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RESUME

Les apolipoprotéines constituent la partie du complexe lipoprotéique responsable de son métabolisme
et son transport. L’objectif de cette étude a été de rechercher les mutations des exons 26 et 29 du géne
d’Apolipoprotéine B100 chez les personnes vivant avec le VIH (PV-VIH) présentant une dyslipidémie. Cette
¢étude transversale descriptive a porté sur 16 sujets dyslipidémiques dont 5 présumés sains et 11 PV-VIH. Les
mutations ont été recherchées par séquencage. Les doubles populations de nucléotides étaient fréquentes aux
points de mutation (exon 26 : 81,2% et exon 29 : 100%). Les mutations étaient majoritairement de type faux
sens (exon 26 : 94,1% et exon 29 : 85,7%) et étaient souvent des substitutions de la cytosine en position 3329
(47,1% ; n=8/17) et la guanine en 454 (71,4% ; n=5/7) respectivement pour les exons 26 et 29. La majorité des
mutations survenaient chez les PV-VIH (exons 26 : 76,5% ; n=13 et exon 29 : 71,4% ; n=5). Sur les 2 exons,
les combinaisons de mutations multiples s’observaient uniquement chez les PV-VIH. Les mutations du géne
d’Apo B100 étaient plus fréquentes chez les PV-VIH. De plus, seuls les PV-VIH présentaient des mutations
des 2 exons chez le méme sujet.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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Apoprotein B100 gene mutations and dyslipidemia in HI'V-infected patients

ABSTRACT

Apolipoproteins constitute part of the lipoproteins complex. They are responsible for their metabolism
and transportation. The aim of this study was to investigate the Apolipoprotein B100 gene’s exons 26 and 29
mutations in PLHIV having dyslipidemia. This descriptive cross-sectional study included 16 dyslipidemic
subjects (5 healthy and 11 HIV-positive). The mutations were investigated by DNA sequencing. Dual
nucleotide populations were frequent at mutation points (exon 26: 81.2% and exon 29: 100%). Misense
mutations were predominant (exon 26: 94.1% and exon 29: 85.7%) and they were often substitutions of
cytosine at position 3329 (47.1%, n = 8/17) and guanine at 454 (71.4%; n=5/7) in exons 26 and 29 respectively.
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The majority of these mutations occurred in PLHIV (exons 26: 76.5%, n = 13 and exon 29: 71.4%, n = 5).
Regarding the 2 exons, mutation combinations were observed only in PLHIV and mutations in the Apo B100
gene were more frequent in PLHIV. In addition, only in PLHIV the mutations of both exons were found in the

same subject.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

L'évolution naturelle de l’infection a
VIH est caractérisée par la réduction des
concentrations de cholestérol hight density
(C-HDL)
lipoprotein (C-LDL) et une augmentation des
triglycérides (TG) (Lo, 2011; Myerson, 2015).
Cependant, 1’évolution de la cholestérolémie

lipoprotein et low density

totale est variable (Elaine, 2013; Myerson,
2015; Zhou 2016). Aprés la mise
(ARV),
lipidique,

sous

traitements  antirétroviraux I’on

observe dans le profil des
modifications plus graves, notamment
l'augmentation des TG et du C-LDL et une
diminution du C-HDL (Aberg et al., 2009 ;
Tadewos et al., 2012; Dave et al., 2016 ;
Adébayo et al., 2016) ; tous des facteurs de
En

l'augmentation de l'apolipoprotéinémie B (apo

risque cardiovasculaires. outre,
B) a été retrouvée, souvent associée a de
fortes concentrations de C-LDL qui est trés
athérogeéne (Judith et al., 2009 ; Tadewos et
al., 2012). Ainsi, les patients séropositifs au
VIH traités ou non présentent des anomalies
du métabolisme lipidique ou dyslipidémies
qui les exposent aux pathologies cardio-
vasculaires, en 1’occurrence l'athérosclérose
(Sawadogo et al., 2005). 11 est aussi démontré
une augmentation de 1’apoprotéinémie B,
principale apoprotéine contenue dans les
lipoprotéines de basse densité (C-LDL et C-
VLDL), accompagnée de 1’augmentation de

ces lipoprotéines (Judith et al., 2009) et la

survenue de syndrome métabolique
(Kouakou-Siransy et al., 2015).
Néanmoins, tous les PV-VIH ne

présentent pas de troubles du métabolisme
lipidique. Les facteurs génétiques des sujets
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infectés seraient donc impliqués dans la
pathogénése des dyslipidémies. Par ailleurs, a
notre connaissance, il y a peu de données sur
les anomalies affectant les geénes des
PV-VIH

particuliérement, aucune en Cote d’Ivoire.

apoprotéines  chez  les et
Sachant que toute protéine est codée par un
gene précis, nous avons émis I’hypothése qu’il
y a des anomalies touchant les genes des
apoprotéines et particuliérement de I’Apo
B100.

L’objectif de
d’identifier les mutations affectant les exons
26 et 29 du gene d’Apo B100 chez les PV-

VIH.

cette étude a été

MATERIEL ET METHODES
Type d’étude
Il s’agit d’une étude transversale

descriptive basée sur I’analyse de séquences
du géne Apo B100 au niveau de fragments des
exons 26 et 29. Elle s’est déroulée de
septembre a décembre 2016 sur des PV-VIH
naifs de tout traitement ARV, pris en charge
au centre médical de suivi des donneurs de
sang (CMSDS) et des sujets présumés sains,
donneurs volontaires de sang (Yayo et al.,
2009). Tous présentaient une concentration
anormale d’au moins 1’'un des paramétres
lipoprotéiques sanguins suivants : TG, CT, C-
HDL, C-LDL, Apo Al, ApoB100. Ainsi, nous
avons recruté 16 sujets dont 11 personnes
vivant avec le VIH]1 et 5 présumées saines.

Considérations éthiques
Les personnes recrutées ont donné leur
consentement éclairé pour participer a 1’étude

qui a ¢été elleeméme validée par les
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responsables du centre national de transfusion
sanguine (CNTS) et du CMSDS. Nous avons
réalis¢ 1’étude avec 1’accord du comité
d’éthique national de Cote d’Ivoire sous le
numéro de référence Ne
3766/MSHP/30/Juillet 2009.

Recueil et conservation des échantillons

Les prélévements sanguins ont ¢&té
effectués par ponction veineuse au pli du
coude sur tube EDTA de 4 mL chez les sujets
a jeun depuis au moins 12 heures. Apres
centrifugation le culot globulaire a été
conservé a -80 °C jusqu'au moment de

I’extraction d’ADN.

Amorces utilisées

Deux couples d’amorces (SIGMA
ALDRICH) ont été utilisées pour la PCR et le
séquencgage. Il s’agissait des couples suivants :
Bc1/BcelR pour la séquence de I’exon 26 et
Bc2/Be2R pour la séquence de I’exon 29. Les
séquences respectives sont :
Bcl: lot HA06611949 (5°-
GGAGACTATTCAGAAGCTAA-3"),
BclR: lot HA06611950
(5°CTGAGAGAAGTGTCTTCGAAG-3"),
Bc2: lot HA06611951 (5°-GAAGAG
CCTGAAGACTGACT-3"),
Bc2R: lot HA06611952 (5°-
CTCGAAAGGAAGTGTAATCAC-3")

Recherche des mutations du géne d’Apo
B100
Analyse de biologie moléculaire

Les amplifications ont été faites par la
technique de PCR classique. Les tailles des
séquences d’intérét étaient de 710 pb pour le
fragment de I’exon 26 et 480 pb pour celui de
I’exon 29. L’extraction d’ADN génomique a
été réalisée sur colonne de résine échangeuse
d’ions par la technique du kit Qiagen®
(Anonyme 1, 2010). La concentration des
extraits en ADN (ug/mL) et leur pureté ont été
mesurées a 260 nm et 280 nm sur un
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spectrophotométre Eppendoerf Biophotomer
Plus. Chaque extrait a été ensuite reparti en 2
aliquotes dont 1’un était conservé a 4 °C
jusqu’a I’amplification et 1’autre congelé a -80
°C pour des besoins ultérieurs. Pour chaque
échantillon, les PCR ont été réalisées dans un
volume de 50 pL constitué de 1,5 pL de
chaque amorce a 10 uM, 5 uL d’une solution
contenant les 4 ANTP a 2 uM, 1,5 uL de
MgCl, a 50 uM, 5 pL de solution tampon a
10X 0,5 puL de Taq polymérase a 5 Ul/uL, 5
puL d’ADN et 30 pL d’eau. Les PCR ont été
effectués sur un thermocycler ABI 2720
Thermal Cycler (Life Technologie) et les
programmes de PCR étaient constitués d’une
dénaturation initiale pendant 5 min a 95 °C
suivie de 33 cycles de dénaturation de 45 sec a
95 °C, hybridation a 58 °C durant 45 sec et
¢longation a 72 °C durant 45 sec puis une
¢longation finale a 72 °C pendant 10 min et
enfin 4 °C a I'infini (Dixit et al., 2007 ; Liu et
al., 2010). La réussite des PCR a été vérifice
par électrophorése en gel d’agarose a 2% et en
cas de constat d’échec, la PCR était reprise.
Les
réfrigérateur (4 a 8 °C) puis expédiés au

amplicons ont ¢été conservés au
centre Sigma Aldrich (Paris, France) pour le
séquencage. Nous avons recu les séquences en
fichiers électroniques sous formats FASTA et
chromatogrammes puis leur étude a été
réalisée a 1’aide de logiciels destinés a cet
effet.

Analyses bio-informatiques

Les bases de données et logiciels bio-
informatiques utilisés étaient les suivantes :
GenBank (Ameziane, 2005).

A partir de cette base, les séquences
nucléiques de référence du gene Apo B100
ont été extraites, elles ont servi a la recherche
de mutations sur les séquences des sujets de
I’étude et cela par des alignements de
séquences 2 a 2 a raison de séquence de
référence versus chaque séquence de sujet de

I’étude.
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A plasmid Editor (Ape) version pour
Windows: Il a été utilis€ pour visualiser les
des (fichiers
chromatogrammes), faire

séquences sujets plats et

les premiéres
corrections (Anonyme 2, 2016) et ressortir les
segments d’intérét amplifiés et séquencés dans

notre étude.

SeqScape_3 accompagnant le séquenceur
Applied biosystem a effectué simultanément

les alignements et les corrections des

séquences. Ensuite, il a fourni
systématiquement un rapport d’alignement qui
des

sites

comporte  I’ensemble informations

recherchés. Pour les a plusieurs

populations nucléotidiques, les corrections
nécessaires ont été effectuées grace a la table
de nomenclature [UPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry) des

nucléotides (Anonyme 2, 2016).

Analyse statistique

L’analyse des données recueillies a été
faite sur le logiciel SPSS 16.0. Les variables
quantitatives ont ét€ exprimées en moyennes +
écart-type, minimum et maximum. Les
variables qualitatives ont été exprimées en
pourcentage (%) et en effectifs (n). Les
comparaisons ont été faites a 1’aide de tests
statistiques : le test t Student pour les valeurs
quantitatives et Fisher Exact pour les valeurs
Les

significatifs au risque a < 0,05.

qualitatives. tests étaient considérés

RESULTATS
Caractéristiques socio-démographiques
L’étude a porté sur 16 sujets répartis
en fonction du sexe (Tableau 1) et le sex-ratio
était de 2,2. Il s’agissait de sujets adultes
jeunes avec un dge moyen de 37,1+£11,1 ans
et les extrémes de 22 et 60 ans. Bien qu’elle
comprit trés peu de femmes, la répartition des
PV-VIH selon le sexe était équitable (P >
0,05).
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Caractéristiques génotypiques

Par alignement 2 a 2 des séquences
nucléiques de référence avec celles des sujets,
plusieurs types de mutations ont été observés
avec un total 17 points différents de
mutations ont été observés sur la séquence de
I’exon 26 et 7 points sur celle de 1’exon 29
(Tableau 2). Aux points de mutation, il y avait
de doubles

populations de nucléotides : 76,5% ; n=13/17

fréquemment la présence
pour I’exon 26 et 100% ; n=7/7 pour 1’exon
29. Un témoin et 2 PV-VIH portaient des
mutations sur les 2 exons.

La plupart des mutations étaient la
substitution de la cytosine en position 3329
(47,1% ; n=8/17) pour I’exon 26 et celle de la
guanine en position 454 (71,43% ; n=5/7)
pour I’exon 29. Les mutations observées sur
chaque séquence variaient d’un sujet a 1’autre
(Figure 1). La majorité des sujets présentait
une seule mutation (50% ; n=8/16) sur la
séquence de 1’exon 26 tandis que la majorité
d’entre eux ne présentait aucune mutation
(62,25%, n=10/16) sur la séquence de I’exon
29 (Figure 1). Les mutations accumulées
¢taient toutes de type « faux sens» pour
I’exon 26. Par contre, sur la séquence d’exon
29, un patient (6,2%) avait accumulé 2
mutations de natures différentes (454G>R :
663G>K :
(Figure 2). Le nombre médian de mutations

« faux sens» et « muette »)
par sujet était de 1 [0 ; 3] pour I’exon 26 et 0
[0; 2] pour I’exon 29 (Figure 3). Sur la
séquence d’exon 29, la seule combinaison de
mutations a été retrouvée dans le groupe des
PV-VIH. Le nombre de mutations apparu
variait, et le profil correspondant a chaque
sous-groupe (Figure 3) a montré que les PV-
VIH présentaient plus de mutations que les
sujets sains.
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Tableau 1 : Caractéristiques démographiques des 2 groupes de sujets.

Paramétres Sujets sains PV-VIH P-value
N=5 N=11
Sexe [n (%)]
Féminin 0 (0,0%) 5 (45,5%) P>0,05
Masculin 5 (100%) 6 (54,5%)
Age [années]
Moyenne 39,4+5,9 36,1+3,2 P <0,001
Extrémes 24-50 22-60 NA

NA : non applicable

Tableau 2 : Fréquences d’apparition des mutations.

Mutations Effet Fréquences
Bases Acides aminés de la mutation globale Témoins PV-VIH
N=17 N=4 N=13
Exon 26
3329C >T P1110L Faux sens 1 (5,9%) 1(25,0%) 0 (0,0%)
3329C>Y P1110[P,L] Faux sens 7 (41,2%) 1 (25,0%) 6 (46,1%)
3151C>M L1051[I,L] Faux sens 2 (11,8%) 0 (0,0%) 2 (15,4%)
2998 A>M M1000[M,L] Faux sens 2 (11, 8%) 1 (25,0%) 1(7,7%)
3225C>M - Muette 1 (5,9%) 1 (25,0%) 0 (0,00%)
3120G>K R1040[R,S] Faux sens 1 (5,9%) 0 (0,0%) 1(7,7%)
3483C>A S1161R Faux sens 1 (5,9%) 0 (0,0%) 1(7,7%)
3518A>G K1173S Faux sens 1 (5,9%) 0 (0,0%) 1 (7,7%)
3519G>C K1173S Faux sens 1 (5,9%) 0(0,0%) 1(7,7%)
Exon 29
454G>R E687[K,E] Faux sens 5 (71,4%) 1 (50,0%) 4 (80,00%)
320G>S G642[A,G] Faux sens 1 (14, 3%) 1 (50,0%) 0 (0,0%)
663G>K - muette 1 (14,3%) 0(0,0%) 1 (20,0%)

Bases : A: Adénine ; C: Cytosine ; G : Guanine ; T : Thymine ; K : Guanine ou thymine ; M : Adénine ou cytosine ; R :
Adénine ou guanine ; S : Guanine ou cytosine, Y : Cytosine ou thymine ;

Acides aminés A : Alanine ; G : Glycine ; K : Lysine ; E : acide glutamique ; L : Leucine ; M : Méthionine ; P : Proline ;

R : Arginine ; S : Sérine ;
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Figure 1 : Répartition des sujets en fonction des mutations retrouvées sur les exons 26 et 29 (n=16).
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DISCUSSION

Dans cette étude, il a été décrit le profil
des mutations du gene d’apolipoprotéines
B100 a la fois chez des témoins non infectés
par VIH et chez des PV-VIH naifs de
traitement ARV. Sur les exons 26 et 29,
diverses mutations ont été observées mais du
fait de la présence de doubles populations de
nucléotides aux points de mutations, il n’a pas
été possible de déterminer avec exactitude la
fréquence des différents alléles.

Sur I’exon 26, la mutation majoritaire
était la substitution de la cytosine en position
3329. Elle a été retrouvée dans les 2 sous-
La substitution C->T
observée avait pour corollaire sur la traduction

groupes de 1’étude.

la mutation P1110L tandis que la substitution
C>T précédemment décrite, responsable du
polymorphisme Xbal en position 2488 est une
mutation muette. Liu et al. (2010), dans une
étude réalisée sur une population chinoise
gastrectomisée ont trouvé une fréquence plus
faible (13%) de mutations C >T, de méme que
Marcelo et al. (2009) (34%) au sein d’une
population brésilienne atteinte de Xantélasma,
(une de
dyslipidémie) et enfin Scartenzini et al. (2003)

manifestation  clinique la
au Mexique (42%). Une fréquence plus élevée
(59,4%) a été retrouvée dans une population
mexicaine atteinte de calcul biliaire (Jaime et

al.,, 2010). Cette diversité de tendance dans

I’apparition de cette mutation pourrait
s’expliquer par la différence d’origines
géographiques des populations. Elles

pourraient aussi €tre en rapport avec les
pathologies portées par ces sujets. La majorité
des sujets présentait une seule mutation. La
plupart des travaux similaires ont étudié le
polymorphisme Xbal de cette séquence de
genes par digestion enzymatique de produits
de PCR ou par PCR all¢le spécifique; de ce
fait nous n’avons pas retrouvé ces aspects de
nos résultats dans la littérature. Les mutations
accumulées étaient toutes de types « faux
sens » ; ¢’est-a-dire des mutations conduisant
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au changement de la séquence d’acides
aminés. Aucune combinaison de mutations
n’a été observée chez les sujets sains
contrairement aux PV-VIH qui ont présenté
plusieurs combinaisons de mutations. Vitaris
et al. (2016) ont rapporté des résultats
similaires chez les PV-VIH sans association
portage de

dyslipidémie. Cependant, d’autres études ont

entre ces mutations et le
montré qu’il y a un lien entre la survenue des
dyslipidémies (cholestérolémies totale et
LDL), B100
portage d’alléle mutant du polymorphisme
Xbal (Liu et al., 2010 ; Bogari et al., 2014).
Kallel et al. (2007) ont trouvé que I’alléle
de Xbal fait

concentrations de lipides sériques. Il a été

I’apolipoprotéinémie et le

mutant augmenter les
aussi rapporté l’existence de lien entre la
survenue de dyslipidémie et I’infection a VIH.
Ainsi, une étude menée chez les PV-VIH naifs
d’ARV a rapporté une fréquence élevée de
hypo HDL-

cholestérolémie et hypertriglycéridémie. Ces

dyslipidémies avec
auteurs ont aussi trouvé que I’intensité de ces
troubles était en rapport avec le niveau de la
ARN VIH
(Kanjanavanit et al,, 2011). La nature des

charge virale plasmatique
mutations et/ou leur nombre pourraient étre a
I’origine des troubles lipidiques observés chez
les PV-VIH et expliqueraient la variabilité de
’intensité de ces troubles d’un sujet a 1’autre.
Sur I’exon 29, la plupart des mutations
étaient la substitution de la guanine en
position 454, similaire a la mutation
responsable du polymorphisme EcoR1. Une
plus faible (21%) de
polymorphisme a été rapportée par Scartezini

et al.

fréquence ce
(2003) au sein d’une population
brésilienne et ce a la recherche de rapport
entre polymorphisme du géne d’Apo B100 et
La des
mutations observées étaient de type « faux

maladie coronarienne. majorité
sens ». Il est montré que le polymorphisme
G>A conduisant a la mutation d’acide aminé

Glu>Lys augmente la fixation du C-LDL a ses
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récepteurs (Biswas et al., 2013 ; Bogari et al.,
2014). Cela entraine une diminution du
de C-LDL
contenant 1’alléle mutant ; ce qui constitue un

catabolisme des particules
facteur de risque cardiovasculaire (Biswas et
al., 2013 ; Bogari et al., 2014). La séquence
d’exon 29 était plus stable que celle de 1’exon
26. Cette tendance est en accord avec celle de
Vitaris et al. (2016). Les mutions de 1’exon 26
seraient donc moins impliquées dans les
dyslipidémies. Les PV-VIH présentaient plus
que les Ces
pourraient étre a [origine de

de mutations sujets sains.
mutations
I’augmentation de 1’apolipoprotéinémie B100
et des troubles des lipoprotéines de faibles
densités décrits chez les PV-VIH. Par ailleurs,
il a été rapporté que la présence de mutations
a la fois sur les 2 exons était un important
facteur de risque cardio-vasculaire (Scartezini

et al., 2003).

Conclusion

Cette étude entreprise pour rechercher
les mutations survenant sur le géne Apo B100
au cours de l’infection a VIH a permis
d’identifier diverses mutations aux fréquences
variables. Les mutations conduisant aux 2
polymorphismes (Xbal et Eco R1) ont été
retrouvées a la fois chez les sujets sains et les
PV-VIH. Sur les 2 séquences de 1’étude, les
PV-VIH

mutations

étaient plus susceptibles aux

et ils ont présenté diverses

combinaisons de mutations.
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