Al Aol jRagall 4 50 ) 4y ) sl
République Algérienne Démocratique et Populaire
ralal) i) g Mad) axlal) 3515
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Qo ya 53 B R g3 danal drala
Université M’Hamed Bougara, Boumerdés

Ju—-—.-—-L
Uasversins of Bonmmersen

Faculté des Sciences
Département de Biologie

Master Génétique

Génotypage du variant -786C/T de I’eNOS dans la fievre Méditerranéenne
familiale

Présenté par :

CHENAH Cherrine

Soutenu le 20/07/2023, devant le jury :

Présidente : AYATI Houria Maitre assistante A UMBB

Examinatrice : BOULDJENNET Faiza Maitre de conférence B USTHB
Promotrice : AIT-IDIR Djouher Maitre de conférence A UMBB

Promotion 2022/2023




Remerciements

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance 8 Madame AIT IDIR. Je la remercie de
m’avoir encadré, orienté, aidé et conseillé. Merci pour tout

Je remercie également les membres du jury pour avoir accepté de juger mon travail.

Merci encore pour tout le personnel du laboratoire pédagogique de biologie cellulaire et
moléculaire.

Et pour finir, j’aimerai remercier toute personne ayant participé de prés ou de loin a la
réalisation de ce travail.



Deédicace

Je dédie ce travail a mon feu pére, a ma mere, mon frére, et mes deux sceurs.



LISTE DES ABREVIATIONS

AP1 : protéine activatrice 1

BH4 : Tetrahydrobiopterin

DE : Dysfonctionnement Endothelial
eNOS : Endothelial Nitric Oxide Synthase
FAD : Flavin adenine dinucleotide

FMF : Fievre méditerranéenne familiale
FMN : Flavine mononucléotide

FRH : Fievres récurrentes héréditaires
IgA : Immunoglobuline A

IL-17 : d'interleukines-17

IM : infarctus du myocarde

iNOS : Inductible Nitric Oxide Synthase
LDL : lipoprotéines de basse densité
LPS : lipopolysaccharide

MAI : maladies auto inflammatoires
MEFYV : MEditerranean FE Ver
NADPH : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NF-Kb : nuclear factor-kappa

nNos : Neuronal Nitric Oxide Synthase
NO : Oxyde Nitrique

NOS : Nitric oxide synthases

PCR : réaction en chaine par polymérase

PMN: polymorphonucléaires



RFLPL: Restriction Fragment Length Polymorphism
sirRNA: small interference RNA

SNP: Single nucleotide polymorphism

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha

VNTR: variable number of tandem repeats



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Les isoformes de la NO synthase............c.oooiiiiiiiiiiiiiii e, 9
Tableau II : Résultats fonctionnels des polymorphismes eNOS couramment étudiés .......... 13
Tableau I1I : caractéristiques cliniques et génétiques des patients étudiants..................... 14
Tableau IV :: composition du milieu réactionnel................cooiiiiiiiiiiiiii e, 17
Tableau V : Conditions d’amplification.............cooouiiiiiiiiiiiii e, 18

Tablleau VI : : Les fréquences génotypiques et alleéliques chez les témoins et les patients.....24



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Inflammation et événements vasculaires..............c.oovuiieiiiiniiiinineneene, 7
Figure 2 : Représentations des trois types d’enzymes de NOS.............coooviiiiiiiiiiiiininnnn. 10
Figure 3 : Structure du géne eNOS et les polymorphismes............ocovvvviiiiiiiiiiiiieann... 11
Figure 4 Etapesde la PCR..... ..o 15
Figure 5 : : Principe schématique de RFLP.......... ..., 17
Figure 6 : : Electrophorése des produits PCR sur gel d’agarose (2%)........ccovvvviiiiinninnn. 21
Figure7 : : produits RFLP obtenus avec Mspl et les différents génotypes........................ 21

Figure8 : : Electrophorés sur gel d’agarose (2,5%) pour les produits RFLP
des INAIVIAUS SAINS. ... ouiet e 23
Figure 9 : : Electrophorese sur gel d’agarose (2,5%) pour les produits RFLP
ES PALICNES. ..ottt ettt e e e 24
Figure 10 : Histogramme montrant les fréquences génétypiques
chez les t€moins et 168 PAtINES. .. ...vvueiiiii it 25
Figurell : Histogramme montrant les fréquences alléliques

chez les t€moins et 1es patients...........ovviiiiiiii e 26



Table des matiéres

Liste des abréviations
Liste des tableaux

Liste des figures

INtrOAUCTION. . .. 01
I. Généraliés sur la Fievre Méditerranéenne Familiale.....................ooo 03
Il. Génétique de la Fievre Méditerranéenne Familiale................c.occcooiiiiiiii i 04
IL1. Expression du @€ne MEFV ......oouuinii it 04
I1.2. Mutations associées au gene MEFV . .......c.oiiiiiiii it 05
II1. Atteinte vasculaire au cours de la FMF........ .. e 05
II1.1. Dysfonctionnement endothélial dans la FMF................oociin. 06
I 2. Oxyde Nitrique (INO) .. ..u et 07
IV NOSYNENASES. ..ottt e ettt et e e e 08
IVL GENGTALIEES. ..ot 08
IV.2. Structure biochimique des NOS... ...t e, 10
IV3.Le gene eNOS. ..o 10
IV.3.1. Niveau d’expression des eNOS ..ot 11
IV3.2. Polymorphismes génétique du gene eNOS............ociiiiiiiiiiiiiiiie e 12

IV.3.2.1. Types de polymorphismes du geneeNOS et leurs conséquences fonctionnelles 12

CHAPITRE II : Partie expérimentale

Matériel et MEthOdES. ... ...t 14
1) INAIVIAUS. ..ot 14

) T 315103 14 T 14
I I o 15 1<) 11 £ 14

2 ) Recherche du polymorphisme -786 T>C.........ooiiiiiiiiiiiiiiee e 15

2.1)Amplification de I’ADN par PCR
- Dénaturation



= Hybridation. . ... 16

- - Elongation ou EXtention...........cooviuiiiiiiiiiiiii i 16
2..2)Principe de la technique RFLP pour la détection des polymorphismes......... 16
2.3) Application de la PCR-RFLP pour la recherche du polymophisme -786T>C............... 17
2.3.1) Amplification de la région contenant le polymorphisme -786T>C................. 17
2.3.2)  Condition d’amplification.............oceiiiiiiiiiii e 18
2.3.3) Mise en évidence du polymorphisme -786T>C par RFLP.......................... 18
2.3.4) Electrophorése des acides nUCIEIqUeSs. ........c.ovviiiiiiiiiiiiiiiiii e, 19
3) Traitement STAtISTIQUE. ... ..ottt et et et e e e e e e e e et e e e e aneae 20

CHAPITRE III :Résultats et discussion

ARESUIALS. ... 21
1) Amplification de la région d’ADN contenant le SNP -786 T>C............ccccoenee... 21
2) Exploration du polymorphisme d’intérét................ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinanen. 21
2.1) Génotypes identifiés chez les témoins et les patients analysés.................. 22
2.2) Fréquences génotypiques et alléliques chez les individus analysés............. 24
B L DISCUSSION. ..ttt e e 27

Conclusion / Perspective

Références bibliographiques



Introduction

Introduction

La fievre Méditerranéenne familiale (FMF, OMIM) est la premiére maladie auto
inflammatoire (MAI) surtout monogénique qui a été décrite. Il s’agit d’une maladie
autosomique récessive qui touche les populations originaires du bassin Mediterranéen (Ben-
Chetrit and Touitou,2009 ; Ozdogan and Ugurlu, 2019). Le gene responsable de la FMF est le
MEFV situé sur le bras court du chromosome 16 humain. Il est formé de 10 exons et code
pour la pyrine/marenostrine, protéine impliquée dans la régulation de la réaction
inflammatoire (The International FMF Consortium, 1997 ; The French FMF Consortium,
1997).

Cliniquement, la FMF évolue par des crises fébriles récurrentes, souvent associées aux douleurs
abdominales, articulaires et thoraciques (Ben-Chetrit and Levy, 1998 ; Berkun and Eisenstein,
2014). Les formes graves de la FMF se compliquent par une amylose rénale de type AA qui
peut conduire a une insuffisance rénale terminale et dialyse (Grateau et al., 2005 ; Scarpioni et
al., 2016). Aussi, une inflammation persistante au cours de la FMF pourrait conduire a une
dysfonction endothéliale (DE) et a des Iésions vasculaires (Yuksel et al., 2010 ; Sonmez et al.,
2023). D’une maniere générale, bien que la fievre soit la caractéristique prédominante des MAI,
d'autres systémes, y compris le systeme cardiovasculaire, peut éxpliquer 1’activité impliquée
dans le processus de la maladie (Abbara et al., 2019 ; Sénmez et al., 2023).

Les mécanismes de la DE reposent essentiellement sur une diminution de la biodisponibilité du
monoxyde d’azote (NO), principal facteur vasodilatateur libéré par I’endothélium, qui résulte
d’un déséquilibre entre sa production et sa dégradation (Benhamou et al., 2014). Une baisse de
I’expression ou une altération des voies de transduction des enzymes responsables de sa

production NO peuvent induire une baisse de sa biodisponibilité (Benhamou et al., 2014).

Le monoxyde d'azote (NO) est un radical libre synthétisé a partir de la L-arginine. La réaction
est catalysée par une famille d'enzymes, les NO Synthases (nitric oxide synthases) ( Griffithand
Stuehr, 1995). Deux sont constitutives : NOS endothéliale (eNOS) et NOS neuronale (nNOS),
et l'autre est inductible (iNOS) ( Griffith and Stuehr, 1995 ; Forstermann and Sessa, 2012).

La eNOS (NOS-III) a été initialement identifiée dans les cellules endothéliales, elle est
également exprimée dans d'autres types cellulaires comme les neurones de I'hippocampe de rat
et dans les neurones moteurs humains (Forstermann et al., 1998). Elle est largement associée

aux membranes des cellules endothéliales ( Griffith and Stuehr, 1995).
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La eNOS est une protéine de 130KDa codée par un gene situé en 7935-7¢036 et formé de 26
exons (Wang and Marsden, 1995 ; Forstermann et al., 1998). De nombreux polymorphismes
ont été identifiés dans ce géne, dont trois ont été particulierement étudies :
- Le polymorphisme VNTR dans I’intron 4 du gene (4b/a) qui a été associé a une diminution
des taux sérique du NO, ce qui refléterait une diminution de I’activité de I’enzyme eNOS.
- Le polymorphisme G894T (Glu298Asp; rs1799983) situé dans I’exon 7 qui a été associé a
une diminution de I’activité de I’enzyme eNOS.
- Polymorphisme T786C (-786T/C ; rs2070744) situé dans la région du promoteur du gene
qui induit la réduction de la transcription du géne eNOS.
Parmi ces polymorphismes, seul le VNTR a été exploré chez des patients FMF originaires de
Turquie (Turkeli et al., 2022). Par conséquent, leur éventuelle implication dans le processus
physiopathologique de la FMF n’est pas connue. Ainsi, 1’objectif de la présente étude porte sur
la recherche du polymorphisme -786T/C chez les patients atteints de FMF ainsi que chez les

Individus sains.
Pour cela, I’étude sera organisée de la maniére suivante :

1. Identification des genotypes au niveau du locus eNOS chez un groupe de patients atteints
de la FMF, et des sujets sains par la PCR-RFLP.

2. Comparaison entre les individus sains et les patients FMF, par une étude statistique
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I. Généralités sur la fievre Méditerranéenne familiale

Les maladies auto-inflammatoires monogéniques sont des anomalies génétiques codant des
protéines intervenant dans I'immunité innée. Leur caractéristique principale se manifeste par
un syndrome inflammatoire biologique en phase de poussée cliniqueet en lI'absence d'infection.
Les maladies les mieux connues sont médiées par l'interleukine-1 comme la fiévre

méditerranéenne familiale (Georgin et al., 2018).

La fievre méditerranéenne familiale (FMF) appartient au groupe des fievres récurrentes
héréditaires (FRH) monogéniques classées dans 1’ensemble des maladies auto inflammatoires

pour les distinguer des maladies auto-immunes (Bodar et al., 2009).

Un premier cas évoquant des fievres avec douleurs abdominales a été décrit en 1908 chez une
enfant juive (Janeway and Mosenthal, 1908). La FMF fut décrite en 1945 par Siegal sous le
nom de péritonite paroxystique bénigne (Siegal, 1945). Les premiéres publications Israéliennes
lui ont attribué le nom actuel de la fiévre méditerranéenne familiale (Heller et al., 1958).

La FMF affecte essentiellement les groupes ethniques originaires du bassin méditerranéen, Juifs
Séfarades, Arméniens, Turcs et Arabes. De maniére beaucoup moins fréquente, elle peut

¢galement affecter d’autres populations, en générale d’origine européenne (Ben-Chetrit and

Touitou, 2009).

La FMF est une maladie essentiellement pédiatrique dont les symptdmes se présentent sous
formes de douleurs abdominales, des signes digestifs, de type anorexie, constipation, nausées,
vomissement. Les douleurs peuvent conduire dans certains cas a des appendicectomies inutiles
(Ben-Chetrit and Levy, 1998) accompagnée d’une fiévre avec une péritonite, une pleurite et/ou
une synovite. Des symptomes plus rares tels que I’érythéme cutané de type érysipele ou la
myalgie suite a I’effort peuvent aussi se manifester pendant les crises (Medlej et al., 2004). Les
signes cutanés peuvent accompagner les crises dans 7 a 40% des cas. La lésion cutanée la plus
caractéristique est la plaque érysipéloide. Elle survient en méme temps qu’une poussée
articulaire. Il s’agit d’une plaque érythémateuse bien délimitée siégeant sur la face antérieure

du pied ou de la jambe, elle disparait spontanément en quelques jours (Hentgen et al., 2013).

La présence aussi de douleurs articulaires ont été décrites au cours de la FMF ; arthrite
asymétriqgue non destructrice, arthrite chronique destructrice avec sacro- iléite (2-5%),
polyarthrite migratoire. Les atteintes articulaires peuvent se prolonger au -dela des 72 heures

habituelles et persister plusieurs semaines (Hentgen et al., 2013). Les douleurs thoraciques sont
3
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dues a une pleurésie unilatérale qui se manifestent par une douleur thoracique brutale unilatérale
chez 25 a 80% des patients (Ben-Chetrit and Levy, 1998). La complication la plus grave est
I'amylose inflammatoire qui se manifeste principalement par une insuffisance rénale associée a
un syndrome néphrotique. Depuis 1972, la colchicine est le traitement de référence de la
maladie, elle permet de limiter et de prévenir I’apparition de I’amylose inflammatoire (Savey

etal., 2021).

Il. Génétique de de la FMF

La FMF, maladie héréditaire a transmission essentiellement autosomique récessive. Le géene
responsable de la maladie est le géne MEFV (MEditerranean FeVer), localisé sur le bras court
du chromosome humain (16p13.3). Ce n’est qu’en 1997 que le géne a été identifie
simultanément par les deux consortiums, international et francais, qui 1’ont appelé géne MEFV.
Il comprend 10 exons et couvre environ 14 Kb d’ADN génomique (The French FMF
Consortium and The International FMF Consortium, 1997).

Le mode de transmission pseudo-dominant, pourrait s’expliquer par la fréquence relativement
¢levée des mutations, ainsi que par I’importance de la consanguinité observée dans certaines
populations, une parenté éloignée et « oubliée » pouvant expliquer la survenue de la FMF chez

ces patients en réalité apparentés (Yuval et al., 1995).

I1.1. Expression du géne MEFV

Le gene MEFV est transcrit en un ARN de 3,7 Kb abondant dans les granulocytes, notamment
les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) et les éosinophiles, présent en proportions
variables dans les monocytes, mais absent dans les lymphocytes. Le transcrit a aussi été détecté
dans les leucocytes de la moelle osseuse, suggérant un réle de la protéine dans la voie pro
inflammatoire de différentiation myélo monocytaire. La stimulation de monocytes in vitro par
des cytokines pro-inflammatoires et par le lipopolysaccharide (LPS) augmente la transcription
de MEFV (Centola et al., 2000).

Le géne de la FMF code pour une protéine dénommée marénostérine (du nom latin de la mer
Méditerranée, marenostrum) (The French FMF Consortium, 1997) et pyrine (du mot grec qui
désigne le feu et la fievre) (The International Consortium, 1997). Elle est formée de 781 acides

aminés, répartis en plusieurs domaines :

e Un domaine pyrine N-terminal, c’est le domaine PYD

e Un domaine B box zinc finger
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e Un domaine en hélice alpha (colled call)
e Un domaine B30 (PRYSPRY) C-terminal.
Le domaine B30 est codé par I’exonl0 qui est le si¢ge de la plupart des mutations liées au

phénotype sévére de la FMF (Bodar et al., 2009).
11.2. Mutations associées au gene MEFV

Quatre mutations ponctuelles ou variants pathogénes ont été identifiées dans 1’exon 10 du gene
MEFV provoquant des changements nucléotidiques, les plus séveres (M694V, M680I, V726A
et M6941) :

p.M694V (p.Met694Val; c.2080A>G),

p.M680I (p.Met680lle; ¢.2040G>C),

p.V726A (p.Val726Ala; c.2177T>C),

p.M6941 (p.Met694lle; c.2082G>A).

Une cinquieme a été identifie dans ’exon 2 : p. E148Q (p.Glul148 GIn; c442G>C).

Il existe deux points chauds dans le géne MEFV : I’un dans 1’exon 10 et 1’autre dans

’exon 2. ........

Ces mutations se rencontrent chez environ 80% des sujets atteints de la FMF dans les
populations a risque (Touitou, 2001). Des variants de type SNP (Single nucléotide
polymorphisme) identifiés chez les patients atteints de FMF, ils sont fréquents dans la
population générale non pathologiques comme le variant p.R202Q (Shinar et al., 2012).

Ces mutations sont responsables de la dérégulation de lI'apoptose et de I'inflammation en
raison de la capacité réduite de la protéine pyrine mutée a moduler I'activité de I'inflammasome
et de l'interleukine-1b (IL-1béta) (Yuksell et al., 2010).

1. Atteintes vasculaires au cours de la FMF

Bien que la fiévre soit la caractéristique prédominante des maladies auto inflammatoires en
géneral, d’autres systemes, y compris le systeme cardiovasculaire, peut étre atteint par la maladie.
En effet, une inflammation continue au cours de la FMF pourrait aboutir a une dysfonction
endothéliale et a des lésions vasculaires (Somnez, 2023).

Cependant, I’existence ou non d’un risque accru de maladies cardiovasculaires chez les patients
atteints de FMF est un sujet de controverse, car il existe des données limitées sur ce risque chez
les patients atteints de FMF et également chez les patients atteints d’amylose rénale AA

secondaire a la FMF et a d’autres maladies auto inflammatoires (Sahin et al., 2022).
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111.1. Dysfonctionnement endothélial dans la FMF

Les mécanismes de la DE reposent essentiellement sur une diminution de la biodisponibilité du
monoxyde d’azote (NO), principal facteur vasodilatateur libéré par I’endothélium, qui résulte d’un
déséquilibre entre sa production et sa dégradation (Benhamou et al., 2014).

Les cellules endothéliales jouent un réle crucial dans la migration des neutrophiles activés dans
I’espace sous-endothélial et dans I’initiation de I’;inflammation de la paroi vasculaire (Muller,2009).
Bien que les agents cellulaires et moléculaires impliqués dans les maladies cardiovasculaires ne soient
pas entierement explorés dans le cadre de la FMF, les neutrophiles sont considérés comme les
principales cellules inflammatoires impliquées dans la dysfonction endothéliale, le stress oxydatif et la
surproduction des molécules d’adhésion dans ce trouble. Les neutrophiles des patients atteints de la
FMF peuvent rester hyperactifs pendant la période sans crise en raison de la surproduction soutenue
d’interleukines-17 (IL-17) et -18 (IL-18). La période sans attaque dans la FMF est caractérisée par des
dommages endothéliaux continus avec élévation des marqueurs circulants de la dysfonction
endothéliale tels que la thrombomoduline adrénomédulline et des nitrites, associés aux lésions
vasculaires et dysfonction endothéliale (Figure 1) (Yuksell et al., 2010).

La réponse immuno- inflammatoire sous le contréle de cytokines induit a la production du monoxyde
d’azote (NO) (Fels et al., 2010). Cette production est nécessaire dans différentes circonstances

physiologiques et pathologique (Nadaud et al., 2000).
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Figure 1: Inflammation est événements vasculaires (Yuksel et al., 2010)

111.1. Oxyde Nitrique (NO)

Le NO a été impliqué dans plusieurs fonctions physiologiques. Il régule le tonus
vasculaire et le maintien de la pression sanguine. Il joue le rble de neurotransmetteur et
intervient dans lI'immunité pour la défense de I'h6te contre les agents infectieux (Moncada and
Higgs, 1993; Vallance and Collier, 1994).

Le monoxyde d'azote (NO) est un radical libre synthétisé a partir de la L-arginine par
deux réactions oxydatives successives, qui liberent simultanément la L-citrulline et le NO. La
réaction est catalysée par une famille d'enzymes, les NO synthases (nitric oxide synthases)
(Griffith and Stuher, 1995 ; Halliwell, 1996). La production endogéne de NO est catalysée par
les NO synthases (NOS).

Les NOS appartiennent a la famille des oxygénases et sont présentes dans les cellules sous
forme de monomeres inactifs (Forstermann and Sessa, 2012). La forme active dimérique de

NOS catalyse la réaction de formation de NO a partir de la L-arginine et du dioxygeéne (O2), en
7
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présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), de tétrahydrobiopteérine,
de flavine mononucléotide, de flavine adénine dinucléotide et d’un groupement héme. Dans
une premiere étape, la L-arginine est oxydée en N-hydroxy-L-arginine, qui dans une deuxiéme
étape, est transformée en L-citrulline et NO (Dahboul, 2013) dont les réactions sont les
suivantes (Hickok and Thomas, 2010):

» 2 L-arginine + 2NADPH +2H* +20, — 2N- hydroxy- L-arginine +2NADP* +2H,0
> 2N-hydroxy-L-arginine+NADPH+H"+202 — 2L -citrulline+2NO+NADP* +2H,0
La réaction globale s’écrit:

» 2 L-arginine +3ANADPH+3H"+40,—2 L-citrilline+2NO+3NADP*+4H,0
En plus de la régulation du tonus vasculaire, le NO régule I'adhésion des leucocytes a
I'endothélium, inhibe le muscle lisse vasculaire, la prolifération cellulaire et 1’agrégation
plaquettaire, et il régule la masse osseuse et le remodelage osseux , la consommation d'oxygene

et I'angiogenese (Albrecht et al., 2003).

IV.  NO Synthases

1V.1. Généralités

Trois isoformes de 1'oxyde nitrique synthase (NOS) ont été identifiés selon ’ADNc, leurs

séquences protéiques et la celles des genes qui les codent (Albrecht et al., 2003).

L’isoforme de type I (NOS1, NOS neuronale ou nNOS) est exprimée majoritairement
dans les neurones et également dans les cellules musculaires lisses et les cellules épithéliales
(Forstermann and Sessa, 2012).

L’isoforme de type IT (NOS2, NOS inductible ou iNOS) fonctionne indépendamment
d’une augmentation de la concentration en ions Ca?*. Elle est induite dans de nombreux
types de cellules aprés exposition a des composants bactériens ou des cytokines pro-
inflammatoires comme 1’interleukine-1 et le TNF alpha (Suschek et al., 2002).

- L’isoforme de type Il (NOS3, NOS endothéliale ou eNOS) a d’abord été retrouvée au

niveau des cellules endothéliales, elle est essentielle pour garantir les propriétés de
I’endothélium et la fonction vasculaire. Son expression a été¢ également retrouvée dans les

cardiomyocytes, et les cellules épithéliales bronchiques (Lachaux., 2019).
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Tableau I : Les isoformes de la NO synthase (Moncada et al., 1997 ; Reiss and Komatsu,
1998).

Caractéristiques eNOS (NOS-3) NNOS (NOS-1) INOS (NOS-2)
Localisation du géne  7g35-7936 2024.2 17cen-17g11.2
Structure du géne 26 exons 29 exons 27 exons
Taille du gene 21 Kb 160 Kb 37 Kb
Taille du peptide 1203 aa 1434 aa 1153 aa
Poids moléculaire 130 KDa 160 KDa 131 KDa
Expression cellulaire  Cellules Neurones, SNP, Macrophages
endothéliales; muscle
astrocytes; squelettique
plaquettes
Localisation Membrane ; cytosol  Cytosol Cytosol,
subcellulaire memgrane
Régulation Ca 2*/calmoduline  Ca?* /calmoduline Ca**indépendante ;
dépendante; ; constitutive mais induite par le LPS,

constitutive mais €galement induite IFN- et TNF-
aussi inductible par par les cytokines
les cytokines

Activités Petites quantités de Petites quantités Grande quantité de

NO (p molaire) de NO (p molaire) NO (1 molaire)

IV.2. Structure biochimique des NO synthases

Les trois isoformes ont une structure a deux domaines :
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- Un domaine catalytique oxygénase N-terminal qui lie le substrat, la L-arginine, I'néme et le
tétrahydrobioptérine (BH4)

- Un domaine réductase C-terminal qui lie les cofacteurs : NADPH, FAD et FMN.

La dimérisation des enzymes (260 KDa) est requise pour l'activité enzymatique. La
dimérisation des monomeéres protéiques nécessite la présence de I'néme, BH4 et le substrat. Les
isoformes humaines : NNOS, iNOS et eNOS requierent respectivement les résidus Cystéines
415, 200 et 184 pour la fixation de I'néme dans la région N-terminale (Figure 2) (Hobbs et al.,
1999).

Domaine oxydatif Domaine réducteur
v Héme w v
PKA  BHecaM  FMN FAD NADPH
vy VY Y vy |
! f 'ID" H W IT_IU & & |0
0 500 1000 1433
Myrist
¢eNOS  H,N 4* 11 l}i /IR Ilf-m — COOH
0 500 1000 l203]
INOS  H,N ] 11 |7 AN I12 [ﬁ;l—— COOH
0 500 1000 1153

Figure 2 : représentation des trois différents types d’enzymes de NOS (Hobbs et al., 1999).

1IV.3. Géne eNOS

Le géne eNOS est situé dans la région 7935-7936 du chromosome 7 chez I'hnomme (Marsden et
al., 1993). Ce gene est présent en une seule copie dans le génome humain haploide et contient
21-22 kb, 25 introns et 26 exons, qui codent pour un ARNm de 4052 nucléotides (Marsden et
al., 1993). Fait intéressant, la séquence d'/ADNc de eNOS codant pour I'homme a montré
environ 90 % d’homologie avec la séquence d’ADNc de eNOS murine, bovine et porcine (Li et
al., 2002), montrant ainsi un degré élevé de similarité de I'ADNc de eNOS entre différentes

especes.
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La caractérisation de la région flanquante en 5' a montré que le promoteur eNOS humain est
"TATA-less" et affiche des éléments proximaux tels que les motifs Spl et GATA compatibles
avec un gene exprime de maniére constitutive (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). De plus, le
promoteur eNOS présente des homologies avec plusieurs sites de liaison pour les facteurs de
transcription, notamment NF 1, AP-1, NF-«B, les €léments de réponse au stress de cisaillement

et les éléments régulateurs des stérols (voir figure 3) (Li et al., 2002).

AP-1 786T>C GATA PRD | 4bMa VNTR
l l l l 123 4l5578 9 10 13 1416 17 20 22 23 24 26
Promoter
5' 3 o - w w v 3'
- '::3 ; ~ 3 : ':.':'.-’" T
T T T Glu298Asp
NF-1  -665C>T PRDII

Figure 3 : Structure du géne eNOS et les polymorphismes associés (Li et al., 2002).
IV.3.1. Niveau d’expression de la eNOS

Il existe de nombreux facteurs connus pour affecter le niveau d'expression de base et I'activité
de l'enzyme, comme [I'hypoxie, le stress, les hormones, telles que les cestrogeénes, les
lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées, et forces mécaniques. Ces facteurs peuvent
induire la transcription du gene eNOS, par exemple par I'activation de AP-1 pendant I'hypoxie
ou conduire a I'activation d'eNOS en augmentant le Ca* intracellulaire, causé soit par afflux de
Ca?* extracellulaire ou libération de Ca?*. L’enzyme eNOS est exprimée dans les cellules
endothéliales, les plaquettes, cellules musculaires lisses, myocytes cardiaques, cellules
osseuses. Le NO peut aussi activer les canaux potassiques calcium-dépendants, entrainant une
hyperpolarisation dépendante de I'endothélium, conduisant a une vasodilatation. Ainsi, toutes
les relaxations dépendantes de I'endothélium peuvent s'expliquer par la libération de NO ou de
prostacycline (Albrecht et al., 2003).

NO dérivé de la eNOS a plusieurs fonctions importantes, notamment la régulation du tonus
vasculaire et du flux sanguin régional, la suppression de la prolifération des cellules musculaires

lisses vasculaires et la modulation des interactions leucocytes-endothélium (Barbosa., 2017).
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IV.3.2 Polymorphismes génétiques du géne e NOS

La régulation d’eNOS aux niveaux transcriptionnels, post-transcriptionnel et post-

traductionnel peut étre influencée par des polymorphismes génétiques dans le gene eNOS.

De nombreux sites polymorphes ont été decrits dans le géene eNOS humain, notamment des
polymorphismes bi-alléliques ou SNP (single nucleotide polymorphisms), des polymorphismes
multi-alléliqgues comme les VNTR (variable number of tandem repeats) et les microsatellites,
ainsi que les insertions/délétions (Cooke et al., 2007 ; Oliveira-Paula et al., 2016).
Actuellement, plus de 1700 variations genétiques du géne eNOS humain sont rapportées dans
la base de données SNP (Oliveira-Paula et al., 2016). Plusieurs études ont montré les
conséquences fonctionnelles et les implications cliniques de polymorphismes eNOS
(Wattanapayakul et al., 2001).

IV.3.1.1. Types de polymorphismes du géne eNOS et leurs conséquences fonctionnelles

Certains polymorphismes eNOS sont considérés comme fonctionnels car ils affectent
I'expression de la eNOS ou de son activité (Tableau Il). Parmi ces polymorphismes :

a) g.-786T>C (Le SNP rs2070744) situé dans le promoteur du géne. Il affecte 1I’éxpression
d eNOS au niveau transcriptionnel. Des études avec des tests de géne rapporteur de la
luciférase ont démontré que le remplacement de la thymine par la cytosine a la position -
786 du promoteur réduit l'activité transcriptionnelle de eNOS de maniere importante
(Nakayama et al., 1999 ; Wang et al., 2002).

b) Un VNTR caractérisé par une répétition de 27 pb dans l'intron 4 du gene eNOS régule
eNos au niveau post-transcriptionnelle en affectant la formation de petits ARN interférents
(sirRNA).Ce polymorphisme est communément appelé 4b/4a VNTR (Zhang et al., 2008a
; Zhang etal., 2008).

c) Glu298Asp (Le SNP rs1799983) est situé dans I'exon 7 et correspond a un changement de
guanine en thymine dans la position 894 du géne eNOS, resultant en une substitution de la

glutamine par l'aspartate a la position 298 de la protéine (Marsden et al., 1993).
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Tableau Il : Résultats fonctionnels des polymorphismes eNOS couramment étudiés (Oliveira-

Paula et al., 2019)

Nombre (rs)

Noms communs

Localisation

Conséquences fonctionnelles

rs2070744

g.-786T>C

Promoteur

L’allele C entraine une activité
transcriptionnelle du gene eNOS

diminuée par rapport a l'alléle T

4b/4a VNTR

Intron 4

La fonctionnalité de 4b/4a VNTR est
associée a la formation de sirRNA. Les
cellules  endothéliales  contenant
l'allele 4b (cing copies de 27 pb)
montrent des niveaux accrus de sir
RNA, conduisant a une expression
plus faible de eNOS par rapport aux
cellules contenant l'allele 4a (quatre

exemplaires de 27 pb).

rs1799983

Glu298Asp

Exon 7

Réduction de I’activité de la eNOS et
donc diminution de la production du
NO

rs3918226

g.-665C>T

Promoteur

L'allele T est associé a une
transcription réduite du gene eNOS

par rapport a l'allele C.

L'importance cruciale du NO dans le maintien de I'homeéostasie cardiovasculaire a été

démontrée a travers plusieurs études. Dans le systeme vasculaire, la eNOS est la principale

isoforme qui produit le NO qui favorise la vasodilatation et controle la pression artérielle. Pour

cette raison, I'expression et l'activité réduites de la eNOS3 entrainent une altération de la

production de NO conduisant a une variété d'états pathologiques. Ceci pourrait étre lié aux

polymorphismes fonctionnels du gene eNOS, qui affectent I'expression ou l'activité

enzymatique. Ainsi, ces polymorphismes ont été associés a de nombreuses maladies et peuvent

étre considérés comme des marqueurs génétiques d'un risque accru de développer les maladies

cardiovasculaires..
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Matériel et méthodes

Les expériences de cette étude ont été réalisées au laboratoire de biologie cellulaire et

moléculaire de la faculté des sciences (UMBB).

L’objectif de I’étude a porté sur la méme évaluation du polymorphisme situé dans le
promoteur du géne de 1’eNOS, g-786T>C, chez les patients atteints de la fievre

Méditerranéenne familiale (FMF), ainsi que chez les individus sains.

1) Individus
1.1) Témoins
Cette étude a impliqué 38 individus sains (témoins) recrutés de la population générale, dans les
centres de transfusion sanguine des hopitaux de Rouiba et d’Ain-Taya (Alger). Les témoins ont
¢été sélectionnés sur la base de I’absence de mutations dans le géne MEFV. En effet, aucune
mutation n’a été identifiée dans les exons 2, 3, 5 et 10 aprés séquencage (Ait-Idir et al., 2011).
1.2) Patients
Cette étude impliqué 20 patients non apparentés, génétiguement confirmés FMF. Les

principales caractéristiques des patients étudiés sont résumées dans le tableau IlI.

Tableau 111 : caractéristiques cliniques et génétiques des patients de 1’étude.

- Masculin: 9
Données démographiques Sexe - Féminin: 11
Age médian 39 ans [17- 70 ans]
Fiévre 75%
Symptomes cliniques Douleurs abdominales 66%
Douleurs articulaires 45%
Douleurs thoraciques 13%
Complication rénale Amylose rénale de type AA 14 dont 7 en dialyse
M6941/M6941 8
M694V/M694V 1
M6941/M694V 2
Génotypes du MEFV M694V/M680I 2
M6941/M680I 2
M6941/- 2
M694V/- 3
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2) Recherche du polymorphisme -786 T>C
Cette recherche a éte réalisée par la technique de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism) utilisant I’enzyme de restriction Mspl (Hpall).

La technique PCR-RFLP est 1’association entre les techniques d’amplification et d’observation

de polymorphismes sur des fragments digérés par des enzymes de restriction.
Les étapes suivies pour la PCR-RFLP sont :

- Amplification de la région d’intérét par la PCR (Polymerase Chain reaction).
- Vérification des produits d’amplification par électrophorese sur gel d’agarose.
- Digestion des produits d’amplification par 1’enzyme de restriction.

- Visualisation des produits de restriction sur le gel d’agarose.

2.1) Amplification de I’ADN par PCR

L’amplification en chaine par polymérisation (PCR) est une technologie née de I'ére de la
biologie moléculaire moderne. L’ADN peut étre dupliqué enzymatiquement jusqu’a des
millions de copies en dehors des systémes vivants sur une échelle logarithmique avec des
amorces et enpeu de temps. Le but est d'amplifier une partie spécifique de I'ADN qui contient

habituellementles informations recherchées (Khalil, 2021).

La PCR classique comprenant trois étapes répétitives, dénaturation, hybridation et élongation,

qui forment la base de la réaction en chaine (Figure 4).

5 I
Nucleotide . 3 - 3 5
L K
> o
5 I
B
5 I : .
;. g Denaturation Annealing Extension
]
\
3 I
= TS —
\
Original DNA 5 3
3 I S

Figure 4 : Etapes de la PCR (Khalil, 2021)
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- Dénaturation
Cette étape commence par élever la température du mélange a 94 °C pour separer les deux brins
d'ADN I'un de l'autre, dans laquelle la double chaine est transformée en un seul brin.. Cela se

produit dans une période de temps allant de 1 & 9 minutes (Khalil, 2021).

- Hybridation
Cette étape permet I’hybridation (annealing) de deux amorces, I'amorce sens (5°-3”) et I’amorce
anti-sens (3’- 5”), autour de la région a amplifier. Elle se produit a une température inférieure
ou égale a la température de fusion (55- 68°C). La température d’hybridation dépend de la

longueur et du pourcentage en bases G et C du fragment d’intérét (Khalil, 2021).

- Elongation ou Extension
Il s'agit de la derniére étape du processus de la PCR et se produit a une température de 72 ° C,
qui est une température optimale pour 1’élongation de ' ADN. Cette étape commence a l'aide

de I'enzyme polymérase en ajoutant les bases azotées dans le sens 5' — 3' (Khalil, 2021).
2 Principe de la technique RFLP pour la détection des polymorphismes

Cette technique est basée sur I’utilisation d’endonucléases d’origine bactériennes qui ont la
particularite de couper les molécules d’ADN bicaténaires a des sites spécifiques de la sequence.
Chaque enzyme de restriction reconnait et coupe une séquence nucléotidique donnée. De ce
fait, pour un polymorphisme donné, il y’a création ou abolition d’un site de restriction pour une
enzyme donnée (Tagu et al., 2018). Les produits de restriction sont ensuite séparés sur gel
d’acrylamide ou d’agarose en présence d’un marqueur de poids moléculaire. Le polymorphisme
de longueur des fragments de restriction observé est utilise comme critére d’identification. Par
cette approche, deux individus pourront présenter des profils de restriction différents (Tagu et
al., 2018).

L'aspect le plus puissant de PCR-RFLP est sa simplicité, utilisée dans le génotypage post-
amplification des variations d'ADN, et dans un large éventail d'applications de criblage pour
caractériser les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) (Hashim et al., 2019) voir (

figure 5).
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mutation
v v v v v ¢ v
X
~ £
digestion ‘ 4
par enzyme de restriction l l
( v : site de coupure) ‘

Figure 5 : Principe schématique de RFLP (Tagu et al., 2018).

2 .3) Application de la PCR-RFLP pour la recherche du polymophisme -786T>C
2.3.1) Amplification de la région contenant le polymorphisme -786T>C

La région du promoteur contenant le polymorphisme étudié est amplifiée en utilisant les

amorces suivantes (Santos et al., 2011) :
5’ -TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3’(amorce sens)
3’-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3’ (amorce anti-sens)

Ces amorces permettent I’amplification d’une sequence de 184 pb.

Le Mélange réactionnel utilisé pour la réalisation des réactions de PCR est donné dans le
tableaul V.

Tableau IV : composition du milieu réactionnel

Composants Concentrations finales
Tampon de PCR 10X 1X

Mg*? (25mM) 2mM

dNTP (5mM) 0.2mM

Amorce Forward (10uM) 0.2uM

Amorce Reverse (10uM) 0.2uM

Taq polymeérase 5u/l 0,05U

Eau (QSP) 100ul
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La répartition du mélange reéactionnel a été effectuée a raison de 11,5 ul pour chaque 1ul
d’ADN. Parallélement aux echantillons d’individus & analyser, un témoin négatif dans lequel

I’ ADN estremplacé par 1ul d’eau ultra pure ayant servi au mélange réactionnel a été utilise.
2.3.2 Condition d’amplification

Les réactions de PCR se sont déroulées dans un thermocycleur Biorad. La température
d’hybridation des amorces est de 59°C (Tableau V).

Tableau V : Conditions d’amplification.

Condition d’amplification
Dénaturation initiale 94°C 7mn
Dénaturation | 94°C 30 sec
35 Hybridation | 59°C 30 sec
Cycles "Ejongation | 72°C 30 sec
Elongation finale 72°C 7mn

2.3.3) Mise en évidence du polymorphisme -786T>C par RFLP

La réaction RFLP a été réalisée uniquement apreés vérification sur les produits PCR amplifiés
sur gel d’agarose. La digestion du produit PCR a été réalisée selon le protocole suivant en
utilisant I’enzyme de restriction Mspl:
Pour chaque 5ul de produit PCR, sont additionnés :

= lulde tampon 10X de I’enzyme.

= lul d’enzyme de restriction Mspl.

= 3 ul d’eau distillée stérile.
Les reactions de digestion ont été realisees en incubant les tubes a la température optimale de
I’enzyme a 37°C pendant quatre heures.
Parallélement, un témoin négatif appelé le non digéré est composeé de 1ul de tampon et 4ul
d’eau distillée et de 5ul de produits PCR a été incubé dans les mémes conditions que le reste des

échantillons analysés.

L’enzyme de Mspl (Hpal) reconnait la séquence : 5°...C//CGG...3’ en coupant entre C et CGG.
La séquence amplifiée contient deux sites reconnus par Mspl, 1’un est un site naturel (en gras)

et ’autre est celui qui contient le site polymorphe (souligné).
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TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCACcctgcattctgggaactgtagtttccctagtcceccatgetcccaccagggceatc
aagctcttccctggecggctgaccctgectcagecctagtetetctgetgacctgcggeccecgggaagegtgegtcactgaatGAC
AGGGTGGGGGTGGAGGC

= Enprésence de I’all¢le T au niveau du site polymorphe, la séquence amplifiée est coupée

seulement au niveau du site naturel pour donner deux fragments de 138pb et de 42pb.

= Enprésence de I’alléle C au niveau su site polymorphe, les deux coupures générent trois
fragments de 92pb, 46pb et 42pb.

Les différentes tailles ont été obtenues en utilisant le site www.restrictionmapper.org.

2.4) Electrophorese des acides nucléigues

L'électrophorese fait référence a la séparation de molécules chargées en fonction de leur
mobilité dans un champ électrique. 1l s'agit d'une technique couramment utilisée a diverses fins
de préparation et d'analyse, notamment la séparation, la purification et la caractérisation des
acides nucléiques (ADN et ARN) et des protéines. Il s'agit d'une technique dans laquelle un
mélange de molécules chargées est mis a migrer sous I'influence d'un champ électrique a travers
un gel. Lors de la migration, la séparation des molécules chargées les unes des autres a lieu en

fonction des différences de taille (Rana et al., 2023)

La préparation du gel d’agarose a une concentration de 2% a été faite dans le tampon T.B.E 1X
(Tris- Borate- EDTA) qui sert également de tampon de migration. Le bromure d’éyhidium
(BET) est ajouté au gel d’agarose en fusion a raison de 0.5ug/ml. Le gel est ensuite coulé dans
une cuve horizontale, puis les peignes sont placés pour former les puits pour y déposer les
échantillons d’ADN.

Les échantillons d’ADN sont mélangeés avec le tampon de dép6t ou de charge (4 ul d’ADN pour
1ul de tampon), puis déposer dans le gel d’agarose.

La migration des échantillons analyses a été effectue en parallele avec le marqueur de poids
moléculaire (100pb). L’¢lectrophorése a eté réalisée dans un champ électrique de 100V pendant
60 minutes. Les bandes d’ADN sont révélées sous la lumiere UV (Trans-illuminateur) gréace a
la fluorescence émise par le bromure d’éthidium. L’image est observée directement sur un écran

d’ordinateur relié au trans-illuminateur.
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3) Traitement statistique

L’¢tude comparative est basée sur un traitement statistique par comparaison des proportions
génotypiques et alléliques.

La comparaison des proportions entre les deux groupes a été effectuée par le logiciel de
traitement statistique, Sigma-STAT, version 2018. Dans le cas des petits échantillons (n<30), la
correction de continuité doit étre appliquée. Cette correction a pour effet de réduire la différence
observée entre les deux proportions.

Le seuil de risque retenu est alpha = 0,05. Une valeur de p<0,05 est considérée comme

statistiguement significative.
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A. Résultats
1) Amplification de la région d’ADN contenant le SNP -786 T>C

Avant les réactions de digestion enzymatique, 1I’amplification de la région d’intérét est vérifiée
par électrophorese sur gel d’agarose 2%. La taille des amplicons correspond a 180pb. La figure

6 est une illustration de quelques échantillons d’ADN amplifiés.

Echantillons amplifiés
A

3 500pb
g & , 2000b
=] : y

Figure 6: Electrophorese des produits PCR sur gel d’agarose (2%)
(T- : témoin négatif)
2)_Exploration du polymorphisme d’intérét

L’identification du SNP-786T>C a été réalisée par 1’enzyme Mspl qui permet la mise en
évidence de 3 génotypes différents, T/T, C/C et T/C. La figure 7 résume les différents produits

de restriction qui peuvent étre théoriqguement obtenus, ainsi que les génotypes correspondants.

PM ND /T c/C T/C
300 w—
200 em—
e
— 140pb
100 emtmm— 90 pb
« 50pb
40pb

Figure 7 : produits RFLP obtenus avec Mspl et les différents génotypes leur correspondant.
I
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2.1) Génotypes identifiés chez les témoins et les patients analysés

L’analyse des profils de restriction obtenus chez 1’ensemble des individus analysés a permis

d’observer trois génotypes :

= -786C/C
= -786T/T
= -786T/C

Dans le cas de cette étude, les tailles des produits RFLP retenues sont celles obtenues en utilisant

le site www.restrictionmapper.org.

Les différents génotypes sont illustrés sur la figure 8 (témoins) et figure 9 (patients).
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Figure 8 : Electrophorése sur gel d’agarose (2,5%) pour les produits RFLP des individus sains
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Génotypes C/IC

T/C T/T T/T
A

138ph -_— R ——
o2pp — [ = ‘* ”!‘, =
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Figure 9 : Electrophorése sur gel d’agarose (2,5%) pour les produits RFLP des patients.

2.2) Fréquences génotypiques et alléliques chez les individus analysés

Les trois génotypes ont été identifiés chez les deux groupes d’individus analysés, avec des
proportions variables (Tableau VI).
Tableau VI : Les fréquences génotypiques et alleliques chez les témoins et les patients.

Témoins Patients FMF p
n (%) n (%)
-786T/T 16 (42,10) 6 (30) 0,1211
Génotypes -786T/C 13 (34,21) 9 (45) 0,0500
-786CIC 9 (23,68) 5 (25) 0,3553
Total 38 (100) 20 (100)
T 45 (59,21) 21 (52,5) 0,067
Alleles C 31 (40,79) 19 (47,50) 0,050
Total 76 (100) 40 (100)
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Les trois génotypes identifiés avec des fréquences variables entre les deux groupes
d’individus étudiés. Dans tous les cas, les différences ne sont pas statistiquement significatives.
Chez les témoins, la proportion du génotype homozygote -786 T/T est supérieure a celle
observée chez les patients FMF (tableau V1), cependant la différence n’est pas significative (p=
0,1211) (Figure 10).

Par contre le génotype hétérozygote -786T/C est plus élevé chez les patients FMF comparé aux

témoins, mais la différence n’a pas atteint un seuil significatif (p=0,0500).

Les résultats ont permis de montrer que le génotype homozygote -786C/C est moins fréquent
par rapport aux autres génotypes. Il est moins rencontré chez les patients comparé aux témoins
(p=0,3553).

50%
45%
40%

358+
30%
255
20%
15%
10%
5%
0% -

B Témoins
B Fatients

TR T/T F8ET/C 786 C/C

Figure 10 : Histogramme montrant les fréquences génotypiques chez les témoins et les patients.

La détermination des fréquences alléliques chez les individus témoins (N=76) et chez les
patients (N= 40) (Tableau VI) a montré une prédominance non significative de 1’alléle T chez
les témoins comparé aux patients (p= 0,067). Inversement, 1’all¢le C est plus fréquent chez les

patients FMF par rapport aux témoins, mais la différence n’est pas significative (p=0,050).
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Figure 11 : Histogramme montrant les fréquences alléliques chez les témoins et les patients.
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B- Discussion

Les variants polymorphes d’eNOS ont été largement étudiés pour déterminer leur impact,
principalement dans les maladies cardiovasculaires (Vecoli, 2014).

Dans cette étude, I’exploration du SNP -786T>C a ¢été réalisée chez un groupe d’individus sains et
un groupe de patients FMF. La détermination des fréquences génotypiques et des fréquences
alléliques n’a montré aucune différence significative entre les deux groupes analysés. Ce résultat
semble écarter 1’implication du polymorphisme étudi¢ dans le mécanisme pathologique de la FMF.
Dans les autres populations, ce SNP n’a pas été exploré chez les patients FMF. Un seul variant du
géne eNOS a été exploré. 1l s’agit du VNTR dont I’implication dans le développement de la FMF
ainsi que son association avec les symptomes cliniques a été recherchée chez 160 patients turques et
147 témoins ou individus sains. Trois geénotypes ont été identifiés : 4a/da, 4a/db et 4b/db. Le
génotype 4b/4b était significativement plus élevé chez les patients FMF (67,5%) par rapport aux
témoins (57,82%) (p<0,05). Le génotype 4a/4a était moins fréquent, mais significativement plus
élevé chez les patients FMF (5,62%) comparé aux témoins (2,04%). Concernant le génotype 4a/4b,
aucune différence significative n’a été trouvée entre les patients (26,87%) et les controles (40,13%)
(p>0.05). Par ailleurs, cette étude n’a rapporté aucune association entre les symptémes cliniques de
la FMF et le génotype au niveau du locus analysé. Cependant, il a été montré une résistance a la
colchicine chez les patients homozygotes 4b/4b (Turkeli et al., 2022).

Dans la population Algérienne, le polymorphisme -786T/C de 1’eNOS a été exploré dans d’autres
situations pathologiques. Dans le cas de la rétinopathie secondaire au diabéte de typel, la
prédominance du génotype C/C chez les patients ayant développé une rétinopathie a été démontrée.
Inversement, le génotype T/T a été surtout observé chez les patients n’ayant pas développé la
complication oculaire, mais la différence n’a pas atteint un seuil significatif (Mihoubi et al., 2019).
Par ailleurs, I’all¢le -786C a été rapporté comme un facteur de risque génétique li¢ a I’hypertension
artérielle a partir d’un échantillon de patients originaires de la ville d’Oran. Dans cette étude, cet
allele a eté retrouvé avec une fréquence significativement plus elevée chez les patients hypertendus
par rapport aux témoins (Amrani-Midoun et al.,2019).

L’implication du polymorphisme -786T/C dans la néphropathie diabétique a été explorée chez les
patients diabétiques Tunisiens. Le genotype T/T était significativement plus élevé chez les individus
sains comparé aux patients diabétiques avec et sans néphropathie. Le génotype C/C était
significativement plus élevé chez les patients diabétiques sans complication rénale (8,1%) par
rapport aux patients avec néphropathie (6,7%), mais comparable avec les individus sains (4,9%). Ce
résultat a permis de conferer un r6le protecteur au génotype -786C/C contre la néphropathie

diabétique chez les patients Tunisiens (Ezzidi et al., 2008).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Ce travail a eu comme principal objectif d’étudier la distribution du polymorphisme -786T/C
chez un groupe de patients atteints de FMF et un groupe d’individus sains. Le résultat obtenu
semble écarter une éventuelle implication de ce polymorphisme dans le mécanisme
physiopathologique de la FMF. Par ailleurs, les résultats de ce mémoire constituent une
contribution a la génétique des populations de la population Algérienne, puisque la répartition
du SNP -786T/C a été également étudiée chez des individus sains pris au hasard de la population
Algérienne.

Cette étude est limitée par le nombre d’individus analysés qui est relativement faible. Ainsi, il
serait trés intéressant d’inclure plus de patients et de témoins dans futures études. Aussi, cette
¢tude doit étre complétée par I’analyse des autres polymorphismes, a savoir le VNTR situé dans
I’intron 4 et le SNP 894G>T situé dans 1’exon 7 du gene eNOS. Sur le plan clinique, il faudrait
rechercher une corrélation entre ces 3 polymorphismes et les symptdémes cliniques de la FMF.
Aussi, il serait intéressant d’explorer ces polymorphismes chez les patients FMF ayant
développé une amylose rénale de type AA, ce qui pourrait constituer révéler autre marqueur

moléculaire de cette complication rénale
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Résumé

.La fiévre méditerranéenne familiale (FMF) est une maladie a transmission autosomique
récessive, due a des mutations qui touchent le géne MEFV. Il s’agit d’une maladie auto
inflammatoire caractérisée par une inflammation chronique qui peut conduire a une amylose
rénale AA, mais aussi a des 1ésions vasculaires. Le géne eNOS, si¢ge des polymorphismes,
dont I’un est exploré¢ dans cette étude. Il s’agit du polymorphisme bi allélique g-786T>C, pour
mettre en évidence son éventuelle implications dans la FMF. Pour cela une étude cas-témoins
a été réalisée. Les génotypes TT, TC, CC ont été déterminés par la technique PCR-RFLP, en
utilisant 1’enzyme de restriction Mspl. Les résultats obtenus écartent 1’implication de ce
polymorphisme dans FMF car les fréquences génotypiques et alléliques ne montrent aucune
différence significative entre les deux groupes d’individus étudiés. Ainsi, une exploration des
autres polymorphismes du géne eNOS est recommandé afin de rechercher la corrélation entre
ces trois polymorphismes et les signes cliniques de la FMF.

Mots clés: eNOS, Fievre Méditerranéenne familiale, polymorphisme g-786T>C, PCR-RFLP

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal disease recessive, due to mutations
affecting the MEFV gene. It is a disease auto inflammatory disease characterized by chronic
inflammation that can lead to AA renal amyloidosis, but also to vascular damage. The eNOS
gene, seat of polymorphisms, one of which is explored in this study. This is the bi-allelic
polymorphism g-786T>C, to highlight its possible implications in FMF. For a case-control
study was carried out. The TT, TC, CC genotypes were determined by the PCR-RFLP
technique, using the restriction enzyme Mspl. The results obtained rule out the implication of
this polymorphism in FMF because the genotypic and allelic frequencies do not show no
significant difference between the two groups of individuals studied. So, an exploration of
other polymorphisms of the eNOS gene is recommended in order to find the correlation
between these three polymorphisms and the clinical signs of FMF. Key words

Key words: eNOS, Familial Mediterranean Fever, polymorphismg-786T>C, PC-RFLP
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