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Résumé

La distribution du génotype C677T MTHFR est variable et hétérogene selon les
zones géographiques et les ethnies. La caractéristique principale de la population
Marocaine est sa diversité ethnique. En revanche, des études génétiques sur cette
population sont trés limitées. Notre objectif était de déterminer la fréquence du
polymorphisme C677T MTHFR dans la population marocaine. L’étude a concerné
182 sujets marocains en bonne santé apparente et provenant de deux ecthnies
majoritaires Arabes et Berbéres. Nos résultats ont révélé que la distribution des
génotypes du polymorphisme C677T MTHEFR était en équilibre avec la loi de Hardy-
Weinberg avec une fréquence de 1’homozygotie TT estimée a 6 % et celle de ’allele
T a 26,4%. Aucune différence statistique significative n’a été observée entre les deux
populations Arabes et Berbéres. Cette fréquence reste intermédiaire entre la
population occidentale et la population sub-saharienne.
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Abstract

Recent studies showing that the frequency of C677T differs widely among areas
and ethnic populations. The feature of the Moroccan population is its ethnic diversity.
However, studies for Moroccan populations are limited. The aim of this study was to
assess the frequency of C677T MTHFR polymorphism in the Moroccan population to
further facilitate investigations on the possible associations with various pathologies.
The study concerned 182 peoples apparently healthy and randomly selected in Arabs
and Berbers Moroccan individuals. No statistical differences in the frequency of
mutant homozygote were found in Arabs and Berbers groups. T allelic frequency was
found to be 26.4% and the TT homozygous genotype frequency of 6 % in the
Moroccan population which was in Hardy-Weinberg equilibrium. The C677T
MTHEFR polymorphism distribution in the Moroccan population remains intermediate
between Western and sub-Saharan population.

Introduction

La 5,10- Méthylene tétrahydrofolate réductase, MTHFR est une enzyme importante qui
catalyse, de fagon irréversible la conversion de 5,10-méthylene tétrahydrofolate en 5- méthylene
tétrahydrofolate, un substrat clé donneur de folate et de carbone pour la reméthylation de
I’homocystéine en méthionine (Scott, 1981). Cette enzyme est codée par le géne MTHFR localisé
sur le bras court du chromosome 1 dans la région 1p36.3 (Goyette et al., 1998).

Plusieurs mutations ont été identifiées sur ce géne dont un polymorphisme C677T plus
commun, caractérisé par une transition du nucléotide cytosine par la thymine en position 677, il
s’ensuit une substitution du résidu alanine par la valine en position 222 (A222V) (Frosst et
al.,1995). Cette mutation, a 1’état homozygote ou hétérozygote est corrélée avec une réduction de
50% de D’activité enzymatique et une augmentation de sa thermolabilité ( Frosst et al.,1995;
Selzer et al, 2003). Les individus homozygotes pour cette mutation ont une élévation trés
significative de la concentration de I’homocystéine plasmatique (Frosst et al.1995), associée a une
baisse du taux des folates ( Kauwell ef al/, 2000; Cheryl L, 2003). En revanche, des taux €levés en
folates plasmatiques semblent neutraliser les effets dus a la mutation C677T MTHFR (Jacques et
al, 1996). En plus, le polymorphisme MTHFR C677T influence I’état de méthylation du DNA
génomique par ’entremise de son interaction avec le métabolisme des folates (Friso et al, 2002).

Sur le plan clinique, des études épidémiologiques non confirmées voir parfois
controversées, en fonction de la population et de la région géographique, ont rapporté la
corrélation de la mutation C677T MTHFR avec plusieurs processus pathologiques (Ueland, 2001)
notamment ceux dépendants du métabolisme des folates. Il s’agit de la schizophrénie (
Muntjewerff, JW et al. 2005; Sazci, A et al. 2003a, 2005b); des maladies cardiovasculaires
(Lewis, S.J et al, 2005; Bennouar N et al, 2007); les cancers (Anvesha Srivastava et al, 2008); les
anomalies de développement embryonnaire dont I’insuffisance de fermeture du tube neural (
Botto, 1 et al. 2000). Cependant, des résultats contradictoires ont été reportés ((Papapetrou, C. et
al, 1996; Koch, M.C. et al, 1998; Botto, L.D et al, 2000; Dilley, A. et al, 2001; Zhang, G. et al,
2001). Cette controverse a été particllement expliquée par des récentes études qui ont démontrées
que la fréquence du polymorphisme C677T du géne MTHFR différe largement dans différentes
populations en fonction de I’aire géographique et des ethnies ((Virgos, C. et al, 1999; Wilcken, B.
et al,2003; Yu, L. et al, 2004; Muntjewerff, J.W., 2006).

Le Maroc est un pays du nord-ouest africain peuplé par une population d’origine caucasoide
qui s’étend de la péninsule ibérique au Maroc (Cavalli-Sforza, L.L. et al, 1994). La caractéristique
principale de la population marocaine est sa diversité ethnique. Cette population est subdivisée en
Arabes, berbéres, Juifs et noirs sub-sahariens. La contribution des arabes et berbéres dans la
constitution du pool génétique marocaine est certes évidente. Néanmoins, peu d’études ont été
menées sur les populations marocaines.

Le but de cette étude était de déterminer la fréquence de la mutation C677T MTHFR parmi
la population marocaine en vue de la comparer a celles obtenues ailleurs.

12



Paluku et al, 2009. Antropo, 20, 11-17. www.didac.ehu.es/antropo

Sujets et méthodes

Population d’étude

Le travail a concerné une population de 182 sujets sains, agés de 18 a 55 ans recrutés dans
les deux groupes majoritaires dont 94 arabes et 88 berbéres pendant la période allant d’octobre
2007 a septembre 2008. Les échantillons de sang ont été collectés chez des donneurs de sang au
centre de transfusion sanguine du CHU Ibn Rochd de Casablanca. Aprés un examen clinique et
des tests biologiques de routine préalables a tout don de sang, et un consentement éclair¢, Sml de
sang total ont été¢ prélevés sur I’anticoagulant EDTA.

Etude du génotype C677T MTHFR

L’extraction de I’ADN génomique a été réalisée par la méthode au sel suivie de son dosage
par spectrophotométrie (Genequant). La méthode PCR/RFLP inspirée des travaux de Frosst et al
(1995) a permis la mise en évidence de la mutation C677T par 1’amplification d’un fragment de
198 pb du géne MTHFR a [1’aide des amorces suivantes: sens: 5°-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ et antisens: 5’-GGACGGTGCGGTGAGAGTG-
3’dans un programme d’amplification suivant: une dénaturation initiale a 94°C pendant 10
minutes, suivie de 35 cycles comprenant chacun une dénaturation a 95°C pendant 1 minute, une
hybridation a 62°C pendant 1 minutes et demie, une élongation a 72°C pendant une minute et une
¢longation finale a 72°C pendant 5 minutes dans un thermocycleur GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems). Les amplifiants ont subi une digestion enzymatique par 1’enzyme de
restriction Hinfl a 37°C pendant 3 heures. Les produits de digestion ont été analysés par
électrophorése sur un gel d’agarose a 3% en présence d’un marqueur de poids moléculaire ladder
100. La révélation a été réalisée sous la lumiére ultraviolette (UV) sur un transilluminateur apres
coloration au bromure d’éthidium. Le polymorphisme crée un site de restriction Hinfl qui se
traduit par la présence d’une bande digéré de 175 pb.

Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée par le test de chi-deux qui a permis la comparaison de
génotype et des fréquences alléliques avec d’autres populations. Pour examiner la conformité de
la distribution du génotype par rapport a 1’équilibre de HARDY-WEINBERG avec un risque
d’erreur de 0.05, le logiciel CeCILL V2 a été utilisé.

Résultats

Le tableau 1 montre la distribution des génotypes et des fréquences alléliques des 182
sujets marocains Arabes et Berbéres étudiés. La fréquence totale de I’alléle T estimée égale a
26,3% pour les deux populations arabes et berbéres de notre étude. Les distributions des
génotypes du polymorphisme C677T du géne MTHFR dans ces deux populations sont conforme a
I’équilibre de Hardy-Weinberg (Chi-deux : 1,234, ddl : 1, p-value: 0,26665 et chi-deux : 0,034,
ddl : 1, p-value: 0,8537, respectivement, pour les populations Arabes et Berbéres). Il n’existe pas
de différence statistiquement significative entre la fréquence des mutants homozygotes entre
Arabes et Berbéres, respectivement de 26,5 % et 26,1%.

La figure 1 montre parmi le groupe arabe, 7 personnes ont été homozygotes T / T (7,4%), 36
personnes hétérozygotes C / T (38,3%) et 51 étaient homozygotes pour l'allele sauvage C/C
(54,3%). Pour les Berbéres, 4 personnes sont homozygote T / T (4,5%), 38 personnes sont
hétérozygotes C / T (43,2%), et 46 personnes sont homozygotes pour l'alléle sauvage C/C
(52,3%).

Le tableau 2 montre les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T
MTHFR dans la population Marocaine étudiée comparées a celles des autres populations dans le
monde. Pour la comparaison de nos propres données a celles de la littérature, le test chi-deux a été
utilisé avec un degré de liberté (ddl) égale a pour une probabilité a 0,05.

Le profil électrophorétique de contrdle de digestion Hinfl est repris dans la figure 2 pour
chacun de génotypes avec pour le génotype homozygote T / T, un fragment d'ADN de 175pb, le
génotype hétérozygote C / T, deux fragments d'ADN de 175pb et 198pb et le génotype
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homozygote de type sauvage C / C, un fragment d'ADN non digéré de 198pb en présence d’un
marqueur de poids moléculaire M.

Groupes étudiés  Génotypes C/C Génotypes C/T Génotypes T/T  Allele T HWE

Arabes (n=94) 51(54,3%) 36(38,3%) 7(7,4%) 0,265  0,034*
Berbéres (n=88) 46(52,3%) 38(43,2%) 4(4,5%) 0,261 1,23+
Total (n=182) 97(53,3%) 74(40,7%) 11(6%)

Tableau 1. Distribution des génotypes C677T du gene MTHEFR dans la population Marocaine. *(Chi-deux=0,034;
ddl=1; p-value=0,8537);**( Chi-deux=1,23; ddl=1; p-value=0,8537); HWE:équilibre Hardy-Weinberg; n = effectif
Table 1. C677T genotypes distribution in the Moroccan population

B Genotypes C/C BGenotypes C'T  OGenotypes T'T

Arabes Berberes Total

Figure 1. Histogramme des fréquences génotypiques et a/léliques C677T MTHFR des deux populations Marocaines
Figure 1. C677T MTHFR polymorphism allelic and genotype frequency in two Moroccan populations

Populations Nombres C/C(%) C/T(%) T/T(%) Alléle T Références
Maroc 182 97(53,3) 74(40,7) 11(6) 0,263* Notre étude
Maroc 190 113(59.,3) 61(32,1) 16(8,4) 0,245* Bennouar, N. ef al.

Tunisie 185 129(69,7) 46(24,9) 10(5,4) 0,18 Jerbi Z. et al.
Israél 210 120(57) 72(34) 18(8,6) 0,257 Wilcken et al.
France 178 72(40) 85(48) 21(11,8) 0,357 Wilcken et al.
Espagne 601 265(44) 265(44) 71(11,8) 0,339 Wilcken et al.

Sub-sahara 191 179(93) 12(6,59) 0(0,0) 0,03 Chillemi et al.

Tableau 2. Fréquence des génotypes C677T MTHFR dans différentes populations
*(Chi-deux=3,226; p<0,05; Pas de différence statistiquement significative entre ces deux études)
Table 2. C677T MTHFR genotype among different human populations

Discussion

L’étude du polymorphisme C677T du géne MTHFR dans la population marocaine n'a pas
montré des différences ethniques (Chi-deux = 0.933; ddl= 2; p-value= 0,6271). La fréquence de
l'alléle mutant a été similaire entre les deux groupes ethniques majoritaires Arabes et Berbéres
(0,265 vs 0,261). La distribution des génotypes dans les deux populations était en équilibre de
Hardy Weinberg (Chi-deux = 0,034, ddl = 1, p-value= 0,8537 et Chi-deux = 1,234, ddl = 1, p-
value = 0.26665). La fréquence du génotype homozygote T / T était de 6% et celle de l'allele T de
26,3%. Ces résultats sont en accord avec une étude antérieure qui a rapporté la fréquence du
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génotype T / T et de I’alléle T dans un échantillon de la population marocaine de 8,4% et 24,5%
respectivement (Bennouar, N. ef al. 2007). Cette similitude dans la fréquence de l'allele C677T
dans les deux populations arabes et berbéres étudiées suggere une possibilité de brassage de pools
géniques entre ces deux peuples. Bien qu'il n'existe pas de preuve d'un ancétre commun ou de
grandes vagues d'immigration entre ces populations.

200
198

100

Figure 2. Profil électrophorétique de la digestion Hinfl. TT: homozygote muté: une bande de 175pb; CT:
hétérozygote: une bande de 198pb et une bande de 175pb; CC: homozygote sauvage: une bande non digéré de 198pb;
M: marqueur de poids moléculaire ladder 100; pb: paire des bases.

Figure 2. Hinfl enzymatic digestion.

Le Maroc est un pays nord-ouest africain peuplé des populations caucasoides qui s'étendent
de la péninsule ibérique au Maroc a partir de 20 000 a70 000 avant J.C., vers la fin de la culture
paléolithique appelée ibéro-Marusian (Cavalli-Sforza, L.L. ef al/, 1994).

Les berbéres représentent la premiére population caucasienne ayant peuplé le Maroc. Ils
sont soupgonnés d'avoir parmi leurs ancétres des descendants mésolithiques capsiens et
'néolithique’, avec éventuellement la contribution génétique de I'importante migration néolithique
du Proche-Orient (Cavalli-Sforza, LL et al, 1994).

Les Arabes ont leur origine dans la péninsule arabique, ils ont conquis 1'Afrique du Nord
(Egypte, Tunisie, Algérie et Maroc) entre les septiéme et onziéme siecles, lors de la grande
expansion islamique. De plus, d'importantes routes commerciales sont responsables de flux de
genes entre 'Afrique subsaharienne et le Maroc. Tous ces facteurs ont contribué au renforcement
de brassage entre les populations existant au Maroc.

La fréquence du génotype T / T (6%) au Maroc est intermédiaire comparée a celle observée
dans les pays européens, dont la France, I'Espagne (11,8%) et les Noirs américains (2,7%), les
populations sub-sahariennes (0%) ( Wilcken, B. et al. 2003, Chillemi, R. et al. 2006). Dans une
étude de la répartition géographique et ethnique du polymorphisme du codon 677 du gene
MTHFR, Wilcken, B. et al. 2003, ont rapporté que la fréquence du génotype TT est
particuliérement élevée dans le nord de la Chine (20%), le sud de 1'Italie (26%) et le Mexique
(32%). Le variant C677T MTHFR est particulicrement répandue dans les populations
occidentales ou asiatiques, et beaucoup moins dans les groupes ethniques sub-sahariens (Bauduer,
F. et al, 2005). la recherche de la mutation MTHFR C677T dans la population saura sans doute
conduire a une meilleure prévention des maladies. Une augmentation des besoins en folates et de
vitamine pourrait étre indiquée pour des consommateurs dont 1’alimentation est faite d’une haute
teneur en protéines, et moins fournie en légumes et fruits.
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Conclusion
Le génotype C677T a été rencontré avec une fréquence de 1’homozygote TT plus proche de

I’Europe méridionale, valeur intermédiaire entre les fréquences élevées du sud de I’Europe et les
fréquences basses sub-sahariennes, confirmant ainsi 1’hétérogénéité de la distribution de ce
polymorphisme a travers le monde et donc un modele de la variation ethnique et populationnelle.
Ce travail a le mérite d’avoir mis a la disposition des chercheurs des données pouvant étre
exploiter dans le cadre des mesures de santé publique notamment dans la prévention des troubles
vasculaires, de troubles de fermeture du canal neural, des troubles psychiatriques, pathologies
dont les mécanismes physiopathologiques ont été associés a 1’homozygotie 677 T du géne
MTHFR. L’exploration de la distribution de 1’allele et les informations génotypiques du gene
MTHFR pourront, tout en fournissant des données sur la population de référence, contribuer aux
études d’association de géne-maladies.
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