%) a été observé dans la tranche d’age 31- 35 ans. (Tableau
V).
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Tableau 1V : Caractéristiques des différents types d’ATN et prévalences respectives
enregistrés a Setif (2004-2006)

Variable Types d’ATN Total r»  P-value
Spina bifida  Anencéphalie Spina bifida Encéphalocéle
+ Anencéphalie
n. (%) n. (%) n. (%) n. (%) n. (%)
Sexe
Garcon 59(67.0) 25 (28.4) 4 (4.5) 0 (0.0) 88 (100) 5.02  0.05

Fille 65(51.6)
Age de la mére (ans)

<20 4(57.1)

21-25 24 (60.0)
26- 30 23 (67.6)
31- 35 20(42.5)
>36 21 (56.7)
Consanguinit¢ 16 (57.1)
Mort 30 (25.6)

44 (34.9)  16(12.7) 1(0.8) 126 (100)

1(14.3) 2(28.6) 0(0.0) 7(100)  14.28 0.01
11(275)  5(12.5) 0(0.0) 40 (100)
9 (22.5) 2 (5.9) 0(0.0) 34(100)
22 (46.8) 5 (10.6) 0(0.0) 47 (100)
13(35.1)  2(5.4) 1(2.7) 37 (100)

9 (32.1) 3(10.7) 0(0.0) 28 (100)
64 (54.7)  23(19.6)  0(0.0) 117 (100)
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2. Recherche des mutations

2.1. Evaluation des mutations sur les genes du facteur V Leiden 1691G-A
et de la prothrombine 20210G-A

La détermination des génotypes sauvages (GG), hétérozygote (GA) et mutant (AA)
pour les mutations sur les genes du facteur V Leiden et de la prothrombine a été réalisée
apres analyse du profil  des courbes de fusion obtenus par la PCR en temps réel
(Figure 14).
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Figure 14 : Courbe d’analyse des polymorphismes G 1691A du facteur V Leiden (A) et
G 20210A de la Prothrombine (B) par la PCR en temps réel.

Het : hétérozygote, wild type : génotype sauvage, Hom mut: mutant
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Partie 111 Résultats

Parmi les 147 individus sains de la présente étude, 3 (2.04%) avaient la mutation G
1691A du facteur V Leiden et 5 (3.4%) portaient la mutation G 20210A de la prothrombine
.La fréquence des génotypes G/A et A/A du facteur V Leiden (2.1 et 0 %) ou celle des
génotypes G/A et A/A de la prothrombine G20210A (2.8 et 0%) étaient trés basses dans notre

population d’étude. Par ailleurs, aucune coexistence des deux mutations n’a été trouveée.

2.2. Mutation 677C-T sur le gene de la Méthylenetétrahydrofolate

Réductase

La mutation de la MTHFR a été déterminé pour les deux groupes d’étude par la
méthode de la PCR en temps réel et 3 génotypes ont été identifiés: la présence d’un seul pic
de fusion a 63° C indiquant un génotype sauvage (CC); les deux pics a 54.5 et 63.0 °C
montrent un génotype hétérozygote mutant (CT), par contre le pic a 54.5°C définit un

homozygote mutant (TT) (Figure 15).

Melting Peaks

2312
211
1912
1 7129
1512
1312
1112
0912
0712
05124
= 031
2 0,112

00ss

-0 280

dT) Fluores cence (640)

{d

CoTT

- WTC

— mutant

— NELErOIyyle
weid bvpe

mit
455

wit
63.05C

40

50

=}

70

Temperatue {°C)

an

temps reéel

Figure 15 : Courbe d’analyse du polymorphisme MTHFR C677T par la méthode de PCR en

NTC : contrdle négatif ; wild type : type sauvage
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D’apres les résultats de la présente étude, la fréquence allélique de 1’allele T dans la
population d’étude saine de la région de Sétif est de 34.3%.La distribution du polymorphisme
C677T du géne de la MTHFR a démontré que le génotype (CC) a été trouvé chez 67 individus
(45.6%), d’’autre part, le génotype hétérozygote a été identifié chez 59 individus (40.1%)

mais seulement 21 personnes (14.3%) portaient le génotype mutant.

Par ailleurs, nos résultats n’ont montré aucune différence significative dans la
fréquence de la mutation C677T sur le gene de la MTHFR selon le sexe (0.47 versus 0.59)
pour les hommes versus les femmes, respectivement (p=0.2). Le génotype homozygote
représentait 22.6% chez les hommes et 28.6% chez les femmes. D’autre part, aucune
différence significative n’a été trouvée concernant les différents génotypes entre les groupes

d’hommes et femmes (p=0.1).

La concomitance des mutations sur les génes de la MTHFR, du V Leiden et de la PT a
été trouvée dans 6 cas parmi les 86 individus portant la mutation MTHFR 677T repartis dans
le tableau (V).

Tableau V : Concomitance des mutations dans la population saine

Concomitance Génotype Nombre

C/Tet G/IA 0

CIT et AIA 0

MTHFR C677T & FV Leiden 1691G-A T/Tet G/IA 2

TIT et AIA 0

C/Tet G/IA 4

MTHFR C677T & Prothrombine G20210A CITet G/A et 0
G/A

MTHFR C677T & Prothrombine G20210A & FV | T/T et G/A et 0
Leiden 1691G-A G/A

MTHFR C677T cm >0

TIT 21

Total 86
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Les résultats issus de 1’analyse génétique des polymorphismes chez les meres
d’enfants atteints d’ATN de la présente étude, montrent qu’il y a 46% de méres qui portent
l’allele T et 16% qui sont homozygotes mutantes (TT) .En revanche, 43% des meéres du

groupe témoin étaient hétérozygotes (CT) et 14% eétaient homozygotes (TT) pour le géne de

la MTHFR.

Aucune différence significative entre les fréquences genotypiques et alleliques pour le

polymorphisme C677T n’a été trouvé entre les méres témoins et celles ayant un enfant atteint

Résultats

d’ATN, les fréquences alléliques étaient similaires pour les deux alleles C et

respectivement (Tableau VI).

Tableau VI : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme (677C—T) de la

MTHEFR entre les méres témoins et celles ayants un enfant atteint d’ATN

Méres témoins Meéres d’enfants Odds-ratio
(n=82) atteints (n=92) (1C : 95%)
Génotype CC 33 (0.40) 35(0.38) 1
Génotype CT 35 (0.43) 42 (0.46) 1.13 (0.59 -2.17)
Génotype TT 14 (0.17) 15 (0.16) 1.01 (0.42- 2.41)
Allele C 101 (0.62) 112 (0.61) 1
Alléle T 63 (0.38) 72 (0.39) 1.03 (0.67- 1.59)

Les valeurs entre parenthéses concernent les fréquences génotypiques et alleliques

(colonne 2et 3) ou intervalle de confiance 95% (colonne 4)
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Nos résultats montrent aussi que parmi les péres des enfants atteints d’ATN, 10%
avaient le génotype homozygote mutant (TT) et 46% étaient hétérozygotes. En revanche,
malgré que la fréquence des homozygotes parmi les couples fat plus élevée chez les meres
avec un enfant atteint d’ATN comparées aux témoins (19 % contre 14%), la différence est
non significative. Par ailleurs, la fréquence allélique de I’all¢le T était plus élevée chez les
meres d’enfant ATN comparées aux témoins avec un Odds ratio de 1.55 et un intervalle de
confiance (0.97-2.48) mais la différence des fréquences alléliques était non significative

(Tableau VII)

Tableau V11 : Distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme

(677C—T) de la MTHFR entre les meres et les péres des enfants atteints d’ATN et les

témoins
Variable | Témoins Meres Péres OR meres OR péres
d’enfants d’enfants d’ATN* d’ATN*
(n=147) atteints atteints
(n=48) (n=48)
Génotype
cC 67 (0.46) 59 (0.40) 21(0.44) 1 1
CT 59 (0.4) 25(0.52) | 22(0.46) | 2.03(0.97-4.26) | 1.19(0.6-2.38)
TT 21 (0.14) 9 (0.19) 5(0.10) | 2.05(0.78-5.41) | 0.76 (0.26- 2.26)
AlleleC | 193(0.66) | 53 (0.55) 64 (0.67) 1 1
Alléle T | 101 (0.34) 43 (0.45) 32(0.33) | 1.55(0.97-2.48) | 0.96 (0.59 -1.56)

*Qdds- ratio (IC 95%) vs. Témoins
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2.3. Etude de I’insertion de 68 paires de bases sur le gene de la CBS

La visualisation des produits de PCR de la mutation au niveau du gene de la
CBS844ins68 sous U.V a démontré que les méres de les populations d’études portaient un
des génotypes suivant : mutation CBS négative ou sauvage ; hétérozygote ou homozygote
(Figure 16).

Het

252 Pb
184 Pb

Sens de la migration

M Hom

Figure 16 : Résultats de la PCR du géne de la CBS 844ins68

M : Marqueur (® X174 DNA Hae I11), Het : génotype Hétérozygote, Hom : génotype homozygote, pb : paires
de bases

La distribution des différents génotypes du polymorphisme de la CBS 844ins68
montre qu’il existe une différence significative entre les fréquences génotypiques des
hétérozygotes entres les meéres avec des enfants atteints d’ATN et les témoins (37 et 13%)

pour cette population d’étude OR : 3.72 (1.59-8.73) .Tableau VIII
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Résultats

Tableau V111 : Distribution génotypique du polymorphisme de la CBS 844ins68 entre les

meres témoins et celles ayant un enfant atteint

Variable Meres témoins Meéres d’enfants Odds- ratio
(n=85) atteints (1C 95%)
(n=51)
CBS négative 69 (0.81)* 32 (0.63) 1
Hétérozygote 11 (0.13) 19 (0.37) 3.72 (1.59-8.73)
homozygote 5 (0.06) 0.5 (0.01) 0.060.0-1.21)

* Frégquences génotypiques entre parenthese

D’aprés nos résultats, 1’analyse comparative de la coexistence des mutations sur les

génes de la MTHFR et de la CBS entre les méres avec des enfants atteints d’ATN et les méres

témoins n’a montré aucune association significative (Tableau 1X).

Tableau IX : Fréquences des méres ayants un enfant atteint et les témoins hétérozygotes
pour la CBS (844ins68) et homozygotes pour le géne de la MTHFR (TT)

Groupe Génotype Autres Odds-ratio
844ins 68 /TT (Cl 95%)
Témoins 3 85 1
Meres d’enfants 2 51 1.11 (0.18-6.87)

atteints
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2.4. Les genes des transporteurs du zinc
2.4.1. Legene ZIP 14

La visualisation des produits de PCR du gene ZIP 14 (promoteur 1 : 333 paires de
bases) a montré une PCR satisfaisant suivie par une purification de I’ADN du géne ZIP 14
pour éliminer les artefacts et obtenir une séquence du géne ZIP 14 la plus nette possible.
(Figure 17)

(A)

(B)

Figure 17: Résultats de la PCR (A) et la purification (B) du géne ZIP 14,promoteur 1

M : Marqueur (@ X174 DNA Hae Il1).
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Apres obtention des séquences de I’ADN du géne ZIP14 des méres ayant un enfant
atteint d’anomalies du tube neural en utilisant I’amorce sens (Figure 18) ; et en comparaison
avec la séquence initiale du géne ZIP 14 promoteur 1 (333 paires de bases) , aucune

mutation, ni insertion au niveau des séquences échantillons n’a pu étre décelée .
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Figure 18 : Séquengage du géne ZIP 14 (promoteurl) en utilisant 1’amorce sens
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L’analyse des résultats du séquengage en utilisant I’amorce antisens (Figure 19) n’a
pas prouvé I’existence d’une mutation ou d’insertion au niveau du gene ZIP 14 chez les

meres ayant un enfant atteint d’anomalies du tube neural.
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Figure 19 : Séquengage du gene ZIP 14 (promoteurl) en utilisant I’amorce non sens
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2.4.2. Le gene ZnT4

L’analyse des produits de PCR du géne ZnT4 exon5 (914 T-C) aprés 1’utilisation de
I’enzyme de restriction (Mbo I) a démontré I’existence de 3 génotypes : sauvage (TT),
hétérozygote (TC) et homozygote mutant (CC). (Figure 20)

M Het w Hom

Figure 20 : PCR du géne ZnT4 exon 5 (915 T-C) apres restriction enzymatique

M : Marqueur (® X174 DNA Hae I1); Het : hétérozygote ; W : génotype sauvage ; Hom : génotype
mutant

La distribution du polymorphisme 915 T-C du gene ZnT4 dans le groupe témoin
et celui des meres d’enfants atteints d’ATN a montré que le génotype mutant (CC) a été
trouvé dans 6 individus de chaque groupe. D’autre part, le génotype hétérozygote (CT) a été
identifié chez 43 meres du groupe témoin (45.75%) et chez 36 (40.90 %) méres d’enfants
atteints d’ATN respectivement.
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La différence entre la fréquence allélique de 1’allele C chez les méres ayant un enfant
atteint  d’ATN  comparée aux femmes témoins est non  significative
(Odds ratio 0.9, IC : 0.57- 1.43) (Tableau X).

Tableau X : Distribution des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme

(915 T-C) du géne ZnT4 entre les méres témoin et celle avec un enfant atteint d’ATN

Meres témoins Meéres d’enfants OR
atteints IC (95%)
(n=94) (n=88)
Génotype TT 45 (0.48) 46 (0.53) 1
Génotype CT 43 (0.45) 36 (0.40) 0.81 (0.44-1.49)
Génotype CC 6 (0.06) 6 (0.06) 0.97 (0.29- 3.26)
Allele T 133 (0.7) 128 (0.73) 1
Allgle C 55 (0.29) 48 (0.27) 0.90 (0.57 -1.43)
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1. Prévalence des anomalies du tube neural

Malgré que l'incidence réelle des anomalies du tube neural soit inconnue, car seule une
partie des feetus touchés par ces malformations survit a un stade ou leur anomalie est
susceptible d'étre reconnu (Finnell et al., 2013).Dans I'ensemble, les ATN ouvertes sont un
probléme d’une ampleur mondiale car elles affectent environ 300.000 ou plus de feetus
/enfants chaque année (CDC, 1998).Elles sont parmi les malformations feetales les plus

communes aux Etats-Unis, et se produisent dans 2/10 000 naissances (CDC, 2009) .

D’aprés la présente étude, on a enregistré une prévalence de 7.5 cas d’ATN par 1000
naissances avec une tendance assez constante durant les trois années d’étude (2004-
2006).C’est une prévalence assez élevée qui peut étre attribuée a la faible prise des folates
alimentaires par notre population féminine (Houcher et al ., 2003) .

La prévalence des ATN dans notre région d’étude est nettement plus supérieure que
celle observée dans plusieurs pays, comme [I’Italie 0.36/1000, la Hollande 0.58 /1000
(Eurocat Working Group,1991), les Emirats Arabes 1.23/1000 (Samson ,2003),0man
1.25/1000 naissances (Rajab,1998), le Canada avec 1.4/1000 (De Wals et al., 1992; Van Allen
et al .1993b; Wilson and Van Allen ,1993), I’Allemagne 1.5-1.64/1000
(Koch and Fuhrmann, 1984 ; Rosch,1998), la Jordanie avec 1.63/1000 (Daoud et al .,1996),
I’ Afrique du Sud 1.74 /1000 (Buccimazza et al ., 1994), la Tunisie 2.2/1000 (Khrouf et al
.,1986); et la Turquie 3.01 (Tuncbilek et al ., 1999). En Iran, une différence de prévalences a
été observée au Nord avec 2.87/1000 (Golalipour et al ., 2007) comparé a 4.2 /1000

naissances au sud-ouest (Behrooz and Gorjizadeh, 2007).

Cependant, une prévalence plus élevée que celle de la présente étude, a été observée
en Egypte avec 13. 8 /1000 naissances (Samaha et al ., 1995), en Chine 10. 23 -13 .87 /1000
(Xiao et al ., 1990; Dai et al ., 2002; Li et al ., 2006) et en Inde 8.21 a 10.66/1000 naissances
( Cherian et al ., 2005 ; Menasinkai, 2010).

65



Partie 1V Discussion

1.1. Distribution des ATN selon le type d’anomalies

Le spina bifida fut I’anomalie la plus fréquente aussi bien dans la présente étude que
dans d’autres (Harris and James,1997; Rankin et al ., 2000; Soumaya et al ., 2001; Golalipour
et al ., 2007; Dey et al ., 2010; Finnell et al .,2013) suivi par 1’anencéphalie et enfin
I’encéphalocele; comme 1’ont démontré plusieurs recherches ou les ATN les plus répandues
comme le spina bifida et I’anencéphalie se produisent avec des fréquences allant de 0,9 au
Canada jusqu’a 7,7 dans les Emirats Arabes Unies et de 0,7 en France centrale a 11,7 en

Ameérique du sud par 10000 naissances (Tolmie, 1996).

D’aprés nos résultats, le rapport spina bifida /anencéphalie est similaire a celui
rapporté par d’autres travaux (Mc Donnell et al ., 1999), d’autant plus que la moitié des déces

était due a I’anencéphalie (Eurocat Working Group, 1991) .

Contrairement a nos résultats, une étude menée en Iran a montré un taux largement
¢levé des cas d’anencéphalie (53.6%) suivi de (26.8%) de spina bifida
(Behrooz and Gorjizadeh, 2007).D’aprés d’autres recherches notamment en chine, les cas
d’anencéphalie représentent plus de la moitié des autres anomalies du tube neural
(Xiao et al ., 1990; Li et al .,2006).Ceci peut étre partiellement di a la différence
d’application des définitions des types d’ATN comme par exemple pour le craniorachischisis

et I’iniencéphalie qui ont été inclus avec I’anencéphalie dans 1’étude de Li et al . (2006).

Dans la présente étude, parmi les cas de spina bifida 29.8% étaient associés a
I’hydrocéphalie dont 1’étiologie est trées complexe et hétérogeéne et peut étre secondaire a une
ouverture du tube nerveux (Williamson et al ., 1984). Notre taux est similaire a celui rapporté
par une étude au Niger ou I’hydrocéphalie était associée au spina bifida ou a I’encéphalocéle
dans 30.74 % des cas (Sanoussi et al ., 2001).

En général, les patients atteints de spina bifida ont 80-85% de risque pour développer
une hydrocéphalie (Rintoul et al ., 2002 ; Dey et al ., 2010), surtout dans les familles avec

une prédisposition aux ATN (Cohen et al ., 1979).
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1.2. Preévalence des ATN selon le sexe ratio

Nos résultats montrent une prédominance significative des cas d’ATN de sexe
féminin avec un sexe ratio M/F de 0.69. Ceci vient en accord avec d’autres recherches
(Gilman ,1991; Lary and Paulozzi , 2001; Rittler et al ., 2004; Li et al ., 2006; Behrooz and
Gorjizadeh, 2007; Menasinkai, 2010) , cependant selon certaines études, le ratio M/F variait
entre 0.73 et 0.85 dans différents pays (Seller, 1987;Daoud et al ., 1996; Stevenson et al .,
2000; Samson, 2003; Deak et al ., 2008).

En revanche, il y avait une prédominance masculine non significative des cas d’ATN
en Inde et en Thailande avec un ratio de 1.07-1.5 (Cherian et al ., 2005; Wasant and
Sathienkijkanchai, 2005), par contre dans la province de Shanxi en Chine, il n’y avait aucune
différence significative dans la distribution des cas d’ATN selon le sexe de 1’enfant
(Guetal ., 2007).

La majorité féminine des naissances atteintes d’anencéphalie ou de Sb observée dans
la présente étude était similaire a celle montrée dans d’autres pays (Mc Donnell et al ., 1999),
ceci pourrait partiellement refléter une plus grande proportion des avortements spontanés qui

se produisent plus tot chez les foetus males ( Deak et al ., 2008).

1.3. Prévalence des ATN selon I’age maternel

D’apres la présente étude, on a noté un taux élevé de nouveau-nés atteints d’ATN issus
de méres &gées entre 31 et 35 ans. Ceci vient en désaccord avec certaines recherches qui ont
montré une relation linéaire entre les taux d’ATN et 1’dge maternel (Golalipour et al ., 2007),

mais aussi avec celle qui n’ont souligné aucun rapport avec 1’age (Dey et al ., 2010).

En revanche, des études ont montré un risque élevé de naissances atteintes d” ATN par
des meres adolescentes (moins de 20 ans) sans explications précises (Mc Donnell et al .,
1999; Owen et al ., 2000 ; Gu et al ., 2007), et chez les femmes de 35 ans et plus (Hendricks
etal ., 1999 ; Sanoussi et al ., 2001 ; Sipek et al ., 2002 ; Vieira and Taucher, 2005 ; Li et al .,
2006 ), ceci pourrait étre due a plusieurs facteurs comme 1’dge des mariages au dela de 35 ans
ou au fait que les taux plasmatiques d’acide folique sont altérés par les traitements
antiépileptiques et les contraceptifs oraux (Poujade and Luton, 2008) .

Il semblerait que 1’effet de la parité sur les anomalies du tube neural est plus fort que
celui de I’age maternel comme 1’ont montré certaines études ou le risque des ATN a été plus

élevé chez les primipares (Elwood et al ., 1992), toutefois d’autres études n’ont trouvé aucune
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différence entre le taux d’occurrence des ATN chez les méres primipares et multipares
(Behrooz and Gorjizadeh, 2007) .

1.4. Prévalence selon le degré de parenté

I a ét¢ démontré que le taux des naissances affectées d’anomalies du tube neural est
plus élevé dans les mariages consanguins (Murshid, 2000).Le taux de ces mariages
consanguins dans les différents pays du Moyen-Orient varie entre 23.3% a 57.9%
(Khoury and Massad, 1992; Teebi, 1994), alors qu’ en Algérie, 1’incidence des mariages
consanguins a été estimé a 23-34% (Benallegue and Kedji, 1984; Zaoui and Biemont , 2002)

avec des fréquences de 40.5 et 30.6% dans les régions rurales et urbaines respectivement.

Le mariage entre cousins germains de premier degré constitue presque 1/3 des
mariages dans la plupart des pays Arabes (Hamamy et al ., 2005), mais il ne représente en

Algérie que 10-16% seulement(Zaoui and Biemont, 2002).

D’apres nos résultats, 13% des parents ayant un nouveau né atteint d’une anomalie du
tube neural avaient un mariage consanguin (premier degré). D’ailleurs dans les familles qui
avaient un enfant atteint d’ATN, le taux de consanguinité était plus élevé que celui observé
dans la population générale (Khrouf et al ., 1986; Jaber et al., 2004). Ceci peut suggérer que

certains cas d’ATN sont d{s & un désordre mono- génique (Zlotogora, 1997).

Cependant, nos résultats sont largement inférieurs au taux rapporté par d’autres études
concernant I’impact de la consanguinité¢ sur la prévalence des anomalies du tube neural
comme c’est le cas, par exemple, au Niger ou un taux de 41. 08 % d’enfants atteints d’ATN

issus de mariage consanguin a été rapporté (Sanoussi et al ., 2001).
1.5. Prévalence des ATN selon les variations saisonnieres

Les variations saisonniéres ont recu une attention particuliéere dans l'apparition des
anomalies du tube neural avec des résultats contradictoires menés dans diverses régions du

monde.

Au Royaume-Uni (Maclean and Mac Leod ,1984), et en Afrique du Sud
(Buccimazza et al .,1994) une variation saisonniére significative a été rapportée avec les

ATN, a Dinverse des recherche effectuées au Canada (Hunter ,1984), au Japon
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(Ehara et al ., 1998), en chine (Gu et al ., 2007) ,au nord de I'Allemagne (Beyer et al., 2011)
et en Norvéege (Hwang et al., 2013) qui n’ont montré aucun rapport.

D’apres la présente étude, des variations saisonnieres ont été observées dans la
prévalence des ATN car les naissances étaient plus élevées durant la période de janvier a juin
en comparaison a la période de juillet & décembre, ceci est en accord avec les travaux de Mc
Donnell et al. (1999).

Au contraire, d’autres recherches ont montré une prédominance des naissances avec
une ATN pendant les mois d’hiver et spécialement entre octobre-décembre et janvier-mars
(Office for Population Censuses and Surveys ,1988; Golalipour et al., 2007). Cependant, pour
d’autres pays comme le sud-ouest d’Iran, des taux élevés des cas d’ATN ont été observé

surtout au printemps (Behrooz and Gorjizadeh, 2007).

Notre recherche a montré que le taux des ATN était plus élevé en Juin. Par contre, en
Irlande le pic des prévalences était en Avril (Mc Donnell et al ., 1999) alors qu’au nord d’Iran

il a été observé en Décembre (Golalipour et al., 2007).

L’influence des variations saisonniéres sur la prévalence des naissances avec des
anomalies du tube neural observée dans notre étude reste difficile a comparer avec d’autres
études menées dans des pays aux changements saisonniers différents du notre, ceci dépend de
la température et de la consommation des folates alimentaires selon les saisons, comme c¢’est
le cas ,par exemple ,de I’augmentation des concentrations sériques des folates observée

durant I’été dans les populations du Royaume-Uni (Clarke et al ., 1998).
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2. Recherches des mutations génétiques

2.1. Evaluation des mutations du facteur V Leiden 1691G-A et de la
prothrombine 20210G-A

Les grossesses normales sont caractérisées par un état d’hypercoagulabilité qui
prédispose a la thrombose (Sanson et al ., 1999) , en revanche, les mutations des genes du
facteur V Leiden (G1691A) et de la prothrombine (G20210A) sont considérées comme les
deux facteurs de risque héréditaires de la thrombophilie agissant tét ou tard au cours de la
grossesse, c'est-a-dire avant ou apres la 20 ®™¢ semaine de gestation menant & une perte feetale
possible (Rosendorff and Dorfman, 2007) , a une restriction de croissance intra-utérine , a la

prééclampsie et la mortinatalité (Pabinger and VVormittag, 2005).

Les pertes récurrentes de grossesse (PRG) qui sont définies comme deux ou plusieurs
avortements spontanés, affectent environ 5 % des femmes en &ge de procréer
(Settin et al ., 2011).Bien que plusieurs causes de PRG ont été mises en place, plus de 50 %
des cas demeurent inexpliqués , la thrombophilie a été suggéré comme un facteur de risque
pour les pertes feetales ,les malformations feetales, dont la pathogénie est potentiellement liée
a un événement vasculaire thrombotique ou ischémique
(Belinda et al ., 2005; Spina et al ., 2007).

Mili et al. (1991) ainsi que Rasmussen et al. (2001) ont constaté une augmentation de
la prématurité et I'hypotrophie dans certains défauts affectant la téte ou le systéme nerveux
central (anencéphalie, hydrocéphalie, microcéphalie, encéphalocéle, spina bifida et fentes
labiale ou palatine), ainsi que dans des syndromes qui agissent sur le cerveau (trisomie 21,18).
Par ailleurs, une récente étude a montré que les avortements spontanés sont fréquents dans les

familles ayant un enfant atteint d’une ATN (Teckie et al ., 2013).

La mutation du facteur V Leiden semble jouer un rdle dans la pathogenése de la
porencéphalie et la microcéphalie congénitales (Debus et al ., 1998; Voudris et al ., 2002).
Par ailleurs, d’autres recherches ont montré une fréquence significativement élevée du
polymorphisme du gene de la prothrombine A20210G en cas de PRG comparé avec aux
sujets témoins (D’Uva et al ., 2008).
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D’apres la présente étude, les fréquences génotypiques (G/A) et (A/A) du facteur V
Leiden (2.1et 0 %) sont similaires a celles observées en Arabie Saoudite (2 et 0%)
(Al Mawi et al ., 2005 ), probablement dues au mélange qui s’est produit entre les anciens
Algériens (berbéres) et Arabes durant la période de 1’extension islamique; mais il n’y pas
d’informations précises sur I’impact démographique et génétique des arrivants de la péninsule

Arabe (Lefevre —Witier et al ., 2006) .

Nos résultats ont montré des fréquences génotypiques du facteur V Leiden plus
élevées que celles observées en Amérique Latine comme en Chili 1.25 %
(Palomo et al ., 2009), mais assez basses comparées a celles d’autres populations Arabes
comme la Syrie (13.6%) et la Jordanie (12.3%) (Awidi et al ., 1999),le Liban (13.8 et 1%),la
Tunisie (5.8 et 0.6%) , le Bahrein (3.1 et 0% )(Ameen et al ., 2005) , en plus du Koweit (8.25
et 0.75%) (Dashti et al ., 2010).

En revanche, la fréquence la plus élevée fut retrouvée en Egypte 16.5%
(Ulu et al ., 2006). Ces données confirment I’hétérogénéité dans la distribution des mutations
du facteur V Leiden entre les Arabes, et recommande une institution des mesures

prophylactiques pour les porteurs de ces mutations (Al Mawi et al ., 2005).

En outre, la prévalence du facteur V Leiden (G1691A) de la présente étude est tres
basse par rapport a celle retrouvée dans la population saine , aussi bien chez les turques ou
elle varie entre 7.3 et 15.2 % (Ozbek and Tangun ,1996; Akar et al .,1997; Gurgey and Mesci,
1997; Kurt et al., 1999; Kabukcu et al., 2007; Sahin et al ., 2012) , et chez les caucasiens ou
ce polymorphisme est considéré comme la cause héritée la plus commune de la thrombose.

Il'y a 21000 — 34000 ans il a été retrouve au Moyens orient ou il s’est diffusé a travers
I’Europe ce qui pourrait expliquer sa majeur prévalence chez les Caucasiens
(Zivelin et al ., 1997) avec un intervalle variant entre 2 et 15% avec une moyenne de
prévalence de 4% dans la population saine (Rosendaal et al .,1995) comme ,par exemple,
I’Espagne (3.33%) (Grandone et al., 1997); la France et [Iltalie (2.7-7.5%)
(Lucotte and Mercier, 2001). En Albanie la prevalence des hétérozygotes portant ce facteur
était de 1.8 % (Atay et al ., 2011) plus basse que celles reportées en Grece 2.5%
(Antoniadi et al ., 1999) et en Croatie 2.9% (Alfirevic et al ., 2010) .
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Il est fort possible que la dispersion du facteur VV Leiden est associé aux migrations
néolithiques introduisant 1’agriculture en Europe (Rees et al ., 1995). D’ailleurs, dans leur
¢tude sur 26 populations d’Europe et pays voisins, Lucotte and Mercier. (2001) ont conclut
gue son expansion s’est produite de la région Anatolienne prés des zones ou ont commencé
les processus d’agriculture.

Il est évident que le facteur V Leiden est absent dans les populations sub-saharienne
Africaine, les populations de I’Est d’Asie et les populations d’indigénes d’Amérique et
d’Australie (Rees ,1996). Par ailleurs, cette mutation est presque absente chez les Basques qui
représentent le groupe Européen de I’individualisation prénéolithique le moins confronté au
mélange de migration vers I’ouest d’Europe a travers les temps (Cavalli-Sforza et al ., 1994).

En ce qui concerne la mutation sur le géne de la prothrombine, notre étude a montré
des fréquences élevees des génotypes PT 20210 G/A et A/A (2.8 et 0 %) comparées a celles
observées dans certaines populations comme 1’Arabie Saoudite (0 et 0 %), le Bahrein
(et 0%) (Ameen et al ., 2005), la population Kurde d’Iran 1,6% (Rahimi et al .,2008) , et le
Chili avec 1.33% (Palomo et al ., 2009) .

Toutefois les fréquences de cette présente étude étaient similaires a celles d’autres
populations comme Ankara en Turquie (2.7%) (Akar et al . ,1998), la Tunisie et le Liban avec
(2.6 et 0%) et (3.6 et 0%) respectivement (Al Mawi et al ., 2005) , I’Espagne 2.2% (Aznar et
al ., 2000) , I'Italie 3.2% (Italian Sud Group, 2003) , 1’Albanie 3.1% (Atay et al ., 2011), et
Tokat en Turquie 2.1 % (Sahin et al ., 2012).

La prévalence des hétérozygotes PT 20210G/A dans la région de Sétif similaire a celle
rapporté en Algérie par de précédents travaux de Helley et al. (1999), est toutefois comprise
dans I’intervalle des populations Européennes qui varie entre 0.7 et 4 % (Rosendaal et al .,
1998). D’un coté, ces données suggerent que l’afflux de la mutation du geéne de la
prothrombine PT 20210 G-A dans notre population s’est produit durant la période de
migration des phéniciens , ou a partir d’autres régions méditerranéennes comme 1’Italie, la

Gréce ou la Turquie durant la période Ottomane en Algérie.

Par ailleurs, I’absence d’une double homozygotie des polymorphismes du facteur et
PT dans notre étude a été également rapporté par les recherches menées au Centre du Chili
(Palomo et al ., 2009).

Certaines études portant sur la relation entre le facteur FVL et les PRG, ont établi un
lien, avec des Odds ratio variant de 0.5 a 18 (Kovalevsky et al ., 2004); par ailleurs, la

mutation du géne de la prothrombine a été retrouvée dans 4 a 9 % des femmes avec une perte
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récurrente de grossesse, en comparaison a 1 ou 2 % des femmes avec des grossesses sans
complication (OR: 2 a 9) (Kujovich, 2004).

Il'y a une tendance croissante pour la procréation qui se produit plus tard dans la vie
des femmes, en particulier en Europe occidentale, Australie, Nouvelle-Zélande, Canada et les
Etats-Unis d’Amérique. Toutefois, si la période biologiqguement optimale pour la procréation
est située entre 20 et 35 ans, le risque de fausses couches augmentent avec 1’age, c’est
pourquoi le dépistage génétique pour les mutations du FVL et PT G20210A est indiqué pour
les femmes ayant des PRG ou un avortement tardif (Bogdanova and Markoff, 2010).

2.2. Mutation 677C-T sur le gene de la Methylenetétrahydrofolate

Réductase

La mutation C677T du géne de la MTHFR a 1I’état homozygote (variant thermolabile)
montre une prévalence allant de 10 & 20% dans certaines populations. (Ozer et al ., 2011). En
revanche, plusieurs recherches ont bien définit la prévalence de 1’allele 677T dans leurs
populations, les plus basses étant retrouvées chez les noirs Africains(0.052)
(Franco et al., 1998) , les Afro-Américains avec 0.11 (Stevenson et al ., 1997),et les Indiens
du Brésil avec 0.14 (Arruda et al ., 1998), en plus des Tunisiens avec 0.18 (Jerbi et al ., 2005).
Par contre, les fréquences les plus élevées ont été observé chez les Francais 0.36
(Wilcken et al ., 2003) , les Italiens 0.40 (De Franchis et al ., 1996) et les Colombiens avec
0.49 (Pepe etal ., 1998) .

Cette présente étude a montré une prévalence élevée du géne de la MTHFR C677T
dans la population saine avec une fréquence génotypique (TT) égale a 14.3% ; supérieure a
celle retrouvée dans la population Algérienne saine de la région de Batna dont la prévalence
était 8.5% (Abdessemed et al .,2009), ceci pourrait étre du a la différence d’age des individus
des deux études .Toutefois, la différence dans les alleles du gene de la MTHFR chez les sujets
habitants I’Afrique et la Méditerranée n'est pas facile a expliquer, mais il est raisonnable de
croire que les facteurs socio- environnementaux pourraient avantager ou désavantager la
sélection du génotypes de la MTHFR(Chillemi et al ., 2005).

La prévalence du gene de la MTHFR de la présente étude se trouve nettement au
dessus de celle observée dans d’autres populations saines comme au Maroc avec 8.4% selon
Bennouar et al . (2007) ou 6% rapporté par Paluku They-They et al. (2009); au Liban ou elle
a ete estimée a 11%, en Tunisie (9,1%), au Bahrein 2.1%, en Arabie Saoudite avec 4%
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(Ameen et al . ,2005), en Croatie 9.21% (Lovricevi¢ et al ., 2004) ou 7% (Alfirevic et al .,
2010),chez les Noirs Américains (2.7%) ,et dans les populations sub-sahariennes (0%)
(Wilcken et al ., 2003; Chillemi et al ., 2005).

Cependant, la fréquence du génotype (TT) retrouvée dans notre étude se situe au
dessous d’autres fréquences particulierement élevées rapportées dans le Nord de la chine
(20%) et au Mexique (32%) (Wilcken et al ., 2003; Molloy et al ., 2013), confirmant ainsi que
la prévalence de 1’allele T varie aussi selon la race et le groupe ethnique a travers le monde

(Alfirevic et al ., 2010).

D’aprés la présente étude, aucune différence significative n’a été trouvée entre les
deux sexes porteurs de 1’alléle mutant, avec 29.2 et 38.4% chez les hommes et les femmes,
respectivement .Ces résultats sont en concordance avec d’autres recherches ou cette fréquence
n’est pas associée au sexe (Guillen et al ., 2001 ; Jerbi et al ., 2005). En revanche, d’aprés une
récente étude dans la région de Tokat en Turquie, la fréquence de la mutation C677T sur le
géne de la MTHFR était plus élevée chez les femmes (62.6%) par rapport a celle des hommes
(56.8%) (Sahin et al ., 2012).

Certaines études épidémiologiques ont investigué la corrélation de la mutation C677T
du gene de la MTHFR avec plusieurs processus pathologiques (Ueland et al., 2001),
dépendants du métabolisme des folates; comme les maladies cardiovasculaires
(Lewis et al ., 2005; Bennouar et al ., 2007), les cancers (Srivastava et al ., 2008) et les ATN
(Botto and Yang, 2000; Greene et al .,2009).Ainsi, un métabolisme de I'acide folique
défectueux pourrait entrainer une synthése d'’ADN ou méthylation altérées impliquées dans le

processus de neurulation (Yan et al ., 2012).

La recherche d’une association entre les ATN et le polymorphisme C677T MTHFR
ont montré des résultats ambigus, car le risque était accru pour les populations Néerlandaise
et Irlandaise (Van der Put et al ., 1995; De franchis et al .,1997 ;Shields et al ., 1999; Relton
et al ., 2004; Boyles et al ., 2006) contrairement pour d’autres populations ou aucune
association n’a pu étre établie (Morrison et al ., 1998 ; Speer et al ., 1999,Stegmann et al .,
1999; Boyles et al ., 2006) mais ceci a été partiellement attribué a la taille des échantillons,
aux différences des populations en fonction des localisations géographiques et des ethnies
(Wilcken et al ., 2003) .
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La présente étude s’est basée sur 1I’hypothése faite par Shields et al. (1999) sur
I’implication de D’alléle 677T comme facteur de risque des ATN seulement pour les
populations ayant une nutrition faible en folate , comme c’est le cas pour la notre dont la
prise quotidienne en folate est en dessous de la Reference Nutrient Intake
(Houcher et al .,2003).

A notre connaissance, cette recherche est la premiére étude réalisée en Algérie pour
déterminer [’association possible des anomalies du tube neural avec l’allele T du
polymorphisme C677T du gene de la MTHFR dans la région de Sétif ou ces anomalies sont a

haute prévalence (7/1000 naissances) (Houcher et al ., 2008).

D’aprés la présente étude, la méme prévalence de I’alléle T chez les méres ayant un
enfant atteint d’ATN est similaire a celle des femmes témoins, ce qui suggere que la variante
C677T thermolabile du géne MTHFR n’est pas un facteur de risque pour les anomalies du
tube neural dans notre population d’étude. Nos résultats sont similaires a d’autres ou aucune
association n’a pu étre trouvée chez les méres ayant des enfants atteints d’ATN a Constantine
(Abbas et al ., 2012), au Bresil (Perez et al., 2003), en Italie et en Irlande ou des fréquences
alleliques 677T élevées ont étaient observées. (De Marco et al ., 2002; Kirke et al ., 2004) .

Nos données viennent en désaccord avec d’autres recherches qui ont rapporté une
prévalence élevée de I’homozygotie (TT) chez les méres ayant un enfant atteint d’ATN
comparées aux témoins(Grandone et al ., 2006; Carter et al ., 2011), par ailleurs, d’aprés une
méta-analyse ,les méres portant le génotype homozygote (TT) ont montré un risque d’ATN
significativement élevé par rapport aux témoins(Yan et al., 2012),ceci confirme que
I’homozygotie pour le polymorphisme du géne de la MTHFR 677T pourrait étre un facteur de
risque des anomalies du tube neural seulement pour certains groupes ethniques
(Papapetrou et al ., 1996; Yan et al ., 2012).

La variante C677T thermolabile du géne MTHFR, ainsi que des différences dans la
consommation des folates et de riboflavine dans différents pays, peut expliquer les
observations d'association avec les ATN dans certaines populations et pas d'autres
(Molloy et al ., 2013). Cette divergence entre les populations accentue 1’interrogation sur le
role significatif que pourraient jouer les facteurs nutritionnels dans la mutation C677T,
d’ailleurs, il est évident que le risque des anomalies du tube neural associé aux génotypes du
géne de la MTHFR est dependant du statut nutritionnel (Gonzalez-Herrera et al ., 2002)
spécialement avec des taux bas en folate érythrocytaire (Martinez de Villarreal et al ., 2001).
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Drailleurs, une autre étude a rapporté une baisse du folate érythrocytaire chez les individus
homozygotes pour la mutation C677T du gene MTHFR (Molloy et al ., 1997) .

Les recherches menées par Davalos et al. (2000) incluant des péres et meres d’enfants
atteints d’ATN au Mexique ont aboutit & des résultats similaires aux ndtres car aucune
différence entre les témoins et les cas d’ATN n’a été trouvé concernant les fréquences
génotypiques ou alléliques; alors que d’autres études ont montré que le génotype 677TT est
associé a un risque significativement élevé d'avoir un enfant atteint d’ATN , augmentant de 4
fois si sa mére porte le méme génotype mutant donc le génotype du pere pourrait contribuer

au risque de ces anomalies (Van der Put et al ., 1996) .

Certaines personnes développent des niveaux d'homocystéine élevés, en partie en
raison, d'une prédisposition génétique reliée a des mutations au niveau du gene de la MTHFR
dont la mutation thermolabile C677T de la MTHFR affectant la régulation de I'homocystéine
(Varga et al., 2005).Plusieurs études épidémiologiques ont révélée que des concentrations
élevées d'homocystéine jouaient un role sévere dans les pertes feetales récurrentes et les ATN
(Ray and Laskin,1999; D’Uva et al ., 2008; Saxena et al., 2011). Par ailleurs, le
Polymorphisme C677T du géne de la MTHFR a été associée aux pertes feetales récurrentes
aux premiers stades de la grossesse (Robertson et al., 2006; Saxena et al ., 2012; Yaliwal and
Desai, 2012) .

En revanche; a cause de la fréquence élevée de la mutation du gene de la MTHFR 677
C-T retrouvée dans notre étude ,on a exploré la possibilit¢ d’une coexistence entre ce
polymorphisme et les deux autres causes des PRG (mutation du facteur V Leiden et
prothrombine).Nos résultats ont montré que dans notre population d’étude , le taux de
concomitance entre MTHFR et le facteur V Leiden est de 2.3%, , quand a celui avec la
prothrombine, il est de 4.6% , mais aucune combinaison des trois mutations n’a été signalée .
Ces résultats doivent étre considérés dans 1’évaluation de la signification clinique de la
prédisposition aux pertes feetales; malgré que certaines études n’ont pas pu établir une relation
évidente entre ces polymorphismes et le retard du développement intra-utérin
(Infante-Rivard et al ., 2002).
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2.3.  Mutation sur le gene de la CBS

La CBS est I’enzyme clé dans la voie de trans-sulfuration qui metabolise
irréversiblement 1’homocysteine en Cystathionine en présence de la sérine et la vitamine Bg
(Summers et al., 2008).De nombreuses études ont montré des taux plus élevés
d’homocystéine dans le plasma et le liquide amniotique des méres ayant des feetus atteints
d’ATN suggérant ainsi que l'incapacité a maintenir des niveaux d'’homocystéine normaux

peut étre un facteur contribuant a ces anomalies (Felkner et al ., 2009).

La mutation courante la plus étudiée dans différentes populations ethniques du géne de
la CBS en cas d’ATN est celle de I’insertion de l'alléle 844ins68 (Morrison et al ., 1998 ; De
Franchis et al ., 2002; Boyles et al ., 2006 ; Fredriksen et al ., 2007).

Les résultats de la présente étude montre une différence significative entre les
fréquences génotypiques des hétérozygotes chez les méres ayant un enfant atteint d’ATN et
les meres témoins. Ceci vient en accord avec 1’étude de Martinez et al .(2009) qui a rapporté
que la mutation sur le géne de la CBS qui se traduit par un changement de l'acide aminé
isoleucine en thréonine située dans la région de la CBS 844ins68 était significativement

associée au risque du myéloméningocele.

En revanche, d’apreés les travaux de Grandone et al .(2006) , le risque accru d’avoir un
enfant atteint d’ATN était significativement associé¢ au génotype paternel portant la mutation
844ins68 sur le géne de la CBS, mais d’aprés d’autres études, aucune association
significative n’a été trouvée entre les anomalies du tube neural et le géne de la CBS
(Ramsbottom et al ., 1997; Morrison et al ., 1998; Van der Put et al ., 1998; Speer et al .,
1999;Gonzalez-Herrera et al ., 2002 ; Pei , 2011; Tilley et al., 2012; Ouyang et al ., 2014).

D’aprés nos résultats, aucune association évidente entre les génotypes de la MTHFR
677T et ’insertion de 68 paires de bases sur le gene de la CBS combinés n’a été observée;
ceci est en désaccord avec les travaux de De franchis et al . (1997) en Irlande et en lItalie,
suggérant que la variante du gene de la CBS pourrait se produire plus freqguemment qu’elle
n’est supposée 1’étre en combinaison avec la variante thermolabile de la MTHFR chez les
meéres avec un enfant atteint d’ATN, car la combinaison de ces deux mutations a quintuplé le
risque de spina bifida comparé a chacune des variantes seules, indiquant la présence

d’interactions géne-géne dans 1’étiologie des ATN (Botto and Mastroiacovo, 1998).
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En revanche, I’exploration de 1’association géne-gene étudiée par Summers et al
.(2008) a montré que le risque associé a 1’état homozygote de la mutation du géne de MTHFR
C677T pouvait étre annulé ,au moins en partie , par le statut CBS 844ins68, ceci pourrait
avoir d’importantes implications dans plusieurs situations comme les maladies
cardiovasculaires et le spina bifida dans lesquelles un taux d’homocysteine élevé et faible

d’acide folique semble contribuer .

Un autre polymorphisme du gene de la (CBS 833T > C) qui code potentiellement
pour une forme tronquée de 1’enzyme a été étudié sur différents groupes de patients atteints

d’ATN avec un modeste risque pour ces anomalies (Shaw et al. ,2009).
2.4. Les genes des transporteurs du zinc

Le zinc est un métal indispensable pour I’activité catalytique de plusieurs enzymes, la
synthése des protéines et de I’ADN, au développement neural, a I’apprentissage et a la
mémoire (Prasad, 1996; Frederickson et al ., 2005) .Par conséquent, la carence en zinc au
cours du développement est hautement tératogéne et embryo-toxique et les résultats sont tres
variables selon I'étendue et le moment ou elle se produit (Kambe et al ., 2008) .

La grossesse ainsi que l'utilisation des contraceptifs oraux peut provoquer une
diminution de la concentration du zinc, probablement en raison de I'effet des cestrogénes
(Pérez-Maldonado & Kurban ,2006).Toutefois, en cas d’exceés, cet élément est toxique, par
conséquent, le maintien de I'noméostasie du zinc est critique et plusieurs genes sont impliqués
pour moduler le stockage, 1’efflux et I'absorption de ce métal en réponse a la disponibilité du
zinc (Kambe et al ., 2008) .

Du fait que les mécanismes biologiques conduisant aux ATN sont si mal comprises, il
est fort probable qu’une altération dans la fonction d'un géne sans lien apparent aux voies de

I'acide folique pourrait jouer un réle dans ces anomalies (Molloy et al ., 2013) .

Diverses expériences ont montré que le transporteur du zinc ZIP 14 joue un r6le
majeur dans le mécanisme de 1’ hypo-zincémie qui accompagne la réponse de la phase aigué
de l'inflammation et de I’infection (Liuzzi et al ., 2005).Ce transporteur est un nouveau
régulateur endogene pour la croissance systémique et I'homéostasie énergétique par un
mécanisme de régulation du systéme endocrinien et la signalisation des récepteurs couplés a
la protéine G , d’ailleurs les souris ayant une invalidation génique du géne ZIP14 montrent
un retard de croissance avec une gluconéogenese défectueuse
(Fukadaetal ., 2011 ; Hojyo et al ., 2011).
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Des études précedentes ont montré le role possible du métabolisme du zinc au moins
chez certaines méres ayant porté des enfants atteints d’ATN. Les facteurs nutritionnels et /ou
les défauts génétiques liés au zinc peuvent causer les carences en zinc chez ces femmes. En
outre, les études sur les niveaux plasmatiques maternels du zinc dans les grossesses associés
aux ATN ont révéle que certaines femmes affectées ont une absorption défectueuse en zinc
due a la déficience chronique en zinc qui retourne a la normale apres supplementation par ce
métal (Akar, 1988; Prasad, 1996 ; Vats et al ., 2011) .

Dans la présente étude , I’implication possible du géne ZIP 14 dans les anomalies du
tube neural a été investigué .Les résultats n’ont montré aucune altération de ce gene
( région du promoteur 1: 333 paires de bases) chez les méres d’enfants atteints d’ATN .Ceci
est en concordance avec une recherche réalisée en Turquie sur des meres et leurs enfants
atteints d’ATN, démontrant ainsi qu’il n y a pas de relation entre les anomalies du tube neural
et le gene ZIP 14 (Torun et al ., 2011).

L’étude de I’implication du polymorphisme ZnT4 (915 T-C) dans la survenue des
anomalies du tube neural n’a pas pu étre confirmée dans la présente étude. malgré que ce
polymorphisme semblait étre un bon marqueur pour le spina bifida et en particulier dans les
cas ou des concentrations faibles en zinc ont été observées d’apres 1’étude qui a porté sur 105
meéres d’enfants atteints d> ATN en Turquie , et ou I’lhomozygotie (915CC) sur le géne ZnT4
était doublement supérieure chez les méres d'’ATN par rapport au groupe témoin
(Akar et al ., 2006) .

Par ailleurs, certaines recherches ont montré que les femmes enceintes qui souffrent
de I’acrodermatitis enteropathica, qui se présente comme une atrophie sévére de la muqueuse
intestinale, sont des femmes a risque pour les ATN (Mambidge et al ., 1975). Ce désordre est
un défaut autosomal récessif causé par une mutation dans le géne SLC39A4 qui code pour la
protéine du transporteur du zinc ZIP4, essentielle pour I'noméostasie normale de zinc (Wang
et al ., 2004) ,qui cause une carence en zinc due a I'absorption altérée de cet élément dans le
tractus gastro-intestinal (Chen , 2007). A l'inverse, la progéniture d’une femme souffrant de
cette méme pathologie était normale lorsqu’une supplémention en zinc lui a été attribuée tout

au long de sa grossesse (Akar et al ., 1991 ; Cavdar et al., 1991) .
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Conclusion et perspectives

La naissance d’un enfant porteur d’une anomalie congénitale du tube neural est une
tragédie personnelle pour I’enfant et sa famille. En outre, les problémes de santé résiduels
peuvent réduire la qualité de vie, étre a I’origine d’incapacités chroniques et imposer un poids

social, financier et psychologique.

Bien que les ATN peuvent se produire dans le cadre des troubles chromosomiques
d’un seul géne ou par suite de I'exposition aux tératogénes, un agent étiologique spécifique ne

peut étre identifié pour la majorité des personnes touchees.

Par ailleurs, I'identification des facteurs de risque génétiques humains est compliquée
par la multiplicité des genes participant a la neurulation et I'importance des interactions genes-

environnement.

Plusieurs études ont mis en évidence la relation entre la survenue de ce type
d’anomalies et un déficit en acide folique surtout en début de grossesse. Parallélement,
I’effet protecteur d’une supplémentation en cette vitamine pour les femmes en période péri-

conceptionnelle a été démontré méme si cette prévention n’est pas totale.

Les principales conclusions de la présente étude sont :

v Ce travail montre pour la premiere fois que la prévalence des anomalies du tube neural
est élevée dans la région de Sétif, et que certains facteurs génétiques pourraient jouer un role
dans le taux des ATN dans cette région de 1’Algérie, malgré que le mécanisme par lequel le

génotype ou le statut du folate augmente ce risque, ne soit pas encore élucidé.

v La majorité des naissances avec une ATN était de sexe féminin, et la consanguinité

entre les parents représentait 13%.

v Cette étude montre que la prévalence du polymorphisme 677C-T sur le gene de la
MTHEFR est élevée dans notre population d’étude mais avec une fréquence intermédiaire entre
I’Europe et les fréquences basses sub-sahariennes confirmant ainsi 1’hétérogénéité de la

distribution de ce génotype a travers le monde.
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v Nous avons pu montrer que la coexistence d’un défaut de I’enzyme MTHFR avec
d’autres causes héréditaires des pertes récurrentes de grossesses (comme les mutations du

facteur V Leiden et la prothrombine) est rare dans notre population saine d’étude.

v Nous avons montré que le risque accru d’avoir un enfant atteint d’ATN était
significativement associé au génotype hétérozygote maternel pour la mutation 844ins68 sur
le géne de la CBS, toutefois, des études plus élargies sont nécessaires pour déterminer si le

polymorphisme 844ins68 CBS est un bon indicateur pour le risque d'ATN dans notre pays.

v Cette étude n’a pas pu établir une relation entre les ATN et les génes ZIP 14 et Zn T4,
malgré la coexistence de la relation entre ces anomalies et le statut du zinc d’apres d’autres
études.

v Par conséquent, malgré prés d’une décennie de recherches dans le monde, aucuns
genes n’est devenu clairement un prédisposant dans les mécanismes biologiques conduisant
aux ATN. Cette présente étude peut ouvrir la voie a tant d’autres désirant mener des

recherches sur d’autres facteurs a risque des ATN dans notre pays.

v D’aprés nos investigations, la majorité de grossesses portants des anomalies du tube
neural se produisent chez des meres sans cas précédant d’ATN, donc la prévention de cette
premiére apparition doit étre prise en considération comme un véritable probléme de santé
publique, d’autant plus que la prise quotidienne en folates de notre population algérienne se

trouve étre en dessous de la référence mondiale.

v Il est recommandé que toutes les femmes susceptibles de devenir enceintes
consomment 0,4 mg d'acide folique par jour sur une base continue afin d'empécher les ATN
(prévention primaire). Pour les femmes a risque élevé (précédent ATN), I'apport recommandé
est de 4 mg par jour depuis au moins un mois avant la conception et se poursuivant jusqu'au

cours du premier trimestre (prévention secondaire).

v Il est évident qu'un grand nombre de cas est nécessaire pour élucider pleinement le
mécanisme d’autres polymorphismes sur le géne de la MTHFR qui contribue & une

diminution de la viabilité feetale surtout pendant la période d'exigence ¢élevés de folate.
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v/ Compte tenu de la grande prévalence et les codts sociaux élevés de ces défauts, il y a
un besoin urgent d’un registre centralisé pour recenser 1’évolution de la prévalence des cas

d’ATN dans notre pays.

v' D’un autre coté, des efforts doivent étre fournis par des spécialistes pour éduquer les
femmes en age de procréation pour le besoin essentiel de la prise de suppléments d’acide
folique surtout en période péri-conceptionnelle, notamment pour les femmes sous traitement

avec des antiépileptiques.

v Dans la continuité des travaux de recherche décrits dans cette thése, et dans une
perspective plus fondamentale, la présence des affections chez I’enfant atteint d’ATN et chez
sa mere pourrait &tre investiguer, pour essayer d’établir la relation entre les données cliniques
de la déficience des enzymes du métabolisme du folate, ou de I’homocystéine avec I’histoire

familiale.
v' Par ailleurs, malgré ’absence d’une relation entre les génes du zinc et les ATN dans

la présente étude, la recherche de la déficience en zinc chez les méres d’enfants atteints

peut étre un excellent marquer.
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Résumé

Les anomalies du tube neural (ATN) sont un groupe de malformations qui résultent d’un échec de fusion de la
région cranienne ou de la colonne vertébrale du tube neural. Cette étude a pour but de déterminer la prévalence
de ces anomalies dans la région de Sétif, ainsi que la relation des génes soupgonnés d’étre des facteurs de
risques génétiques des ATN. Une étude rétrospective des dossiers de patients avec une ATN a été réalisée dans
la région de Sétif, au cours d'une période de 3 ans. 147 participants apparemment sains, ainsi que 92 meres et
48 péres d’enfants atteints d’ATN ont été impliqués dans I’é¢tude des mutations spécifiques sur le géne de la 5,
10 Méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR), de la cystathionine § - synthase (CBS), du géne ZIP 14 et
ZnT4 en relation avec les ATN .Nos résultats montrent que la prévalence des ATN était de 7.5 pour 1000
naissances. La répartition selon le sexe ratio était significativement élevée chez les filles ayant une ATN
(p <0.05). L’investigation des mutations sur les génes du facteur V Leiden G 1691-A et de la prothrombine PT
20210 G-A, ont montré qu’elles sont rares dans la population témoins. La prévalence de la MTHFR 677TT
(14 .3) n’a montré aucune différence significative entre le groupe des méres d’enfants atteints d’ATN et les
témoins, par contre, une différence statistiquement significative a été démontré chez les méres hétérozygotes
ayant un enfant atteint d’ATN pour I’insertion sur le gene de la CBS par rapport aux témoins (Odds ratio 3.72 :
1.59-8.73) .Toutefois, aucune interaction géne-géne entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et le CBS
844ins68 n'a été identifiée pour les ATN. Aucune mutation dans les génes ZIP 14 et ZnT4 n’a été détectée chez
les méres d’enfants atteints d’ATN. En conclusion, cette étude montre que les ATN représentent un véritable
probléme de santé publique en Algérie. Malgré, I’absence de I’effet du polymorphisme de la MTHFR C677T et
des génes ZIP14 et ZnT4, qui n’ont montré aucune association pour le groupe d’ATN, nous suggérons une
supplementation en acide folique pour les femmes planifiant une grossesse pour prévenir ces anomalies, ainsi
que I’investigation d'autres facteurs génétiques et environnementaux afin d’essayer de déterminer la pathogénie
des ATN dans notre région et pays.

Mots clés : ATN, polymorphismes génétiques, MTHFR C677T, CBS844ins68, ZIP 14, ZnT4, Sétif, Algérie.
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