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La performance sportive est un trait complexe qui varie d’un athlete a un autre, ou un athléte mesure
sa performance comme une progression vers I'excellence ou la réussite. Cette performance est
influencée par plusieurs facteurs. Plusieurs études ont montré qu’il y’a plusieurs génes impliqués
dans la performance d’un athléte, parmi ces genes, le géne HFE qui régule I’homéostasie du fer.
Le but de notre travail est de rechercher les variants C282Y et H63D du géne HFE associés a la
performance sportive chez des individus de la population générale et chez des athlétes de haut
niveau. Afin de réaliser ce travail, nous avons fait en premier temps des prélevements sanguins sur
deux panels afin de réaliser I’extraction d’ADN des témoins de la population générale ainsi que
des athletes d’¢élite. Dans un deuxieme temps, nous avons tenté d’effectuer une PCR simple pour
amplifier les exons 2 et 4 du géne HFE. Suite aux extractions d’ ADNs réalisées, nous pouvons dire
que la plupart des ADNSs de nos échantillons sont purs et de bonne qualité. Apres les différentes

tentatives de mise au point de la technique PCR, nous avons réussi a amplifier les deux exons 2 et

4 du gene HFE. Cette amplification devra cependant étre refaite avec de nouveaux réactifs et dans

de meilleures conditions pour permettre la suite des explorations, a savoir le séquencage des exons
2 et 4 & la recherche des variants C282Y et H63D.

Mots clés : performance sportive, gene HFE, variants C282Y et H63D, athlete de haut niveau.




Abstract

Sports performance is a complex trait that varies from one athlete to another, where an athlete
measures his performance as a progression towards excellence or success. This performance is
influenced by several factors. Several studies have shown that there are several genes involved in
an athlete’s performance, among these genes, the HFE gene which regulates iron homeostasis.
The aim of our work is to research for the C282Y and H63D variants of the HFE gene associated
with sports performance in individuals of the general population and in high-performance
athletes. In order to carry out this work, we first took blood samples from two panels in order to
extract DNA from the witnesses of the general population as well as elite athletes. In a second
step, we tried to perform a simple PCR to amplify exons 2 and 4 of the HFE gene. Following the
ADN extractions, we can say that most of the ADNs of our samples are pure and of good quality.
After the various attempts to develop the PCR technique, we succeeded to amplify the two exons
2 and 4 of the HFE gene. However, this amplification will have to be redone with new reagents
and under better conditions to allow the continuation of the explorations, namely the sequencing
of exons 2 and 4 in search of the C282Y and H63D variants.

Keywords : sports performance, HFE gene, C282Y and H63D variants, high level athlete.
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Introduction

La performance sportive est définie comme les possibilités maximales d’un athléte dans une

discipline, @ un moment donné de son développement.

Un athlete de haut niveau, présente des capacités biologiques hors de la normale, qui résultent

de I’interaction entre son génome et son environnement.

Les sports de haut niveau nécessitent plusieurs parametres pour atteindre la haute performance,

parmi ces paramétres la morphologie corporelle, la puissance et I’endurance.

Par ailleurs, différents facteurs influencent la performance positivement ou négativement. Ces
facteurs ont un impact direct ou indirect comme exemple, les facteurs environnementaux, et les

facteurs génétiques.

Au cours de ces dix derniéres années, plusieurs études se sont concentrées sur la relation entre
la performance sportive et les polymorphismes génétiques. Différents genes candidats ont été
identifiés comme participant a la performance de haut niveau. Parmi ces genes, le géne régulateur
de I’homéostasie du fer, HFE.

Le fer est indispensable a la synthése de 1’hémoglobine, qui transporte I’oxygeéne vers tous les

tissus, et a la myoglobine, qui joue un rdle énergétique dans les muscles. Par ailleurs, le

métabolisme du fer est régulé par I’hepcidine, une hormone gouvernée par le gene HFE. Ce dernier

code pour une protéine HFE, qui a son tour favorise I’augmentation de la production de I’hepcidine

qui conduit a une diminution de I’absorption du fer.

D’aprés les études faites par le Pr Olivier Hermine et Pr Gérard Dine, les mutations C282Y et
H63D du géne HFE, sont considérés comme des facteurs positifs pour la performance sportive , en
donnant un avantage aux sportifs de haut niveau qui en sont porteurs en raison d’une meilleure
absorption du fer et une meilleure reconstitution musculaire ainsi qu’une meilleure fabrication des

globules rouges (Hermine et al., 2015).

L’objectif de ce travail sera de tenter de rechercher la présence ou 1’absence des variants les plus
fréeqguemment décrits dans le géne HFE (C282Y et H63D) chez des individus de la population
Algérienne et enfin si le temps et les moyens le permettent, nous tenterons d’établir 1’association
entre ces variants génétiques et la performance sportive en travaillant sur un panel d’athletes de

haut niveau.
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Chapitre |

I.1. Performance sportive

La performance physique est multifactorielle, elle est déterminée par plusieurs facteurs
tels que les facteurs environnementaux (la prise en charge, la qualité¢ de 1’entrainement
physique et le régime nutritionnel ....), les facteurs physiologiques comme le
métabolisme musculaire, le contrdle cardiovasculaire, etc..., les facteurs psychologiques
et neuronaux qui contribuent également au succes des performances sportives grace a la
solidité mentale, a I’anticipation et a la motivation a subir et tolérer la douleur pendant
I’entrainement et la compétition (EI Helou et al., 2011). Les facteurs génétiques
participent également a la performance sportive, car cette derniere se manifeste en tant
que phénotype complexe sensiblement déterminé par le potentiel génétique (Macarthur
et al., 2005).

1.2. Athlétes de haut niveau

Les athléetes de haut niveau sont des étres humains complexes et souvent singuliers dont
les capacités physiques, physiologiques, psychologiques et comportementales sont en
dehors de la norme (Speed et al., 2010).

Ils peuvent, par exemple, étre dotés d’une capacit¢ pulmonaire totale (volume d’air
mesur¢ lors d’une exploration respiratoire) de 9 litres ou d’une consommation maximale
d’oxygéne (VO2 max) > De 0.8 litre /kg/min. Chez un individu normal par exemple, le
volume de I’air mesuré est environ 0,5 litre (cette quantité peut s’élever a pres de 2 litres
au maximum). Par ailleurs, les athlétes de haut niveau peuvent endurer plus de 200 km
de course a pied par semaine ou soulever deux fois leur poids corporel (Speed et al.,
2010).
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1.3. Facteurs influencant la performance sportive
1.3.1. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux peuvent modifier les résultats en fonction des réegles de
la discipline, en fonction du milieu de mobilité (neige, eau, air...), en fonction du type

d’activité (course, natation, vélo) et selon la durée de I’événement.

La performance atteindra rapidement ses limites asymptotiques, suggérant que les
conditions environnementales et climatiques affectent parfois la performance sans
modifier la tendance séculaire de progression qui se dirige vers ses limites (EI Helou et
al., 2010).

Des études ont montrés que parmi les paramétres environnementaux, le principal facteur
qui influence la performance (vitres de course) est la température de I’air quel que soit le

niveau de performance de 1’athléte (Tsianos et al., 2010).
1.3.2. Facteurs physiologiques

Les capacités physiques ont des composantes sensorielles et motrices interdépendantes,
les athletes d’élite affichant non seulement une plus grande précision dans 1’exécution,

mais également des performances supérieures dans la perception, I’anticipation et la prise

de décision (Wilmore et al., 2006).

Ces meilleures performances sont spéecifiques a la tache et dépendent d’un entrainement

intensif et dans une certaine mesure, de différences innées entre les individus. Il existe

des preuves de changements structurels et physiologiques dans le cortex sensoriel et

moteur avec 1’entrainement : changements analogues dans le cortex frontal médial et
latéral, le cortex pariétal postérieur et les structures sous-corticales qui accompagnent la
perception, la planification et la prise de décision chez les athlétes de haut niveau
(Yarrow et al., 2009).

La compréhension des mécanismes neuronaux qui distinguent les athlétes d’¢lite des
autres athlétes peut fournir la base d’un raffinement supplémentaire des stratégies

d’entrainement.
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1.3.3. Facteurs technologiques

La science et les nouvelles technologies jouent un role trés important pour améliorer et
optimiser la performance des athlétes. Via des techniques de formation plus avancées et
des avancées technologiques dans les équipements sportifs, les athlétes ont repoussés

leurs limites et ont fixés de nouveaux seuils déterminant les performances maximales.

La technologie permet également, par le biais de la modélisation par exemple, d’observer
I’évolution des performances sportives, d’identifier les limites humaines et de prédire les

futures performances (Berthelot et al., 2008).

La compétition sportive se tourne davantage vers la technologie et vers les industries
permettant ces innovations. On 1’observe dans plusieurs sports : patinage de vitesse,
cyclisme, Natation... ou les innovations technologiques récentes ont révolutionné les

performances (Neptune et al., 2009) (Filipp et al., 2007).

Aujourd’hui, la science des matériaux est devenue un facteur décisif majeur des sports.
Les avancees technologiques dans les nouvelles conceptions de piscines et de nouvelles
combinaisons qui apportent une augmentation soudaine des performances permettant
ainsi aux athletes de dépasser des limites physiologiques qui sont déja sur le point d’étre

atteintes (Berthelot et al , 2010) (Filipp et al., 2007).
1.3.4. Facteurs génétiques

Le bagage génétique d’un athlete influence ses capacités physiques, car I’entrainement et

la nutrition ne sont pas suffisants. Le bagage génétique peut conférer un avantage a la

performance en modifiant et augmentant la capacité de transport d’oxygeéne des globules

rouges ainsi que le transport du fer (EI Helou et al., 2011).
1.4. Réle de la génétique dans la performance sportive

Certaines mutations génétiques peuvent contribuer a la performance sportive, il y’a parmi
ces mutations celles qui participent a 1’augmentation de la disponibilité du fer et une

meilleure capacité de transport d’oxygéne (El Helou et al., 2011).
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La génétique peut également contribuer au succes de l'angiogenese chez les athletes

délite (Wahl et al., 2014) car, la néo-angiogenése facilite I'apport d'oxygene par les

globules rouges aux muscles, les rendant disponibles pour favoriser le métabolisme

musculaire (Brodal et al., 1977 ) .
1.4.1. Genes impliqués dans la performance sportive

La prédisposition genétique des athlétes de haut niveau et leur phénotype qui résulte
d’interactions entre leurs génes et I’environnement leur permettent d’accomplir ces

performances sportives maximales (EI Helou et al., 2011).

Plusieurs genes semblent présenter un potentiel d’amélioration des performances
physiques afin d’acquérir des caracteéres du sport d’endurance. Le tableau I résume le role

de quelques génes impliqués dans la performance sportive.

Plus de détails seront donnés sur le gene HFE plus bas dans ces généralités, puisque c’est

sur ce géne que se concentre notre étude.
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Tableau I : Genes potentiellement impliqués dans les performances sportives

(Gatzidou et al., 2009) (Pérusse et al., 2003) (Baoutina et al., 2007).

Protéine Potentiel Leur rdle dans la performance
d’amélioration des/sportive

performances

ACTN3
(chromosome 11

q)

Alpha- actinine-3.

Performance vitesse

Responsable de la génétique de la
force rapide. (les fonctions de
fibres musculaires rapides)

ACE (pour allele
ACEL situé sur le
chromosome 17 q

)

Enzyme de
conversion de

I’angiotensine 1.

Performance

endurance

Diminution de I’activité de
I’enzyme de conversion de
I'angiotensin-1 qui va induit une
augmentation de 1’efficacité

mécanique des muscles.

VEGE, FGF,
HGE, HIFIA,

géne pour Del-1

Endurance accrue

augmenter la production de
nouveaux vaisseaux sanguins, la
perfusion tissulaire et I'apport

d'oxygéne et de nutriments

Gene pour BMP,
LMP, IGF,FGF,

Fracture osseuse et
cicatrisation

articulaire

Large éventail de fonctions

associées a la formation osseuse

EPO (

chromosome 7q)

Erythropoiétine

endurance accrue

stimule I'érythropoiése, augmente
l'oxygénation du sang et 1’apport

d'oxygeéne aux tissus
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GH, GHRH (
chromosome 2
H1).

Hormone de
libération de
I’hormone de

croissance.

effets anabolisants -
augmentation de la
masse musculaire et

de la force

Régulateur positif de la croissance

musculaire

Geéne pour GAD,
POMC, IL-4

soulagement de la

douleur

Bloquer la transmission des
signaux de douleur des nerfs
endommagés au cerveau en
déclenchant la production du
puissant neurotransmetteur

inhibiteur GABA(GAD) ...

Endurance accrue

Récepteur hormonal nucléaire,
régulateur transcriptionnel du
catabolisme des acides gras dans le
tissu adipeux et dans le muscle

squelettique

HFE

(chromosome 6q)

Protéine de
I’hémochromatose

humaine

Endurance accrue

Augmentation de 1’absorption

du fer et augmentation de la

capacite de transport d'oxygene

des globules rouges
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Il. Chapitre Il
11.1. Structure du géne HFE

L’identification du géne HFE par Feder et ces collaborateurs en 1996, jouait un role
important dans la compréhension du CMH (Complexe majeur d'histocompatibilité)
(Feder et al., 1996).

HFE est un géne organisé en 7 exons et cing introns. Ce géne est localisé sur le brin court
du chromosomes 6 (6p21.3), a environ 4,5 mégabases télomériques de HLA-A, d’une
longueur de 12 KB (Barton et al., 2015). (Figurel)

Ce géne code pour la protéine HFE. L'exon 1 code le peptide signal, les exons 2-4 codent
les domaines al, a2 et a3 respectivement, I’exon 5 correspond au domaine
transmembranaire et la queue cytoplasmique est codée par la partie 5' de I'exon 6 qui

comprend un codon stop (de Campos et al., 2019).

187C>6 193A>T

ATG

Gane HFE-1 _Eh

1

H63D
c282y

" o
1t

Protéine HFE ‘ul i ) 3

Figue 1 : structure de géne HFE (Bruce et al., 2015)

11.2. Structure de la protéine HFE

HFE est un membre ancien de la famille du CMH. La protéine HFE humaine se compose

de 343 acides aminés, homologues aux molécules du complexe majeur
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d'histocompatibilitt (CMH) de classe 1. Elle comporte ainsi trois domaines
extracellulaires (al, a2 et a3), une région transmembranaire et une courte queue

cytoplasmique (Barton et al., 2015).

La protéine HFE est exprimée par des cellules épithéliales intestinale appeler entérocytes
cryptiques. Cette protéine a un faible niveau, par les macrophages, les cellules de kupffer

et les cellules endothéliales (Biomnis., 2012).

La protéine HFE est constituée de 3 domaines extracellulaires (al, a2 et a3), segment
d'ancrage transmembranaire et une courte queue intracytoplasmique. Sa structure

tridimensionnelle est en partie liée a l'existence d'un pont disulfure interne entre 2

cystéines (Lebron et al., 1998). (Figure 2)

Plasma membrane

Figure 2 : structure de la protéine HFE (Bruce et al., 2001)
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11.3. Role de la protéine HFE

La protéine HFE joue un r6le essentiel non seulement dans la régulation fine de
I’absorption intestinale, mais aussi dans celle de son stockage et de son recyclage par les
macrophages du systeme réticulo-endothélial (rate, moelle, foie) (Bennett et al., 2000)
(Bahram et al., 1999).

Renseigner les entérocytes de la crypte des villosités de pdle basolatérale sur 1’état de
charge en fer qui vont faciliter ou diminuer ’absorption du fer alimentaire (biomnis et

al., 2012).

En cas de répression de la protéine chez les sujets homozygote C282Y, les entérocytes de

cryptes se comportent comme des cellules déficientes en fer (biomnis et al., 1996).

11.4. Mutations du géne HFE

Il existe a ce jour un grand nombre de mutations qui ont été mises en évidence dans le

gene HFE. On a ainsi pu répertorier plus de 4765 SNPs dont 11 sont retrouvés de maniére

relativement fréquentes. De plus, en utilisant la base de données (Ensembl génome
browser ), on a trouvé plusieurs polymorphismes associés a des phénotypes différents: 55
SNPs impliqués dans I'Hémochromatose de type 1, 27 SNPs impliqués dans
I’Hémochromatose Héréditaire, 4 SNPs pour les troubles du spectre autistique ou
schizophrénie, 3 SNPs associés a la maladie d'Alzheimer, et d’autres phénotypes telles
que : la Porphyrie cutanée tardive familiale , la Porphyria variegata et des Complications

microvasculaires du diabete (OMIM).

En utilisant les bases de données OMIM et dbSNP nous avons pu obtenir la description
et I'épidémiologie des SNPs du géne HFE qui semblent étre associés a la performance
physique. En effet, il semblerait qu’il existe trois SNPs d’intéréts (C282Y, H63D, S65C)

qui seraient impliqués dans la performance physique (Hermine et al., 2015).
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11.4.1. Mutation C282Y

C’est la plus importante mutation, correspondant a la transition d’une base azotée, la

guanine en adénine au niveau du nucléotide 845. Cette mutation est responsable de la

substitution au niveau du codon 282 de I’acide aminé cystéine par une tyrosine (Lucotte

et al., 2001).

Cette mutation, lorsqu’elle est retrouvée a 1’état homozygote, associée au minimum a
une ¢lévation du coefficient de saturation de la transferrine permet d’établir le diagnostic

d’hémochromatose HFE (Biomnis, 2012).

En association avec la mutation de p.cys282tyr a 1’état hétérozygote, les variants p.
His63Asp et p.ser65cys peuvent contribuer a la survenue d’une surcharge en fer modérée
(biomnis, 2012).

La mutation C282Y abolit la formation d’un pont disulfure intra-chaine au niveau du
domaine alpha3, compromettant le repliement correct du domaine alpha3 et son
interaction avec la beta2 macroglobuline. Cette mutation est responsable d’une anomalie
dans le routage de la protéine HFE vers la membrane cellulaire. Cette protéine retenue
dans le compartiment réticulo-endoplasmique est dégradée, aboutissant a une répression

d’HFE et donc a une absence de protéine a la surface des cellules (biomnis, 2012).
11.4.2. Mutation H63D

La deuxiéme mutation identifiée était de la transversion d’une cytosine en guanine au
nucléotide 187, ce qui entraine une substitution de 1’acide Aspartique en histidine a
’acide aminé 63. Cette mutation mineure est la p.His63Asp ou H63D. La mutation H63D
ne se produit pas, sauf dans de tres rares cas, sur le méme allele que C282Y (Lucotte et
al., 2001).
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11.4.3. Mutation S65C

La mutation S65C est due au remplacement (tranvesrion) de la base azoté adénine par la

thymine ce qui provoque la substitution de 1’acide aminé sérine en position 65 par une

cystéine au niveau de la protéine HFE (Gerald et al., 2005).
Cette derniére est moins fréquente que les deux mutations précédentes C282Y et H63D).

Elle semble impliquée dans I’hémochromatose de type 1 et sa fréquence est de 2 % en

Europe et absente en Asie et en Afrique.
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Chapitre 111
I111.1. Le métabolisme du fer

Le fer est un eélément indispensable au fonctionnement cellulaire, il joue un role critique
dans de nombreux processus biologiques, tels que la synthése de I’ADN, la respiration
cellulaire et sa fonction principale est le transport de I'oxygene via I'némoglobine (Chung
et al., 2003). Mais I’exces de fer est aussi potenticllement dangereux, sa toxicité repose
en grande partie sur sa capacité a s’engager dans des réactions d’oxydoréduction
aboutissant a la formation de radicaux libres toxiques, qui favorisent la mort cellulaire et

les lésions tissulaires (Papanikolaou et al., 2005).

Le Fe3* alimentaire est réduit en Fe 2*, par une réductase membranaire (Dcyt B [Duodenal
cytochrome B]) localisée dans les bordures en brosse des entérocytes (McKie et al.,
2001).

Le fer est transporté par la suite a travers la membrane par Nramp2/DMT1 (Gunshin et
al., 1997).
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Figure 3 : Régulation de I’homéostasie du fer (Louiset, 2009).
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L’ion Fe3+, présent dans la lumiére de I’intestin, est réduit en Fe2+ par I'enzyme
DCYTB(le cytochrome B fer-réductase). Le Fe2+ peut rentrer dans les entérocytes par
I’intermédiaire d’un transporteur transmembranaire de métal divalent (DMT1) situé au
pole apical des cellules. Le fer est stocké dans les entérocytes en se liant a la ferritine ou

exportée par la ferroportine 1 (FPN) localisée au pole basal des cellules.

Il est réoxydé¢ en Fe3+ par I’héfaestine (HEPH) et transféré dans le sang en raison de la
transferrine (Tf) jusqu’au site d’utilisation ou stockage du fer. Tf-fe2 va se lier a son
récepteur haute affinité (TfR1) exprimée par les cellules consommatrices du fer pour leur
fournir les ions nécessaires pour leur activité cellulaire telle que la synthése de
I’hémoglobine dans les érythroblastes. Le Fe3+ des hématies est recyclé par les

macrophages.

Le Tf-fe2 interagit avec plusieurs autres protéines, dont le complexe formé par les
protéines de 1'hémochromatose (HFE) et la B2-microglobuline des entérocytes pour
réduire I'absorption intestinale du fer. Tf-Fe2 Se lie également & un récepteur de moindre
affinité (TfR2) exprimé par les hépatocytes. Fe3+ est stocké dans les hépatocytes sous

forme de ferritine.

Le fer contenu dans les hépatocytes ou les macrophages peut ensuite étre déversé

ultérieurement dans la circulation grace a la ferroportine 1 pour une nouvelle utilisation,

sous le controle négatif d’'une hormone, ’hepcidine, produite par les hépatocytes. La
sécrétion d’hepcidine est stimulée par Tf-Fe2HFE, I’hémojuveline (HJV), une infection

ou I'il-6, mais est inhibée par une hypoxie (Louiset, 2009) (Figure 3).
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I11.2. Intervention de la protéine HFE

L’interaction de la protéine HFE avec les récepteurs de la transferrine (TfR1 et TfR2)

joue également un role critique dans la régulation de 1I’hepcidine.

L’HFE et les récepteurs hépatocytaires de la transferrine 1 et 2 (TfR1, TfR2) fonctionnent
comme des capteurs de fer extracellulaires, en détectant les concentrations de fer lié a la

transferrine dans la circulation sanguine.

L’HFE entre en compétition avec la transferrine(Tf). Lorsque les niveaux de fer sérique
sont faibles, I'HFE se lie avec le TfR1. Si la concentration de fer sérique augmente, la
transferrine se lie avec TfR1 dd a son affinité accrue, ce qui entraine le déplacement de
HFE.

L HFE libéré se lie avec TfR2. Ce complexe interagit ensuite avec I'hémojuveline (HIV)

et renforce la voie de signalisation BMP, conduisant ainsi a la transcription de I'nepcidine.

Par conséquent, le déficit en HFE ou le dysfonctionnement de la voie BMP/SMAD

entraine une diminution de la synthése de 1’hepcidine, conduisant ainsi a une surcharge

en fer (Vogt et al., 2021) (Figure 4).
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Figure 4 : Régulation de I’expression de I’hepcidine (Vogt et al., 2021).
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I11.3. Role de I’hepcidine

L’hepcidine est une hormone peptidique, synthétisée principalement dans le foie et

sécrétée sous forme de peptides de 20-25 acides aminés (Nicolas et al., 2003).

Cette hormone hépatique joue un rdle crucial dans le contrdle de I’homéostasie du fer
(Estelle, 2009), produite par les hépatocytes en réponse a une augmentation des taux

sériques du fer dans I’organisme ou en cas d’inflammation (Nicolas et al., 2002, 2003).

L’hepcidine agit sur I’expression de la ferroportine a la surface des entérocytes et des
macrophages, en fonction des réserves en fer et des besoins nécessaires a la synthese des
hématies, 1’érythropoicse. Elle contrdle les changements dans les différents niveaux de
fer disponibles et s’assure de leur maintien a des taux tres précis. Ce contréle se fait par
I’intermédiaire de la ferroportine, protéine de Transport du fer, a laquelle ’hepcidine se

lie (Nemeth et al., 2006).

I11.4. Relation entre les mutations C282Y et H63D du gene HFE et la performance

sportive

La mutation C282Y perturbe la liaison disulfure dans le domaine extramembranaire de la

protéine HFE, empéchant sa liaison au TfR1 (Philippe, 2014).

Le variant H63D forme un complexe stable avec TfR1, ce qui affecte légerement

I’absorption du fer et entraine rarement une surcharge en fer (philippe, 2014). Dans

plusieurs études, des fréquences plus élevées de HFE H63D ont été trouvées chez les

athletes d’endurance tels que les cyclistes.

Les mutations C282Y et H63D a 1’état homozygote ou hétérozygotes composites,
résultent en la perte de fonction du gene HFE, ce qui entraine des maladies tel que
I’hémochromatose qui est caractérisée par 1’accumulation excessive du fer dans

I’organisme (Barton et Edwards, 1993 ; Barton et al., 2015).

Le taux élevé du fer et qui est inférieur au seuil pathologique, peut étre bénéfique pour la
performance sportive car le polymorphisme HFE H63D a une capacité a se lier au

récepteur de la transferrine, ce qui entraine une augmentation du transport du fer dans le
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sang et les cellules, conduisant le transport et ’apport de 1’oxygéne aux muscles, par
conséquent, il est plausible que toute altération de 1’absorption du fer se traduise par une
augmentation du fer circulant et une augmentation de la disponibilité de I’oxygene, les

deux sont importantes pour la performance (Raffaele et al,. 2019).

La mutation H63D du gene HFE peut fournir un avantage a 1’endurance. Le
polymorphisme H63D est fonctionnel, lorsque 1’alléle G rare réduit la capacité¢ de la
protéine HFE a se lier & ses ligands, entrainant une augmentation du transport circulatoire
du fer intracellulaire (Feder et al., 1998). L’hypothése selon laquelle un polymorphisme

H63D du gene HFE favorise les performances d’endurance a été confirmée dans une

¢étude fonctionnelle, ou I’alléle G s’est avéré associé a une augmentation duVO2max chez

les athlétes d’endurance russes (Ekaterina et al, 2019).
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Matériel et méthodes

Notre ¢étude a été réalisée au niveau du service d’immunologie laboratoire
d’immunologie cellulaire de I’institut Pasteur d’ Alger, durant une période de six mois, de

mars a septembre 2022.
Il s’agit d’une étude génétique réalisée sur 33 témoins et 10 athlétes de haut niveau.

Notre étude avait pour objectif de tenter de rechercher les variants les plus frequemment
décrits dans la littérature dans le géne HFE (C282Y et H63D) chez des témoins de la
population Algérienne et enfin si le temps et les moyens le permettent, nous tenterons de
mettre en évidence une association entre ces variants génétiques et la performance

sportive chez des athlétes de haut niveau.
I. Matériel

I. 1. Matériel biologique

Tous les individus qui ont participé a ce travail ont donné leur accord en signant un
consentement éclairé. De plus, tous ont fournis des renseignements en se basant sur un

questionnaire préalablement établi (Annexe 1).

Le Tableau Il résume les données récoltées pour le groupe témoin (33 individus) et le

Tableau I11, ceux pour les athlétes de haut niveau (10 individus).




Tableau Il : Données relatives aux témoins.

Matériel et méthodes

Numéro

Sexe

Age

Origine

T1

37 ans

Tizi Ouzou

T2

22 ans

Ain Defla

T3

31 ans

Blida

T4

22 ans

Jijel

T5

51 ans

Médéa

T6

25 ans

Blida

T7

24 ans

Tlemcen

T8

25 ans

Blida

T9

25 ans

Médéa

21 ans

Jijel

35 ans

Oran

45 ans

Tizi Ouzou

31 ans

Médéa

31 ans

Oran

21 ans

Blida

31 ans

Blida

26 ans

Blida
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Blida

Ain Defla

Alger

Chlef

Blida

Ouargla

M’sila

Blida

Tébessa

Ain Defla

Blida

Médéa

Alger

Chlef

Blida

Tizi Ouzou
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Tableau 111 : Données relatives aux athlétes de haut niveau.

Numeéro | Sexe Age Discipline

Al M Athlétisme triple saut longueur

A2 M Décathlon

A3 Athlétisme 110 m haies/Rugby
a7
A4 Athlétisme 400 m haies

A5 Athlétisme saut en longueur

A6 Athlétisme sprinter

A7 Athlétisme lancer de

marteau/Haltérophilie

A8 Athlétisme saut longueur 100 m

A9 Athlétisme hepthalon

Athlétisme 100 m/saut en

longueur

1.2. Matériel non biologique (Annexe 2)

Le tableau I de I’Annexe 2, résume le matériel non biologique utilisé dans notre travail.
Il. Méthodes

I1. 1. Extraction de I'ADN totale par salting out

La premiere étape de notre travail consistait a réaliser une extraction d’ADN génomique

par la méthode de "salting out".
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A. Principe

La meéthode de relargage salin ("salting out") se base sur la propriété qu’a une

concentration saline a tres forte molarité de précipiter une grande partie des debris générés
par la lyse de la cellule. L’étape subséquente de précipitation de I’ADN par de 1’éthanol
permet alors de récupérer I’ADN (Sambrook et al., 1989).

B. Solution

*Solution de lyse des globules rouges « SLR » (10 mM Tris, pH 7.6, 5 mM MgCI2, 10
mM NacCl).

*Solution de lyse des globules blancs « SLB » (10 mM Tris, pH 7.6, 10 mM EDTA, pH
8,0, 10 mM NacCl).

*SDS 10%, Protéinase K (10 mg/ml).

*Ethanol 100%.

*Ethanol 70 %

*NaCl 6 M.

*Eau distillée.

C. Mode opératoire

1. Prélever 10 ml de sang dans un tube avec anticoagulant (EDTA).
2. Transférer dans un tube de 50 ml.

3. Compléter a 45 ml avec la solution SLR glacée, mélanger puis mettre les tubes dans de

la glace pendant 20 min.

4. Centrifuger a 5000 tpm pendant 15 min a 4°C, puis éliminer le surnageant constitué de

globules rouges lysés.

5. Répéter les deux précédentes étapes jusqu’a éclaircissement du culot.
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6. Resuspendre le culot constitué de globules blancs dans 2 ml de solution SLB, puis
ajouter 300 ul de SDS 10 % et 20 ul de Protéinase K (10 mg/ml).

7 .Incuber durant toute une nuit a 37°C sous agitation.

8. Ajouter 1 ml de NaCl 6 M et agiter vigoureusement pendant 15-20 secs.
9. Centrifuger a 5000 tpm pendant 15 min a 4°C.

10. Transférer le surnageant dans un nouveau tube de 50 ml.

11. Ajouter 2 volumes d’Ethanol 100% glacé et mélanger doucement par retournement

jusqu’a apparition de la méduse d’ADN.

12. Récupérer la méduse avec une pipette Pasteur et la transférer dans un microtube de
1.5 ml.

13. Laver la méduse avec 1 ml d’Ethanol 70% puis éliminer 1’éthanol.
14. Répéter 1’étape précédente une a deux fois selon le besoin.
15. Laisser sécher I’ADN a température ambiante.

16. Ajouter de I’eau distillée ou du tampon TE et laisser la méduse se resuspendre a 4°C.

I1.2. Estimation de la concentration de L’ADN

Dans le cadre de notre travail, les ADNs ont directement été dosé par Nanodrop pour

vérifier la qualité et la concentration des ADNS extraits.
A.Principe
Cet appareil permet la quantification et I’analyse de la pureté des acides nucléiques

La spectrophotométrie est la plus répandue et évalue la quantité d’acides nucléiques par
mesure de I’absorbance a 260 nm. Leur pureté est évaluée en mesurant 1’absorbance a

280 nm et 230 nm. Le ratio 260/280 permet de détecter une contamination des acides




Matériel et méthodes

nucléiques par des protéines. Sa valeur varie entre 1,8 et 2,0 pour de I’ADN. Lorsqu’il
est plus faible, cela indique la présence de contaminants comme le phénol, ’EDTA,
guanidine HCL etc. Cependant, la spectrophotométrie ne permet pas de distinguer les
ADN et ARN dans une méme solution. Une concentration d’ADN peut donc é&tre

surestimée a cause de la présence d’ARN ou de contaminants absorbant a 260 nm.

11.3. Recherche par PCR simple les exons 2 et 4 du géne HFE

A. Principe

La PCR ("Polymerase Chain Reaction" ou Réaction de Polymérisation en Chaine) permet
d'obtenir un grand nombre de copies d'un segment particulier d'ADN, nommé ADN cible
en utilisant deux amorces, courtes séquences d'ADN (18-24 nucléotides), qui s’hybrident
en des sites complémentaires situés en orientation inversée sur les deux brins de I'ADN
et qui encadrent la région que I'on veut amplifier. L'élongation des brins complémentaires
a partir des amorces est alors assurée par une enzyme de polymeérisation thermorésistante,

la Tag polymérase dérivée d'une bactérie thermophile Thermus aguaticus et qui présente

la propriété d'étre stable a la chaleur (Mullis et al., 1994).

La réaction PCR se déroule en un nombre répété de cycles (25-40), eux-mémes composes

de trois étapes généralement :

- une dénaturation de I’ADN a haute température (15-60 sec a 95-96°C) conduisant a la

séparation des deux brins d'ADN.

- une hybridation des amorces spécifiques a une température dépendant de la composition

nucléotidique des amorces et de leur longueur (15-60 sec a 50-65°C).

- une élongation des brins d'/ADN, effectuée a 72°C pendant 15 sec-2 min selon la taille

de la séquence a amplifier.

Compte tenu des conditions d’amplification précises qui caractérisent ces amplifications
simultanées, une telle approche se révéle étre complexe, mais d’une trés grande utilité
lorsque I’on veut explorer un géne d’une grande taille ou composé d’une multitude

d’exons, comme cela est le cas pour le géne HFE.
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. Solutions
- Tampon PCR (10x, Invitrogen™).
- MgCl12 (50 mM, Invitrogen™),

- dNTPs (mélange équimolaire de dATP, dTTP, dGTP, dCTP, a 10 mM chacun,
Roche®).

- Amorces sens et reverse (WiraGen).
- Taq polymerase (5 U/ul, Roche®).

C. Mode opératoire

Une PCR simple permet d’amplifier les exons ciblés dans cette étude, a savoir les exons

2 et 4 du géene HFE.

1- La PCR simple a été réalisée dans un volume total de 25 pl contenant :
- 100 ng d’ADN génomique.

- 0.2 mM de dNTPS.

- 0.4 uM de chacune des amorces (sens et reverse) selon le pool.

- Une concentration variable en MgCl> jusqu’a I’obtention d’une bande nette, intense et

sans qu’il y’ai de fragment non spécifique.
- 5 U de Tag polymerase.
- un tampon d’amplification 1x final.

2- Les réactions ont été réalisées dans un thermocycleur programmé pour le profil

suivant :

A- Programme 1 : HFE exon 2
-94C°, 5min.
-94C°, 30sec.
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-Nous avons changé la température plusieurs fois avant de trouver la bonne température
d’hybridation, 30sec. *35

-72C°, 30sec.

-72C°, 10min.

-4C°, infini,

B- Programme 2 : HFE exon 4

-94C®, 5min.

-94C°, 30sec.

- Nous avons changé la température plusieurs fois avant de trouver la bonne température
d’hybridation, 30sec.  *35

-72C°, 30sec.

-72C°, 10min.

-4C°, infini.

11.3.1. Mise au point de la technique PCR simple

Le tableau suivant (1) présente les différentes conditions expérimentales que nous avons

choisies pour mettre au point la PCR pour les deux exons 2 et 4 du gene HFE.




Tableau IV : Mise au point de la PCR.

Matériel et méthodes

Exon

Température

d’hybridation

[MgCI2]

Echantillons

HFE2

54° C

HFE4

55°C

T17,T2, T3, T4

HFE2

55°C

HEE2

56° C

HFE2

53°C

HFE2

54°C

HFE2

53°C

HFE4

54°C

T17,T2, T3, T4

HFE4

53°C

HFE4

54° C

T17,T2, T3, T4

HFE4

57°C

T17,T2, T3, T4

T17,T2, T3, T4
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11.4. Mise en évidence des profils d'amplification

A. Principe

Le contrdle des produits d'amplification sur gel d'agarose permet de s'assurer que la PCR

s'est déroulée correctement, permettant ainsi d’apprécier :

1- qu'il y ait effectivement un produit d'amplification (dans notre protocole)

2- que ces fragments aient la taille attendue

3- qu'il n'y ait pas d'amplifications parasites ou de contaminants (Sambrook et al.,
1989).

B. Solution

- (Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 1x (89 mM Tris, 89 mM Acide borique, 2 mM
EDTA, pH8.0).

- Bromure d’éthidium (30 mg/ml).

- Bleu de dép0t (0.05% Bleu de bromophénol, 60% Glycérol).

- Marqueur de poids moléculaire 100-Base pair ladder (1 pg/ml).
C. Mode opératoire

1. Préparer un gel d’agarose a 1% dans du tampon TBE 1x supplémenté de bromure

d’éthidium a une concentration finale de 0.5 pg/ml.
2. Préparer les échantillons : 5 pl de produit PCR + 1 ul de Bleu de dépot

3. Déposer les échantillons et le marqueur de poids moléculaire dans le gel et laisser

migrer a 120 V pendant 20min.

4. Révéler les produits d’amplification par exposition aux UV.
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A travers ce mémoire, nous avons essayé de mettre en évidence les variants génétiques
C282Y et H63D du géne HFE chez une population algérienne. Ce travail a été réalisé au
sein du service d’immunologie, Laboratoire d’Immunologie Cellulaire de I’Institut

Pasteur d’ Alger.

Les échantillons qui ont fait 1’objet de cette étude ont été obtenus sur la base des critéres

suivants :

Echantillons hétérogénes.
Signature un consentement éclairé.

Récolte de certaines informations personnelle en se basant sur un questionnaire.

Nous avons réalisé notre étude sur deux panels, 33 individus sains de la population
générale et 10 athletes de haut niveau. Ces prélevements ont été réalisés entre Févier et
Juillet 2022.

Nous avons réalisé les extractions d’ADN a partir du sang périphérique de nos

échantillons, dans des tubes contenant un anticoagulant de type EDTA.

Notre choix s’était porté sur la technique d’extraction d’ADN par « salting out » ou
autrement dit relargage salin, qui a comme avantages : la rapidité, de la simplicité
d’exécution, de I’utilisation de réactifs limités et non toxiques, et au final d’une quantité

non négligeable d’acide nucléique.
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Vérification de la concentration et de la pureté de PADN par le

Nanodrop

La mesure d’absorption d’un échantillon a 260 nm est une méthode largement utilisée

pour la quantification de la concentration d’ADN. Cependant, plusieurs d’autres

molécules absorbent a 260 nm comme I’ARN et d’autres substances conduisant a une

surestimation de la quantité¢ d’ADN et a sa faible concentration.

Les deux tableaux suivants présentent les résultats obtenus suite au dosage des ADNs

extraits par le Nanodrop, pour les 33 témoins (Tableau V) et les 10 athlétes (Tableau

V1) représentant la population algérienne.

Tableau V : Vérification de la pureté et la concentration d’/ADN des témoins.

Les témoins

[ADN] ng/pl

Ratio (260/280)

T1

300

1,887

T2

218,5

1,821

T3

454

1,900

T4

48

1,684

T5

239

1,498

T6

4

0,889

T7

4,5

1,286

T8

1,872

T9

1,814

1,788

1,330

1,668

1,377

1,699

1,540

1,892

1,793
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D’apres les données répertories dans le tableau V, I’ADN de nos échantillons a une bonne
pureté et sa concentration est acceptable pour I’ensemble des témoins sauf pour les

témoins T6, T7, T13 et T22.

Les témoins T6, T7, T13 et T22 ne seront pas inclus dans 1’étude, car leur ratio

260nm/280nm est inférieur a 1.3.

La concentration d’ADN du T6, T7 et T22 est sous-estimeée, et du T13 est surestimée, ce
qui pourrait étre expliqué par une mauvaise qualité de I’ADN ou une contamination lors

de la manipulation.
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Tableau VI: vérification de la d’ADN des athlétes.

Les athletes [ADN] ng/ul Ratio (260/280)
Al 619,5 1,502
A2 178,5 1,909
A3 641 1,761
A4 734 1,889
A5 604 1,867
Ab 11,5 1,917
A7 68 1,813
A8 442 1,853
A9 399 1,909
626,5 1,901

Le tableau VI montre que I’ADN des athlétes est pur, de bonne qualité et ne présente

aucune contamination sauf 1’A6 ou on retrouve une concentration tres basse en ADN.

Le ratio 260 nm/280 nm est supérieur a 1.5 et inférieur a 2 pour tous les cas est la quantité

d’ADN est suffisante, ce qui confirme la bonne pureté des ADNS.

Nous avons pu montrer que la plupart des ADNs extraits des athlétes et des témoins par
la technique de salting-out étaient compatibles avec les explorations moléculaires que
nous voulions accomplir sauf le T6, T7, T13, T22 et A6 et cela a été confirmé par une
vérification de la pureté et la concentration d’/ADN par le Nanodrop.
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Il . Amplification génique par PCR simple des exons 2 et 4 du gene HFE

Apres I’extraction de I’ADN de nos échantillons, une vérification de la pureté de

ce dernier était indispensable pour la suite de nos explorations.

L’étape suivante de notre travail consistait en I’amplification par PCR simple des
deux exons 2 et 4 du géne HFE, grace a I’utilisation des amorces spécifiques : ExX2-HFE

sens et réverse, Ex4-HFE sens et réverse.

Suite a cette amplification, tous nos produits PCR ont été soumis a une électrophorése sur
gel d’agarose de 1% en présence de Bromure d’éthidium (TBE) a fin de s’assurer de

I’amplification des séquences cibles.
11.1 Mise au point de la PCR simple des exons 2 et 4 du gene HFE

L’objectif de cette étape était 1’obtention pour chacun des exons amplifiées, d’un
fragment unique, clair, a la taille souhaitée (418 pb exon 2 HFE et 390 pb exon 4 HFE)
et sans aucune contamination. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons di passer par
plusieurs étapes de mises au point de la PCR simple pour les deux exons 2 et 4 du gene
HFE.
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Test 1

Dans un premier temps, notre principale préoccupation était de déterminer la bonne
température d’hybridation. Pour cela, nous nous sommes basés sur les recommandations
de fournisseurs pour notre premier test PCR. Concernant les échantillons, notre PCR était
réalisée sur 4 échantillons : T17, T2, T3 et T4. La température d’hybridation des amorces
sens et réverses pour I’exon 2 était a 54°C et 55°C respectivement. Nous avons opté dans

un premier temps pour la température de 54°C et une concentration en MgClI2 de 1,5mM.

Le résultat de la PCR est illustré dans la figure 5

Exon2 == :
TS 2 T8 ey B= e 12

Figure 5 : lllustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel d'agarose
1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T, B :Témoins négative de PCR.
La fleche blanche: migration.

Pour ce premier test, nous n’avons obtenu aucune amplification des exons 2 et 4 du géne
HFE pour les échantillons suivants : T17, T2, T3 et T4. Cette absence d’amplification

serait peut étre due a I’utilisation d’une température d’hybridation inadéquates.
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Test 2

Puisque nous n’avons pas réussi notre premier test PCR, un deuxieme test était nécessaire.
Cette fois ci nous avons utilisé deux nouveaux programmes pour I’exon 2: une
température d’hybridation a 55°C et une deuxiéme a 56°C pour les échantillons T3, T17
avec une concentration en MgCl2 de 1,5 mM.

Le résultat de ce test est representé dans la figure 6.

Figure 6 : lllustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel d'agarose
1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T,B :Témoins négative de PCR.

La fleche blanche :migration.
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Encore une fois, nous n’avons obtenu aucune amplification de I’exon 2 du gene HFE pour
les échantillons T3 et T17 en raison d’une température d’hybridation non optimale.
Notre gel de migration est propre et ne présente aucune contamination ni amplification
aspécifique.

Test 3

Pour déterminer la bonne température d'hybridation, nous avons réalisé un troisiéme test
PCR pour I’exon 2 du géne HFE, sur deux échantillons T2 et T17, en utilisant une
concentration de 2mM en MgCI2 et une température d’hybridation de 53°C et 54°C pour
le programme 1 et 2 respectivement.

Les résultats de la PCR du test 3 sont présentés dans la figure 7.

o Bl L el 22 5 SR 2 B

-

Fragment Aspécifique

Amplification

Figure 7 : lllustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel d'agarose

1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T,B :Témoins négative de PCR.
La fleche blanche :migration.
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Pour ce test, nous avons obtenu une amplification de I’exon 2 du gene HFE pour
I’échantillon T2.

Nous avons remarqué la présence d’une amplification aspécifique due probablement &
une concentration en MgCI2 trop importante. Nous devons refaire la méme PCR en
diminuant la concentration de MgCI2.

Test 4

Nous avons ajusté la concentration en MgCI2 a 1,5 mM avec une température
d’hybridation de 53°C pour I’exon 2 du gene HFE. Concernant I’exon 4, la température
d’hybridation était a 54°C.

Nous avons réalisé le test 4 sur 4 échantillons : T17, T2, T3, T4.

Le résultat est sur la figure 8

4 Fd mas per s re) T4 B

d'amplification

-

Contamination

TS a2 SllES STy B

Figure 8 : lllustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel d'agarose
1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T, B :Témoins négative de PCR.
La fleche blanche: migration.

Le résultat obtenu aprés ce test a permis de mettre en évidence la présence d’une

amplification de I’exon 2 pour les échantillons T2 et T4 et son absence pour I’échantillon
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T1 et T3. L absence d’amplification pour ces derniers serait probablement due a I’absence

d’ADN dans I’embout de la micropipette lors de la manipulation.

Nous avons également remarqué la présence d’une bande d’amplification aspécifique qui
pourrait étre due a 1’utilisation d’une concentration trop importante en MgCI2.

Enfin, toujours concernant 1’exon 2 du géne HFE, nous avons obtenu une bande
d’amplification du contrdle négatif signe d’une contamination des réactifs par de I’ADN.
Par ailleurs, I’analyse des résultats de ce test a également montré une absence
d’amplification de l'exon 4 du géne HFE. Cette migration devra étre refaite puisque nous
n’avons pas fait notre électrophorese dans des conditions optimale et nous n’avons dont

pas pu analyser le résultat de cette PCR convenablement.

Test 5

Afin de déterminer la bonne température d’hybridation pour 1’exon 4 du gene HFE nous

avons tenté d’effectuer une PCR en utilisant les conditions suivantes : les températures

d’hybridations des amorces sens et réverse de 1’exon 4 était a 53°C et a 54°C avec 1,5
mM de concentration en MgCI2.
Les échantillons présents dans ce test PCR sont : T17, T2, T3, T4.




Résultats et discussion

Figure 9 : lllustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel d'agarose
1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T, B : Témoins négative de
PCR. La fleche blanche : migration.

L’analyse des résultats issus de 1’électrophorese sur gel d’agarose suite a la tentative
d’amplification de I’exon 4 du géne HFE en utilisant deux programmes différents n’a
montré aucune amplification. Cela montre que la température d’hybridation n’était pas

optimale pour ce test également.

Test 6

Une autre PCR était donc obligatoire pour I’exon 4 du géne HFE. Nous avons opté cette
fois pour une température d’hybridation de 57°C et une concentration en MgC12 de 2mM
Les échantillons utilisés pour cette PCR sont : T17, T2, T3, T4. La figure 10 illustre le

résultat obtenu de cette PCR.

»

Amplification

Contamination
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Figure 10 : Illustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel

d'agarose 1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés: T, B : Teémoins

négative de PCR. La fleche blanche : migration.

Le résultat obtenu suite a ce test permet d’observer une amplification de 'exon 4 du geéne
HFE pour les échantillons T2 et une contamination et/ou un fragment aspécifique pour
les échantillons T17, T2 et T3.

Test 7

La derniere PCR que nous avons réealisé pour les exons 2et 4 de gene HFE. Concernant
I’exon 2, nous avons utilisé les conditions suivantes : une température d’hybridation a
53°C avec une concentration de 2mM en MgCI2.

Pour I’exon4, nous avons utilisé les conditions suivantes : la température d’hybridation
a 57°C et la concentration en MgCI2 est de 2,5mM.

Les échantillons présents dans ce test PCR sont : T17, T2, T3, T4.
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La figure 11 présente le résultat de cette PCR.

Amplification

M A1 ETi 2.

Amplification

Figure 11 : Illustration de la migration électrophorétique du produit PCR sur gel
d'agarose 1% en présence de bromure d'éthidium. Témoins testés : T, B :Témoins
négative de PCR, M : marquer de taille 100pb lader. La fleche blanche : migration.

Le résultat obtenu aprés ce test a permis de mettre en évidence la présence d’une
amplification de I’exon 2 et 4 du gene HFE pour I’ensemble des échantillons (T17, T2,
T3, T4).

Nous avons remarqué la présence d’une contamination due peut étre a une contamination

des réactifs ou du matériel de travail.

De plus, malgré plusieurs tentatives de migration des produits PCR sur gel d’agarose en
utilisant un marqueur de poids moléculaire, nous n’avons pas pu vérifier avec certitude
la taille des fragments obtenus bien qu’ils semblent a la bonne taille (418 pb exon 2 HFE
et 390 pb exon 4 HFE).
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Les explorations moléculaires visant a amplifier les exons 2 et 4 du géne HFE, bien
qu’inachevée nous ont pourtant permis de bien avancer dans ce travail. La prochaine étape
sera donc de refaire la PCR des deux exons du géne HFE, en utilisant un nouveau lot de

réactifs et ce apres avoir soigneusement nettoye tout le matériel et les surfaces de travail

et apres avoir stérilisé tout le consommable utilisé lors des manipulations visant a réaliser

ce travail.

Le séquencage pourra étre envisagé une fois que nous aurons obtenu pour chacun des

exons :

e Une bande claire, intense et unique correspondant a la bonne taille.
e Aucun fragment non spécifique.

e Aucune contamination du Blanc (controle négatif).
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Conclusion et perspective

L’objectif de notre travail était de rechercher les variants génétiques C282Y et H63D
du géne HFE dans la population algérienne.

Les résultats obtenues montrent que I’ADN extrait est de bonne qualité et en quantité
suffisante, pour réaliser la suite du travail et ce pour la plus grande partie de nos

prélevements.

La technique PCR que nous avons réalisé pour amplifier les exons 2 et 4 du gene HFE
n’a pas pu étre achevée en raison de nombreuses contraintes techniques et sanitaires. En
effet, les nombreuses tentatives de mises au point pour réussir la technique PCR n’ont

pas encore abouti bien qu’elles aient bien avancé et sont toujours en cours.

De plus, pour répondre a la problématique initiale, une technique de séquencage était

nécessaire. Cependant, nous n’avons pas eu le temps de séquencer les exons 2 et 4 du
gene HFE afin de mettre en évidence les variants C282Y et H63D, et c’est ce qui devra
étre fait a I’avenir pour compléter ce travail et tenter de mettre en évidence une corrélation

entre ces variants génétiques et la performance sportive.
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Annexe 1

Questionnaire dans le cadre de recherche scientifique

Ce formulaire contient les informations personnelles du participant
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Annexe 2

Matériel non biologique utilisés dans notre travail

Appareillage

Produits chimiques

- Grands tubes de 50 ml

- Tubes de 1.5 ml

-Tubes a PCR

-Fiole jaugé

-Erlenmeyer

- Une centrifugeuse (Jouan) (SiGmA)
-Vortex (Techno Kartell)

- Nanodrop (biochrom SimpliNano)

- Incubateur (Thermo Haake)

- Micropipettes (Eppendorf Research)
-Termocycleur (Eppendorf Mastercycler)

-Générateur de courant (E-C Apparatus

Corporation)

-Cuve de migration

- La plague chauffante (Stuart)
-La balance (KERN)

-La hotte (SIAB)

-Lecteur pour gel (Bio-RAD)

(transilluminateur)

- Eau distillée
- Tris (trisaminométhane)

- EDTA (acide éthyléne diamine tétra-

acetique)

-SDS (dodécylsulfate de sodium)
-Ethanol 70 % et 100 %

-NaCl 6M et 1M (chlorure de sodium)
-MgCI2 (Chlorure de magnésium)
-Acide borique

-Agarose en poudre

-BET (Bromure d'éthdium)

-TBE (Tris, acide borique, EDTA)
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