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1. Introduction

Les micronutriments et les vitamines jouent un réle essentiel dans la synthése et la réparation
de ’ADN, ainsi que dans le maintien des modéles de méthylation de I’ADN. Le folate a
particuliérement retenu 1’attention en raison de sa fonction unique en tant que donneur de
méthyle pour la synthese des nucléotides et la méthylation chez les étres vivants(1).

Cette contribution peut varier en fonction du polymorphisme du gene de la méthyléne
tétrahydrofolate réductase (MTHFR). La méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) est
une enzyme régulatrice clé dans le métabolisme des folates, participant a la régulation et a la
conversion de I'homocystéine en méthionine. Elle catalyse la réduction irréversible du 5,10-
méthylénetétrahydrofolate (5,10-méthyléene-THF) en 5-méthyl-THF, la principale forme
circulante de folate. Le 5-méthyl-THF sert de substrat pour la méthylation de I'homocystéine
en méthionine, en utilisant la méthionine synthase avec la vitamine B12 comme cofacteur. La
méthionine permet la biosynthése de novo de la S-adénosyl méthionine (SAM), qui est le
principal donneur de radicaux méthyle chez I'nhnomme (2).

Environ soixante mutations ont été identifiées dans le géne MTHFR, mais les deux les plus
étudiées sont A1298C et C677T. Les répercussions fonctionnelles des autres polymorphismes
ont été peu caractérisées ou demeurent inconnues (3). A I'état homozygote ou hétérozygote,
cette mutation est corrélée avec une réduction de l'activité enzymatique et une augmentation
de sa thermolabilité (3,4).

Les individus homozygotes pour cette mutation présentent une forte élévation de la
concentration d’homocystéine plasmatique, associée a une diminution du taux de folates (5).
Cependant, des taux élevés en folates plasmatiques semblent neutraliser les effets de la
mutation C677T du géne MTHFR (6).

De plus, le polymorphisme C677T du géne MTHFR influence 1'état de méthylation de I’ADN
génomique par son interaction avec le métabolisme des folates (1).

Plusieurs études, souvent controversées en raison des différences géographiques et des
caractéristiques de la population, ont rapporté la corrélation entre la mutation C677T du géne
MTHFR et plusieurs maladies, en particulier celles liées au métabolisme des folates(7).

Il s'agit notamment de la schizophrénie (8); des maladies cardiovasculaires (9) ; des cancers
(10) et des anomalies de developpement embryonnaire dont le défaut de fermeture du tube
neural (11). Dans une synthése narrative de la littérature, deux études menées sur les
populations du Maroc et du Cameroun ont rapporté une association entre le polymorphisme

C677T du gene MTHFR et un risque accru d’hypertension artérielle. En revanche, d’autres



¢tudes sur les populations algérienne et égyptienne n’ont trouvé aucune association (12).Une
méta-analyse a révélé une association entre le polymorphisme C677T du géne MTHFR et la
susceptibilité au cancer colorectal dans la population asiatique (13). Cependant, dans la
population européenne, les hétérozygotes CT présentaient un risque significativement accru
de développer un cancer colorectal, et aucune augmentation du risque de cancer n’a été
observée chez les homozygotes TT (14). Cette controverse a été partiellement expliquée par
des études récentes démontrant que la fréquence du polymorphisme C677T du géne MTHFR
différe largement selon les populations, en fonction de l'aire géographique et de 1’ethnie
(15,16).

La principale caractéristique de la population malienne est sa diversité ethnique. Néanmoins,
peu d’études ont été menées sur cette population ;

Le but de cette étude était de déterminer la fréquence de la mutation C677T du gene
MTHFR dans la population malienne afin de fournir des données utiles pour de futures

¢tudes d’association génétique.
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2 Objectifs

2.1 Objectif général

Etudier la distribution du polymorphisme C677T du géne MTHFR dans un échantillon
sanguin représentatif de la population générale au Mali.

2.2 Objectifs spécifiques

- Décrire les caractéristiques socio-démographiques de la population d’étude ;

- Déterminer les fréquences genotypiques et alléliques du polymorphisme C677T du gene
MTHFR ;

- Explorer la distribution du polymorphisme C677T du gene MTHFR en fonction des

caractéristiques sociodémographiques.



GENERALITES



3 Genéralités

3.1  Gene méthyléne tétrahydrofolate-réductase (MTHFR)

3.1.1 Structure et localisation

Le gene de la méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) humain est localisé sur le bras
court du chromosome 1 dans la région 1p36.3, avec une structure d’environ 17 kb comprenant
11 exons, couvrant 2,2 kb allant de 102 pb a 432 pb (cDNA GenBank accession number
U09806) (Figure 1). La taille des introns varie de 250 a 1,5 kb, avec une exception de 4,2 kb
(17). Néanmoins, des nouvelles études ont révelé plus de 11 exons (18).

Le promoteur du géne MTHFR ne posséde pas de boite (TATA) mais contient des lots (CpG)
et de multiples sites de liaison potentiels pour Sp1(19).

En effet, plusieurs séquences consensus pour les sites de liaison potentiels des facteurs de
transcription existent,, tels que les SP1, AP1, AP2, CAAT ou GC-boites (20).

Plusieurs sites d’amorces de la transcription, d’épissage alternatif et de polyadénylation ont
été observés pour MTHFR (21). Les sites de début de la transcription sont localisés dans deux
régions, et deux promoteurs ont été caractérisés (22).

3.1.2 Transcrits du gene MTHFR

L’analyse par la technique Northern blot a révélé la présence de transcrits du géene MTHFR
d'environ 2,8 kb, ainsi que de 7,2-7,7 kb dans tous les tissus testés, et un autre d'environ 9,5
kb dans le cerveau, les muscles, le placenta et I'estomac (Figure 1) (17,19,21).

Ainsi, le MTHFR produit trois transcrits distincts (MTHFR 1, 2 et 3), correspondant
respectivement aux tailles de 2,8, 7,2 et 9,8 kb (19).

Ces différentes tailles de transcriptions résultent des sites alternatifs de demarrage de la
transcription et de multiples signaux de polyadénylation (23).

Bien que I’'abondance totale soit relativement faible, la proportion de chaque transcription
varie selon les tissus. L'expression globale est plus intense dans les testicules, intermédiaire
dans le cerveau et les reins, et moins prononcée dans les autres tissus examinés (23).
L'existence de différents premiers exons est probablement due a l'initiation de la transcription
alternative avec identification des premiers codons ATG individuels pour tous les transcrits
ont été identifié (20).

Les ARNm de 2,8 et 7,2 kb proviennent de lI'un des deux sites d'initiation de la transcription,
situés respectivement a 206 et 243 pb en amont du codon d'initiation ATG. Quant a la
transcription de I'ARNm de 9,8 kb, elle démarre a un site situé a 2,8 kb en amont du codon

d'initiation de la traduction (19).
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Figure 1 : Différents transcrits du gene MTHFR.

3.2  Protéine MTHFR

3.2.1 Structure et fonction

L’enzyme MTHFR humaine est un dimeére de 150 kDas, composé de deux isoformes : 1’une de
poids moléculaire de 77 kDa et I’autre de 70 kDa.

L’expression de I’ADNc de 2,2 kpb donne lieu a une protéine de 70 kDa (3). Le site de
démarrage de la traduction de 1’isoforme de 77 kDa permet 1’ajout de codons additionnels en
amont de la séquence de I’isoforme de 70 kDa (21).

Ainsi, la MTHFR humaine est un homodimére, chaque sous-unité étant composée d’un
domaine catalytique N-terminal (acides amines, aa ~1 a 356) qui lie le méthyléne THF, le
NADPH et le FAD (cofacteur), et d’un domaine de régulation C-terminal (aa~363-656), reliés
par une courte région de liaison (linker) (aa 357 - 362) (Figure 2). Il semble que le domaine

catalytique soit suffisant pour accomplir I’ensemble de la réaction enzymatique (24).
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Figure 2 : Représentation schématique et structurelle du MTHFR humain.

A. Organisation du domaine de MTHFR. Les nombres donnés représentent les limites

approximatives des acides aminés .

B. Structure illustrative de MTHFR basée sur PDB (Protein Data Bank)

Le domaine de régulation se lie a la S-adenosylmethionine (AdoMet), entrainant une
inhibition allostérique de I'enzyme (26), effet réversible par la liaison a I'adénosyl
homocystéine (AdoHcy) (27,28) (Figure 3). AdoHcy bloque I'effet inhibiteur d’AdoMet sur
I'activité de la MTHFR (29) sans modifier directement I'activité enzymatique (30).

Entre les deux domaines de la MTHFR se trouve une région hydrophobe importante
constituant un site de clivage par la trypsine. Apres un traitement trypsique, la MTHFR des
mammiferes demeure active tout en perdant sa sensibilité a AdoMet (31).

Il a été démontré que la modification post-traductionnelle de la MTHFR humaine par
phosphorylation est régulée par le rapport AdoMet-AdoHcy dans la cellule. La
phosphorylation entraine une diminution de l'activité et une sensibilité accrue a l'inhibition
allostérique par AdoMet, cette phosphorylation étant confirmée pour la plus petite isoforme de
MTHFR (70 kDa), bien que la phosphorylation de la plus grande isoforme (77 kDa) n‘ait pas
été examinee (31).

De plus, il a été souligné que la MTHFR peut étre régulée positivement par le facteur NF-kB,
un médiateur important de la survie cellulaire activé par le stress du réticulum endoplasmique
(RE)(32).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amino-acids
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Figure 3 : Un modele de la structure de la MTHFR humaine.

La MTHFR catalyse la réduction du 5,10- méthyléne tétrahydrofolate (CH2THF) en 5- méthyl
tétrahydrofolate (CH3THF), utilisant la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur
(34). Les substrats physiologiques, NADPH et 5,10-MTHF sont essentiels ; NADPH réduit le
FAD, et ce dernier assure la réduction subséquente du 5,10-MTHF (35).

L’activité de la MTHFR influence sur la disponibilité du CH,THF, ce qui a des répercussions
sur la synthése de I’ARN et de I’ADN. Le CH3THF est crucial pour la reméthylation de
I’homocystéine (Hcy) en méthionine (MET), jouant un role essentiel dans la synthése
protéique et la méthylation de I’ADN ainsi que d’autres composés (CH3-X)(23). Etant donné
que le produit CH3-THF est exclusivement utilisé par la méthionine synthase et que seule la
forme déméthylée (THF) peut étre recyclée dans le cycle du folate, la MTHFR oriente les
unités monocarbonées liées au THF dans le cycle de la méthionine (36). Par consequent, la
MTHFR représente une enzyme régulatrice majeure du métabolisme des folates et de
I’homocystéine (23).

3.3 Polymorphismes du gene MTHFR

Environ soixante polymorphismes de MTHFR ont été identifiés (37). Cependant, parmi eux,
deux polymorphismes sont particulierement courants et bien documentés dans le géne
MTHFR : C677T et A1298C (Figure 4). Les implications fonctionnelles des autres
polymorphismes ont été peu caractérisées ou demeurent inconnues (23). D'autres
polymorphismes ont été signalés aux positions 1059 pb, 1289 pb, 1317 pb, et 1793 pb (38,39).
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Figure 4 : Représentation schématique de 41 mutations du géne MTHFR avec les deux
polymorphismes particulierement étudiés.
3.3.1 Polymorphisme C677T du gene MTHFR
Kang et al. (1988) ont identifié un variant de l'enzyme MTHFR présentant une activité
enzymatique réduite et une thermolabilité, appelé « MTHFR Thermolabile » ou variant
thermolabile (40). Frosst et al. (1995) ont découvert une mutation faux-sens ou une cytosine
en position 677 du géne MTHFR est remplacée par une thymine, engendrant la mutation
commune C677T. Cette mutation autosomique récessive provoque la substitution de I'alanine
par la valine. Les individus homozygotes pour cette mutation présente une activité spécifique
réduite de la MTHFR, ainsi qu’une thermolabilité accrue de l'enzyme (3).
Chaque homodimere de ’enzyme MTHFR contient deux molécules de FAD (cofacteur) liées
de fagcon non covalente au dimere et utilise NADPH (33).
La mutation C677T chez I'homme (A222V) et chez E. coli (A177V) augmente le taux de
dissociation du FAD, conduisant a des modifications structurelles de I'enzyme (28). Cette
perte s’accompagne d’une dissociation des sous-unités et d'une sensibilité a la denaturation
thermique (35).
La mutation C677T affecte un résidu dans le domaine catalytique de I'enzyme (34,41). Bien
que plusieurs résidus d'acides aminés critiques sur le plan catalytique dans le site actif de la
MTHFR aient été identifiés a partir d'études structurales et biochimiques utilisant I'enzyme E.
coli (42,43), les détails du mécanisme de réaction ne sont pas encore compléetement compris.
De plus, la régulation de I’activité de la MTHFR par AdoMet chez les mammiféres n’a pas

encore éte pleinement élucidée (35).
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Le SNP (single-nucleotide polymorphism) de ce gene réduit la thermostabilité de I'enzyme
MTHFR, entrainant une diminution de l'activité de I'enzyme a des températures supérieures a
37°C. Ainsi, I'enzyme classique devient instable (44).

Les résultats ont montré que l'activité de I’enzyme MTHFR chez les individus homozygotes
pour le polymorphisme C677T a diminué de 50-60% a 37 ° C et de 65% a 46 °C par rapport
au groupe témoin (45). In vitro, les individus ayant le génotype TT ont présenté une activité
enzymatique de la MTHFR réduite a 30% par rapport au type sauvage CC, tandis que ceux
ayant le génotype hétérozygote CT ont montré une activité enzymatique de 60% par rapport a
la protéine MTHFR (3).

La fréquence de l'alléle T varie considérablement en fonction de I'ethnie géographique des
populations, avec des valeurs allant de moins de 10% chez les Africains (11).

3.3.2 Polymorphisme C677T de la MTHFR et ’hyperhomocystéinémie

L'enzyme MTHFR joue un rdle crucial dans la reméthylation de 1’homocystéine (Hcy) en
méthionine, convertissant le 5.10-méthyltétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate, la
forme circulante et physiologiquement active des folates et des donneurs de groupements
méthyles primaires pour la reméthylation (46). Une réduction significative de D’activité
enzymatique de la MTHFR entraine 1’accumulation d’Hcy car la reméthylation de la
méthionine devient compromise (47).

Divers rapports ont démontré une association entre 1’alléle T et une concentration élevee
d’Hcy dans le plasma. L'impact sur la concentration de I’Hcy est le plus prononcé chez les
sujets homozygotes (TT) présentant des concentrations faibles en folate, suggérant que le
statut en folate joue un role important dans la détermination de 1’expression phénotypique de
la protéine thermolabile (48).

Le folate peut stabiliser I'noloenzyme en augmentant I'affinité de I'enzyme pour un cofacteur
critique, la flavine adénine dinucléotide (FAD), qui transfére les équivalents réducteurs du
NADPH au méthyléne tétrahydrofolate (7,34,41).

De plus, les travaux de Stern et al. (2000) ont montré que le génotype (TT) est associé a une
méthylation plus faible de I'ADN dans les leucocytes périphériques par rapport au génotype
(CC). Cette diminution de la biodisponibilité du 5-MTHF nécessaire a la biosynthése de la S-
adénosyl méthionine pourrait avoir des effets métaboliques secondaires, en plus de
I'nyperhomocystéinémie (49).

3.3.3 Polymorphisme A1298C du gene MTHFR

Un autre polymorphisme du géne MTHFR, A1298C, résulte de la substitution de I’adénine par

la cytosine au niveau de la position 1298 dans 1’exon 7, aboutissant a la substitution du
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glutamate par I’alanine au codon 429 dans le domaine C-terminal régulateur de I'enzyme. Ce
polymorphisme est également associé a une réduction de I’activité de la MTHFR (in vitro),
bien qu’il ne soit pas li¢ a la thermolabilité (50,51). En effet, cette mutation se localise a
I'extrémité C-terminale de I'enzyme, dans le domaine de régulation de la S-adénosyl
méthionine, pouvant entrainer une diminution de 40% de l'activité enzymatique du génotype
variant(52). Contrairement a la mutation C677T, la mutation A1298C ne semble pas étre
associée a une élévation des concentrations plasmatiques d’homocystéine totale (tHcy) ou a
des faibles concentrations plasmatiques en folate (53).

3.4 Polymorphisme C677T et maladies

Les polymorphismes du géne MTHFR sont directement liés & de nombreuses maladies, avec
des implications variées du polymorphisme C677T du gene MTHFR sur plusieurs aspects ;

1. Augmentation des taux d’homocystéine : Cette elévation peut avoir des répercussions
sur la vascularisation ou le développement des embryons (54).

2. Perturbation de la synthése de la méthionine et de la S-adénosyl méthionine : Cette
perturbation a des conséquences sur la synthése des protéines ou les réactions de méthylation.
De plus, I’homocystéine peut étre convertic en S-adénosyl homocystéine, un inhibiteur de
plusieurs méthyltransférases. Etant donné que les altérations de la méthylation de I’ADN
influent sur ’expression génique, une déficience de la MTHFR peut influencer 1’amorgage et
le développement de processus oncogéniques(55).

3. Redistribution des métabolites du folate : Cela peut affecter la synthése des purines et
des pyrimidines, avec des conséquences sur la synthése ou la réparation de I’ADN. Toute
maladie multifactorielle associée a I’hyperhomocystéinémie peut étre influencée par le variant
677T. Malgré la multiplicité des recherches consacrée a ce polymorphisme, ses implications
restent complexes et nécessitent une exploration approfondie pour comprendre pleinement
son impact sur la santé humaine (23,56).

« Problémes vasculaires

Etant donné que I’hyperhomocystéinémie se combine avec d’autres facteurs impliqués dans
les maladies cardiovasculaires, le variant 677C—T peut altérer la susceptibilité des individus
a ces maladies multifactorielles. Des méta-analyses suggerent que le génotype 677TT peut
constituer un facteur de risque modeste pour les accidents vasculaires cérébraux, la thrombose
veineuse, et les maladies coronariennes, notamment en cas de carence en acide folique (57).

« Défauts du tube neural et autres anomalies congénitales

Des rapports antérieurs (58,59) ont signalé des taux ¢levés d’homocystéine plasmatique totale

dans des familles touchées par des anomalies du tube neural. Un apport supplémentaire en
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folates a démontré une réduction de 1’incidence des défauts du tube neural. Le variant 677T
est le premier facteur de risque génétique proposé pour ces anomalies(60). Le risque est
environ deux fois plus élevé si I’enfant ou la mére posseéde le génotype 677TT (57). Des
analyses préliminaires suggérent une association entre le génotype 677TT et I’occurrence de
fentes palatines ou d’anomalies congénitales cardiaques, mais des études plus approfondies
seraient nécessaires pour confirmer ces observations.

e Complications de la grossesse

Une méta-analyse a révélé que le génotype 677TT est associé a une augmentation de 30 % a
40 % du taux d’avortement spontané, avec un effet plus prononcé au début de la grossesse. Ce
génotype 677TT augmente de 40 % le risque de complications vasculaires placentaires et de
20 % la probabilité de prééclampsie (57).

e Troubles neuropsychiatriques

Une association a été¢ observée entre la schizophrénie et I’allele 677T. Cependant, d’autres
¢tudes ont produit des résultats mitigés, probablement en raison de 1I’hétérogénéité des cas de
schizophrénie (57). Une analyse portant sur 6 000 individus a indiqué que le génotype 677TT
entraine une augmentation de 70 % du risque de dépression (23). Des recherches sur la
démence et le déclin cognitif 1éger ont montré une augmentation des taux d’homocystéine
plasmatique chez un nombre significatif de patients (23). Etant donné que la démence est
caractérisée, entre autres, par un affaiblissement des vaisseaux sanguins irriguant le cerveau,
le variant 677T pourrait constituer un potentiel facteur de risque. Toutefois, le lien entre le
polymorphisme et la démence d’origine vasculaire ou la maladie d’Alzheimer n’a pas encore
été clairement établi (57).

o Cancer

Un apport insuffisant en folates prédispose au cancer colorectal. Paradoxalement, lorsque
I’apport en acide folique est adéquat, le génotype 677TT est associé a une diminution du
risque de cancer colorectal. Il exerce également un effet protecteur dans le cas des leucémies
lymphocytaires aigués (23). Le mécanisme proposé pour expliquer ce phénomeéne repose sur
une redistribution des folates, facilitant ainsi la synthése de la thymidine et réduisant les
risques de dommage a ’ADN. En cas d’apport insuffisant en folates, le génotype TT est
associé a une augmentation du risque de certains cancers(61).

3.5 Autres polymorphismes

Environ soixante de polymorphismes de MTHFR ont été répertoriés (37). Les variations au
niveau des positions 677 et 1298 ont un impact sur I’activité de ’enzyme (23). Toutefois, le

polymorphisme 12984 — C n’a été étudié que de maniére limitée. Contrairement au mutant
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677, celui en position 1298 n’entraine pas de thermolabilité. En présence de la substitution
12984 — C (E429A), I’activité de I’enzyme diminue d’environ 30 %, comparativement & une
diminution d’environ 55 % observée avec I’alléle 677T. Il est rare que les alleles 677T et
1298C se trouvent en configuration cis (23). Les répercussions fonctionnelles des autres

polymorphismes demeurent peu caractérisées ou inconnues.
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4 Matériel et méthodes

Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet de [’institut for Global Health, financé par le
Northwestern University, axé sur la recherche génétique et épigénétique du cancer du sein au
Mali. L'é¢tude a regu I’approbation du Comité d'éthique de la Facult¢ de médecine et
d'odontostomatologie/Faculté de pharmacie (2018/63/CE/FMPQOS) de I'Université des
Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB), Mali.

4.1 Recrutement des participants

Cette etude descriptive prospective a été menée sur 98 individus apparemment sains, recrutés
au centre national de transfusion sanguine (CNTS) & Bamako entre juillet 2018 et janvier
2020.

4.1.1 Critére d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude tout participant des deux sexes qui :

e A donné son consentement libre et éclaire ;

e Estagédel8ab5ans;

e Est apparemment en bonne santé ;

e Ne présente aucun antécédent de cancer ou de maladie chronique ;

e A fourni un échantillon de sang requis pour 1’étude.

4.1.2 Criteres de non-inclusion

Ne sont pas inclus dans I’étude les individus qui :

e Ont refusé de donner leur consentement ;

e Sont agés de moins de 18 ans et de plus de 65 ans ;

e Ont des antécédents de cancer ou de maladie chronique ;

e  Ont refusé de fournir I’échantillon requis pour 1’étude.

4.2 Collecte des données

Les données ont été recueillies au moyen d’un questionnaire préétabli, visant a établir pour
chaque participant :

* Les données sociodémographiques :

- Age, sexe, profession ;

- Statut et réegime matrimonial ;

- Ethnie, niveau d’instruction.

4.3 Prélévement sanguin

Un prélevement sanguin de 5 ml a été effectué¢ sur chaque participant afin d’isoler le matériel

génetique (ADN) nécessaire aux tests génétiques. Les échantillons sanguins ont été collectés
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dans des tubes contenant de I’EDTA et conservés a -20°C au centre de recherche et formation
sur les pathologies moléculaires (CREFPAM) prévision des analyses ultérieures en biologie
moléculaire.

» CREFPAM
Affilié a la faculté de Pharmacie de ’'USTTB et situé dans I'enceinte du Centre Hospitalo-
Universitaire du Point-G, le CREFPAM, dirigé par un professeur d’ Anatomo-pathologiste, est
équipé de matériels de recherche biologique de derniere génération. Il dispose de différentes
salles et équipements, notamment des machines de RT-PCR, des automates d’amplifications
isothermiques (ScreenFire, d’ATILA BioSystems), des machines de GenXpert, des
thermocycleurs, des centrifugeuses, des incubateurs, une salle d’électrophorése, une chambre
PCR, une chambre UV, des congélateurs, des réfrigérateurs, des ordinateurs, etc.
Le centre est composé de plusieurs professeurs et spécialistes dans divers domaines
médicaux, couvrant la recherche, la formation, la prévention, et le diagnostic des pathologies
moléculaires, en particulier les cancers.
4.4 Analyse moléculaire
4.4.1 Extraction de ’ADN génomique
4.4.2 Principe
L’extraction d’ADN a été réalisée en utilisant le kit Genta Puregene sur le sang total, suivant
les étapes suivantes : la lyse des globules rouges, la lyse des globules blancs, I’élimination des
protéines, I’élimination d’autres acides nucléiques (ARN) et la précipitation avec
I'isopropanol.
4.4.3 Protocole
a. Lalyse des globules rouges
- Décongeler 3 ml de sang total.
- Compléter jusqu’a 12 ml avec la solution de lyse (RBC) préte a ’emploi, composée de 10 ml
de Tris HCI PH 8,6 (1 M), 5 ml de MgClI2 (1M), et 3 ml de NaCl (3M).
- Melanger par inversion (10 fois).
- Laisser agir la solution de lyse pendant 5 min a la température ambiante.
- Centrifuger pendant 2 min a 2000g.
b. Elimination des globules blancs et des protéines
- Eliminer le surnageant tout en conservant le culot déposé au fond du tube avec un volume de
200 pl ;
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- Ajouter 3 ml de la solution de lyse des globules blancs (CLS), une solution hypotonique
avec Tris 1 M, EDTA 0,5 M et NaCl 5 M), et mélanger vigoureusement avec le vortex
pendant 20 secondes ;

- Ajouter 1 ml de la solution de précipitation des protéines (PK) et mixer vigoureusement avec
le vortex pendant 20 secondes ;

- Centrifuger pendant 5 min & 2000g ;

- Transférer le surnageant dans un nouveau tube flacon de 15 ml contenant 3 ml d’isopropanol
préalablement refroidi.

- Mélanger en inversant le tube 50 fois. L’ADN apparait sous forme de méduse ;

- Centrifuger pendant 2 min a 2000g, I’ ADN se dépose au fond sous forme de culot blanc ;

- Eliminer le surnageant en faisant attention de ne pas drainer avec le culot d’ADN au fond.
Pour se faire utiliser un papier absorbant ;

- Ajouter 3 ml d’éthanol a 70% et inverser le tube plusieurs fois pour laver I’ADN ;

- Centrifuger pendant 1 min 2000g tour ;

- Eliminer le surnageant sur un papier absorbant sans entrainer le culot d’ADN et laisser les
tubes sécher a I’air libre pendant 5 a 10 min ;

- Ajouter 300 pul d’ADN de la solution d’hydratation, assurant que la méduse est bien au fond
- Incuber a 65°C au bain-marie pendant 1 heure pour dissoudre I’ADN ;

- Dissoudre I’ADN a la température ambiante toute la nuit en mixant gentiment.

- Les échantillons peuvent étre centrifugés brievement et transférés dans des cryotubes pour le
stockage a -20°C pour une conservation a long terme ou a +4°C pour une utilisation trés
prochaine.
4.5 Détermination de la qualité et de la concentration d’ADN
4.5.1 Criteres d'évaluation de la qualité de I'ADN

» Lataille des fragments d'acides nucléiques sur gel agarose

La taille des fragments a été vérifiée par electrophorese sur un gel d'agarose a 2%. Trois a
cing microlitres de la solution d’ADN ont été déposés dans chaque puits d'un gel soumis a une
migration sous un courant de 100 volts pendant 20 min. Cette analyse permet d'observer toute
dégradation éventuelle de I'ADN survenue au cours de l'extraction. Les grosses molécules
d’ADN (pures) sont restées dans les puits.

» Laquantité et la pureté de PADN

Le spectrophotometre a été utilisé pour déterminer la pureté (qualité). Le maximum

d’absorbance des acides nucléiques (I’ADN et I’ARN) se situe a 260 nm, en revanche celui
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des protéines se situe a 280 nm. Le rapport R = A260/A280 constitue un indicateur de la
qualité de I’ADN. Ce rapport doit étre compris entre 1.8 et 2. Une valeur inférieure a 1.6
témoigne d’une contamination protéinique. Cependant, une valeur supérieure a 2 indique une
contamination par I’ARN.

4.6 Génotypage du polymorphisme C677T du gene MTHFR

Le génotypage du polymorphisme C677T du géne MTHFR a été réalisé par la PCR-RLFP en
utilisant les séquences d’amorces sens et antisens (tableau 1) en suivant les étapes suivantes :

- La PCR et contréle du produit sur gel d'agarose

- La digestion du produit de PCR par I'enzyme de restriction Hinf |

- La séparation des produits de digestion par migration électrophorétique sur un gel d'agarose
a 2% et la détermination des différents génotypes par transillumination sous

UVv.

Tableau I : Amorces utilisées pour 1I’amplification du gene MTHFR

Amorces Séquences nucléotidiques Référence
Forward 5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-  Frosst et al.

3’ (1995)
Reverse 5'- GGACGGTGCGGTGAGAGTG- 3'

4.6.1 Principe de la PCR (Polymerase Chain Reaction)

La technique d’amplification de I’ADN par PCR permet d’obtenir, par réplication in vitro, de
multiples copies d’un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. Elle implique la
réalisation d’une succession de réactions de réplication d’une matrice brin d’ADN. L’ADN est
synthétisé via la polymérase de la bactérie thermophile Thermus aquaticus (Taq polymérase),
en utilisant deux amorces oligo-nucléotidiques, une sens et 1’autre antisens, complémentaires
aux extrémités de la séquence cible a amplifier. Chaque cycle de PCR comprend trois étapes :
dénaturation, hybridation et élongation.

4.6.2 Préparation du produit de PCR

L’analyse du gene MTHFR consiste a amplifier la région exonique 4 du géne MTHFR. Cette
région a été amplifiée dans un thermocycleur PTC200 dans un volume de 25 pl contenant :

e 10X Buffer : tampon de réaction

e 2,5mM Mg Cl; : cofacteur facilitant la réaction

e 5 mM de dNTPs : différentes bases azotées
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e 5 pM des amorces (Tableau I) : courtes séquences d’ADN spécifique de 20 a 30
nucléotides

e 5 U delaTaqg polymérase : enzyme thermorésistante isolée a partir de la bactérie «
Thermus aquaticus », polymérise la chaine d’ADN, recrute les bases azotées nécessaires en
tenant compte de leurs complémentariteés

e 100 ng d’ADN génomique

e Nuclease Free Water: eau pure sans nuclease.

4.6.3 Conditions d’amplification

Chaque cycle de la PCR comprend trois étapes indispensables : Dénaturation, hybridation et
¢longation. Les cycles d’amplification ont suivi ce protocole : 94 °C pendant 5 min, puis 35
cycles de 94 °C pendant 1 min, annelage a 55 °C pendant 1 min et 72 °C pendant 1 min, suivis
d’une extension de 7 min a 72 °C.

4.6.4 Analyse des produits d’amplification

Le contrdle des produits de PCR se repose sur la séparation et 1’identification des fragments
d’ADN amplifiés et d’éventuels fragments non spécifiques. Cette analyse a été réalisée sur un
gel d’agarose a 2% dans une solution tampon (TBE 1X) avec 1’agent intercalant BE (Bromure
d’éthidium) a 0.5 pg/ml. Aprés électrophorése, le gel a été exposé a la lumiére ultraviolette
(UV) d’un Transilluminateur pour visualiser les différents profils génotypiques.

4.6.5 Digestion des produits de PCR

Le milieu de digestion de I'enzyme Hinfl a été préparé selon (Tableau I1)

Tableau Il : Préparation de la solution de digestion enzymatique des produits PCR

Milieu de digestion Quantité en pl
Tampon de Hinf | 5ul

Hinf | 1pl

H20 4 ul

BSA (Bovine serum albumine) 0,2 ul

4.6.6 Digestion par I'enzyme de restriction Hinf I

L’enzyme Hinfl de la bactérie Haemophilus Influenzae, reconnait et clive la sequence
G/ANTC codant pour I'Alanine en position 222. Les produits de PCR sont soumis a une
digestion enzymatique par Hinfl, incubés toute la nuit dans un bain marie a 37 °C, puis

concentrés au speed-vac (agitateur) pendant quelques minutes.
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4.6.7 Electrophorese

Préparer le gel d'agarose (2g d'agarose dans 100 ml de TBE 1X) avec du bromure d’éthidium,
homogénéiser, couler immédiatement dans le support en plaques de verre évitant la formation
de bulles. Placer le peigne plat pour former les puits et laisser polymériser a température
ambiante pendant 15 minutes. Une fois polymérisé, plonger le systeme (gel + électrodes) dans
la cuve horizontale contenant du tampon Tris/Borate/EDTA (TBE 1X). Retirer le peigne et
déposer délicatement un échantillon au fond de chaque puits. La migration, a un voltage de
100 volts, s’effectue simultanément avec des fragments d'ADN, appelés marqueurs de taille,
dont les tailles sont connues.

Lorsqu'une séparation nette des différents fragments du marqueur est obtenue (aprées 1h 30
mn), photographier le gel apres transillumination aux UV.

4.6.8 Interprétation des profils RFLP obtenus

La digestion enzymatique de I'amplifiat de la MTHFR par la Hinfl permet d’obtenir des
fragments de 175 pb, correspondant au type homozygote muté (TT) sous forme d'une seule
bande, et 198 pb, apparaissant également sous forme d'une seule bande, représentant le type
homozygote sauvage (CC). La présence des deux bandes ensemble indique le type
hétérozygote (CT).

4.7 Gestion des données

Une saisie simple des textes a été réalisée avec le logiciel Word 2016, et les données
recueillies ont été consignées dans le logiciel Excel 2016. Pour établir les fréquences
génotypiques et alléliques du géne MTHFR, le logiciel SPSS 11.0 a été utilisé. Le test de y?a
été employé pour évaluer la différence dans la distribution des profils génétiques en fonction
des caractéristiques sociodémographiques. Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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RESULTATS

5. Résultats

5.1  Etudes des caractéristiques sociodémographiques
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m Féminin = Masculin

Figure 5 : Répartition de la population d’étude en fonction du sexe
La prépondeérance était féminine, avec une représentation de 59,2% comparativement a 40,8%

pour le sexe masculin.

Tableau I11 : La distribution des participants selon les intervalles d’age
Intervalle d'Age (Année) Nombre Fréquence (%)
<35 72 73,5
>35 26 26,5
Total 98 100

La majoritaire des participants se situait dans la tranche d’age inférieure ou égale a 35 ans,

représentant ainsi 73,5%, avec une moyenne d’age globale de 30,72 + 11,28.
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Figure 6 : Répartition des participants en fonction de I’ethnie
L’ethnie Bambara prédominait dans 1’échantillon étudié, représentant ainsi 34,6% de la

population.

Tableau IV : Répartition des participants selon le niveau d’instruction

Niveau d'instruction Nombre Fréquence
Non scolarisé 18 18,4
Primaire 26 26,5
Secondaire 41 41,8
Supérieur 13 13,3
Total 98 100,0

Les participants ayant un niveau d’instruction secondaire étaient les plus nombreux,
représentant 41,8% de 1’échantillon. Ils étaient suivis par ceux ayant un niveau d’instruction

primaire (26,5%), les non-scolarisés (18,4%) et d’autres catégories.
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Tableau V : Répartition des participants en fonction de leurs professions

Profession Nombre Frequence %
Ménagere 26 26,5
Eléve 23 23,5
Commercant 15 15,3
Etudiant 10 10,2
Autres 24 24,5
Total 98 100,0

La répartition des participants selon leur profession a révélé que les ménageres étaient plus
nombreuses, représentant 26,5%.

Tableau VI : Répartition de la population d’étude en fonction du statut matrimonial

Statut matrimonial Nombre Fréquence
Célibataire 44 44,9
Divorcé(e) 2 2,0
Marié(e) 52 53,1
Total 98 100,0

La répartition selon le statut matrimonial révele que 53,1% de nos participants étaient maries.
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5.2 Etudes de distribution génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T du
géne MTHFR

Tableau V11 : Distribution génotypique et allélique du géne MTHFR dans notre population

d’étude
Génotypes N (%) Alléles N (%)
cC CT 1T C T
88(89,8) 10(10,2) 0 (0,0) 186 (95) 10 (5)

Parmi les 98 sujets apparemment sains de cette étude, les porteurs du polymorphisme C677T
MTHFR étaient au nombre de 10 (10,2%), tandis que ceux portant le génotype CC étaient au
nombre de 88 (89,8%). Il est & noter que nous n’avons pas identifié d’homozygote muté TT

parmi nos participants.

La fréquence allélique dans cette population d’étude était de 95% (n = 186) pour I’alléle C et
de 5% (n=10) pour I’alléle T.

Tableau V111 : Répartition des genotypes du géene MTHFR en fonction des intervalles d’age

Génotypes N (%0)

Intervalle d’Age cC cT

<35 64 (65,3) 8(8,2)

>35 24 (24,5) 2(2,0)

Total 88 (89,8) 10 (10,2)
P=0,19

La distribution du polymorphisme C677T du géne MTHFR en fonction des intervalles d’age,
a réveélé une frequence plus élevée des hétérozygotes mutés chez les participants agés de 35

ans ou moins (8,2%) par rapport que ceux agé de plus 35 ans (2,0%).

Le tableau ne montre aucune différence statistiquement significative dans les tranches d’age

entre les différents génotypes CC et CT.
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Tableau IX : Distribution génotypique du polymorphisme C677T en fonction du sexe

Génotypes N (%)

Sexe CcC CT

Féminin 50 (51,0) 8 (8,2)

Masculin 38 (38,8) 2 (2,0)

Total 88 (89,3) 10 (10,2)
P=0,10

En fonction du sexe la fréquence du génotype CT chez les femmes était significativement plus

élevée que chez les hommes, bien que la différence ne soit pas statistiquement significative.

Tableau X : Distribution des génotypes en fonction de 1’ethnie

Génotype N (%)

Ethnie cC cT
Bambara 31 (31,6) 3(31)
Dogon 9(9,2) 1(1,0)
Malinké 8(8,2) 2 (2,0)
Bobo 7(7,1) 1(1,0)
Peulh 7(7,1) 1(1,0)
Autres 26 (26,5) 2(2,1)

P=0,12

Le génotype CT était plus fréquent parmi les Bambaras, avec une fréquence de 3,1%.
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Tableau XI: Distribution générale du gene MTHFR dans la population Africaine

Pays N CCN (%) CT N (%) TT N (%) Références
Afrique de I'Ouest

Mali 98 88 (89,8) 10 (10,2) 0 (0,0) Notre étude
Burkina 182 163 (89,5) 18 (10) 1(0,5) (62)
Gambie 24 21 (87,5) 3(12,5) 0 (0,0) (63)
Afrique de Nord

Maroc 102 54 (52,9) 45 (44,2) 3(2,9) (64)
Algérie 94 44 (46.8) 39 (41.5) 11 (11.7) (65)
Egypte 100 45 (45,0) 49 (49,0) 6 (6,0) (66)
Tunisie 113 58 (51,3) 42 (37,2) 13 (11,5) (67)
Afrique de I'Est

Kenya 61 55 (90,16) 6 (09,84) 0 (0,0) (63)
Afrigue centrale

Cameroun 50 45 (90,0) 5 (10,0) 0(0,0) (68)

Rep Centrafrique 52 43 (82,7) 9(17,3) 0 (0,0) (63)
Afrique du Sud

Madagascar 97 84 (86,6) 13 (13,4) 0 (0,0) (63)
Sud-Afrique 163 144 (89) 18 (11) 0 (0,0) (69)
Zambie 116 96 (82,8) 20 (17,2) 0 (0,0) (70)

La distribution du gene MTHFR dans la population africaine révéle une fréguence élevée de la
mutation dans la zone d’Afrique du Nord.
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6. Commentaires et discussion

6.1  Caractéristiques sociodémographiques

Les caractéristiques sociodémographiques de notre étude ont révélé une prédominance du
sexe féminin, représentant 59,2% de I'échantillon. Cependant, une prévalence similaire (51 %)
a été observée dans une étude Tunisienne en 2012 par Hadhri et al.(67).

En revanche, nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Mabhida et al. En Afrique du
Sud en 2022, avec une proportion de 77% (69). Ces variations peuvent étre attribuées aux
différences dans les méthodologies d’échantillonnage et aux caractéristiques démographiques
specifiques des populations étudiées.

Dans notre étude, la tranche d’age inférieure ou égale a 35 ans prédominait, représentant
73,5% de I’échantillon, avec une moyenne d’age globale de 30,72 = 11,28. Ces résultats
différent de ceux rapportés par Mabhida et al en Afique du sud en 2022, ou la moyenne d’age
était de 28,77 £ 04,51 (69). Comparativement, notre moyenne d’age était également inférieure
a celle de Nefic et al., en Bosnie en 2018 (34,85 * 14,58), Sayyadi et al., en Tunisie en 2018
(38,53 £ 13,22), Ghogomu et al., au Cameroun en 2016 (52,16 + 08,40), et Nasseredine et al.
au Maroc en 2015 (59,24+ 10,7)(64,68,71,72). Ces variations peuvent étre attribuées aux
différences dans les populations étudiées et les protocoles d'échantillonnage.

6.2  Distribution génotypique et allélique du polymorphisme C677T du géne MTHFR
Dans notre étude, nous avons exploré la distribution génotypique et allélique du
polymorphisme C677T du géne MTHFR, un domaine riche en polymorphismes fonctionnels
associés a la susceptibilité aux maladies. Le génotype CT était présent chez 10,2% de nos
participants, une fréquence similaire a celle observée au Cameroun (10%) en 2016, en Afrique
du Sud (11%) en 2022 (68,69), en Zambie (17,2%) en 2014 et en Inde (19%) en 2017 (70,73).
Cependant, ces résultats étaient inférieurs a ceux observés dans plusieurs pays maghrébins,
tels que I'Algérie, la Tunisie, le Maroc et I'Egypte (64—67,72,74), ainsi qu'a I'échelle mondiale,
incluant la Turquie, I'ltalie, la Bosnie-Herzégovine et la Colombie (71,75-77). La diversité de
ces résultats peut étre attribuée aux variations géographiques, ethniques et génétiques des
populations étudiées, ainsi qu'aux habitudes alimentaires spécifiques a chaque région.
Notamment, I'absence d'homozygotes mutés (TT) dans notre échantillon était cohérente avec
plusieurs pays africains (63,68-70), mais contrastait avec des frequences observées ailleurs
dans le monde (64,66,67,73,75,77).

L’analyse de l'allele T mutant a révélé une fréquence de 5,0 % chez nos participants,

comparable a celle rapportée dans d'autres pays africains, notamment le Cameroun (5,0%),
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I’ Afrique du Sud (5,0%), la Gambie (6,2%), les régions cotiéres et savanes du Togo (8,3%) et
(5,9%) respectivement, le Bénin (10,0%), et la Zambie (9,0%) (63,68-70,78).

En revanche, cette fréquence était inférieure a celles observées dans des pays comme 1’Inde
(11 %), le Maroc (25,0 %), I’Egypte (25,0%), I’ Algérie (34,3%), le Brésil (31,2 %), la France
(36,1 %), I’'ltalie (41,4 %) et le Mexique (58,0 %) (63,64,66,73,74,76,78,79). La large
distribution de I'allele T mutant semble dépendre de la population étudiée et des origines
ethniques.

En considérant le genre, la fréquence des génotypes CT et TT du gene MTHFR était
legérement plus élevée chez les femmes (8,2%) et (0,0%) respectivement, que chez les
hommes (2,0%) et (0,0%) respectivement. Ces résultats étaient cohérents avec certaines
études comme celle menée au Cameroun (68).Toutefois, des différences significatives ont été
observées dans d'autres populations, telles que I’Egypte, la Chine, I’Inde et la Jordanie
(66,73,80,81), soulignant l'influence potentielle des facteurs géographiques, ethniques et

biologiques sur la sur la distribution des génotypes en fonction du sexe.
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7. Conclusion et recommandations

Dans cette étude, la distribution du polymorphisme C677T du géne MTHFR au sein de la
population malienne n’a révélé aucune différence statistiquement significative. Nous avons
observé une fréquence de 10,2% pour I’hétérozygote muté CT et de 0,0% pour ’homozygote
muté TT. Nos résultats sont comparables a ceux de certaines populations africaines pour la
distribution individuelle du polymorphisme C677T.

Cependant, afin de mieux évaluer l'association entre le polymorphisme C677T du géne
MTHFR et certaines maladies, des études ultérieures de plus grande taille, incluant un dosage
de l'acide folique sont recommandées. Ces recherches permettront d'approfondir notre

compréhension des implications de ce polymorphisme dans les processus pathologiques.

A la lumiére de ces résultats, nous formulons les recommandons suivantes :

» Aux autorités politiques

e Allouer des ressources financieres conséquentes pour soutenir la recherche en génétique et
pathologie moléculaire, notamment sur le polymorphisme C677T du gene MTHFR ;

e Encourager la mise en place des programmes nationaux de sensibilisation sur les
implications des polymorphismes génétiques, visant a éduquer la population sur ces aspects
complexes ;

e Favoriser la création des centres spécialisés en génétique médicale pour assurer un suivi et
une prise en charge adéquate des individus identifiés avec des polymorphismes particuliers.

» Aux chercheurs

e Conduire des études approfondies a plus grande échelle, intégrant des échantillons
diversifiés, pour mieux comprendre I'association entre le polymorphisme C677T et certaines
maladies ;

e Investiguer davantage les implications cliniques et les mécanismes sous-jacents liés a ce
polymorphisme, en collaboration avec des experts multidisciplinaires ;

e Intégrer le dosage de I'acide folique dans les protocoles d'étude pour évaluer I'impact de ce
facteur sur les manifestations cliniques associées au polymorphisme.

> A la population

e Encourager la participation active dans les études génétiques en fournissant des

échantillons, des informations médicales et en collaborant avec les chercheurs ;
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e Sensibiliser la population sur I'importance de comprendre ses caractéristiques génétiques,
notamment en favorisant lI'acces a des informations éducatives et des programmes de conseil
génétique ;

e Participer aux programmes de dépistage génétique, surtout en cas de facteurs de risque ou
d'antécédents familiaux, pour permettre une meilleure prévention et une prise en charge des

maladies liées au polymorphisme C677T.
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Résumé
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dans la conversion du 5,10-méthylenetétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate, la
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10,2% et 0,0% pour les génotypes CC, CT et TT. L allele T représentait 5%.
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Par ailleurs les fréquences observées au Mali étaient comparables a celles des pays de
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in the Malian population, to provide essential data for future genetic association studies. We
assessed the genotypic and allelic frequencies of the C677T polymorphism of the MTHFR
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