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Résumé. MTHFR est une enzyme clé du métabolisme
des folates. Peu d’études ont été rapportées a propos de sa
corrélation avec le risque de leucémie myéloide chronique
(LMCQ). Dans le but de rechercher I"association entre les poly-
morphismes C677T et A1298C du gene MTHFR et la LMC;
nous avons mené une étude cas-témoins dans un échantillon
de 90 cas et 100 témoins originaires d’Algérie. Le génoty-
page a été réalisé par discrimination allélique TagMan®, les
résultats obtenus sont analysées par le test x2. Les fréquences
de l'allele 677T et des génotypes 677TT et 677CT étaient
significativement plus élevées chez les cas par‘rapport aux
contréles (respectivement p=1E-6 ; OR=6,77 et p=1E-6 ;
OR=10,38). De méme, a été observé pour les fréquences
de l'allele 1298C et des génotypes 1298AC et 1298CC (res-
pectivement p=9 E-6 ; OR=2,65 et p=0,008 ; OR=2,22).
Nous avons également observé une association significative
des haplotypes 677T/1298A et 677T/1298C avec la LMC (res-
pectivement p=0,007 ; OR=2,57 et p=5 E-6, OR=6,91).
Nos résultats démontrent, que les alleles 677T et 1298C sont
associés a un risque accru de LMC en Algérie. A

Abstract. Methylene-tetrahydrofolate reductase
(MTHFR) is a key enzyme of folate metabolism. Few
studies were reported about its relationship with chronic
myeloid leukemia (CML). We conducted a case-control
study analyzing the prevalence of the polymorphisms
MTHEFR C677T and MTHFR A1298C in Algerians CML
patients. Using TagMan® allelic discrimination assay,
we investigate MTHFR C677T and A1298C polymor-
phism distribution in 90 cases of CML and 100 healthy
subjects. The frequencies of 677T alleles and genotypes
677TT and 677CT were significantly higher in cases
than in control (P=1E-6; OR=6.77 [4.22-10.86]) and
(P=1E-6; OR=10.38 [4.56-23.6]) respectively. Also, the
frequencies of 1298C alleles and genotypes 1298CC
and 1298AC were higher in cases (P=9 E-6; OR=2.65
[1.71-4.10]) and (P=0.008; OR=2.22 [1.21-4.06])
respectively. We report also the higher significance
of the haplotype 677T/1298A and 677T/1298C in
cases (P=0.007; OR=2.57 [1.26-5.24]) and (P=5 E-6,
OR=6.91 [2.7646-17.2899]) respectively. Our results
demonstrate that 677T and 1298C alleles are both
associated with an increased risk of CML in Algeria. A

Mots clés: MTHFR, LMC, Algérie
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Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome
myéloprolifératif ‘monoclonal, évoluant en trois phases :
chronique, accélérée, et blastique ; durant cette transfor-
mation, les cellules clonales deviennent moins différenciées
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et acquierent des aberrations chromosomiques [1]. La LMC
est associée a un marqueur chromosomique spécifique, le
chromosome philadelphia qui résulte de la translocation des
chromosomes 9 et 22 [t(9 ; 22) (g34 ; q11)], cette trans-
location induit la fusion du proto-oncogene c-abl sur le
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chromosome 9 et le géne bcr sur le chromosome 21, engen-
drant ainsi le gene hybride Bcr-Abl qui code une protéine a
activité tyrosine kinase constitutivement active [2].

Méme si l'aspect clinique et biologique de la LMC
est bien connu, peu de travaux ont exploré la suscep-
tibilité individuelle de cette maladie [3] ; des études
d’association ont été menées afin d’identifier les variants
génétiques associés au risque de la LMC, parmi lesquels,
le gene méthylene-tétrahydrofolate réductase (MTHFR) [4].
Enzyme clé du cycle des folates, MTHFR converti le
5,10-méthylene-tétrahydrofolate (5,10-méthylene THF) en 5-
méthyl-tétrahydrofolate (5-méthyl THF), élément principal
dans la conversion de I"homocystéine en méthionine dans
la voie de méthylation de '’ADN ; le 5-méthyl THF favorise
aussi la provision des nucléotides puriques et pyrimidiques
pour la synthese de I’ADN [5].

Deux polymorphismes génétiques connus sur le gene
MTHEFR, le C677T et le A1298C ont été rapportés comme
étant corrélés a une diminution de l'activité enzymatique
de I’enzyme. Le premier polymorphisme réside au niveau
de l'exon 4 (ALA 222 VAL), altérant ainsi la base du site
de fixation de la flavine adénine dinucléotide (FAD) cofac-
teur du MTHEFR. Le second polymorphisme siege au niveau
de I'exon 7 (GLU 429 ALA) ; il est situé dans le domaine
S-adénosyl-méthionine-régulateur de I'enzyme [6]. La baisse
de Iactivité de MTHFR engendre une disponibilité importante
du substrat 5,10-méthylene THF, permettant par conséquent
une synthése adéquate des pyrimidines et des purines.
Cependant, cette méme diminution pourrait engendrer des
altérations oncogéniques potentielles dans la méthylation de
I’ADN menant ainsi a un processus carcinogene [7].

Des études précédentes ont décrit les polymorphismes du
géne MTHFR comme étant associés a un risque élevé de déve-
loppement du cancer du sein [8], du cancer colorectal [9],
endométrial [10], cervical [11], et gastrique [12]. Des associa-
tions ont été rapportées entre les polymorphismes génétiques
de MTHER et le risque de développer une leucémie, mais la
plupart concernait la leucémie lymphoblastique aigué [13] ;
et celles qui été menées sur la LMC étaient contradictoires
[14-17]. Notre but était de rechercher par le biais d’une étude
cas-témoin une éventuelle association entre les variants du
géne MTHFR et le risque de survenue de la LMC dans la
population algérienne.

Patients et méthodes

Population d’étude

Cette présente étude a concerné 100 témoins sains
(homme/femme : 1,15 &ge moyen 47,3 ; S.D+£15,3), et
90 patients atteints de LMC (homme/femme : 1,23 age
moyen 45,9 ; S.D+14,7), tous d’origine algérienne. Les
patients suivis dans des services d’hématologie de différents
hopitaux algériens (Etablissement hospitalier d’Oran, Centre
hospitalo-universitaire d’Oran, Centre hospitalo-universitaire
de Constantine, Centre hospitalo-universitaire de Mascara,
Centre hospitalo-universitaire de Tlemcen), ont été diagnos-
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tiqués en phase chronique de la LMC selon les critéres
cytologiques et hématologiques de I'Organisation mondiale
de la santé (OMS 2008). Un consentement éclairé pour la
participation a cette étude a été recueilli au préalable aupres
de chacun des patients.

Extraction d'ADN et génotypage

L’ADN génomique a été extrait a partir des leucocytes du sang
périphérique par la technique Salting out{18]. Le génotypage
a été réalisé par discrimination allélique TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Analyse statistique

Dans cette étude, la signification de la distribution des géno-
types et des alleles, a été évaluée par Chi> en utilisant le
programme CONTING Version 2.80 ; I'analyse des distribu-
tions des fréquences des haplotypes chez les cas par rapport
aux témoins a été réalisée par le logiciel THESIAS [19] ; I'odd
ratio a été calculé avec un intervalle de confiance de 95 %.

Résultats

L’étude de distribution des fréquences alléliques des deux
polymorphismes C677T et A1298C a montré une forte
augmentation de la fréquence des alléles 677T et 1298C
chez les patients par rapport aux témoins (69,27 % versus
24,71 % ; p=1E-6 ; OR=6,77 [4,22-10,86]) et (49,40 %
versus 26,80 % ; p=9 E-6 ; OR=2,65 [1,71-4,10]) res-
pectivement. Cette méme augmentation chez les cas a été
retrouvée dans la distribution des fréquences des génotypes
comportant l'allele 677T (677TT et 677CT) (90,36 % versus
46,06 % ; p=1E-6; OR=10,38 [4,56-23,6]), et des génotypes
comportant 'allele 1298C (1298CC et 1298AC) (67,85 %
versus 48,45 % ; p=0,008 ; OR=2,22).

Cette étude a montré également une augmentation significa-
tive des fréquences des haplotypes 677T/1298A (p=0,007 ;
OR=2,57 [1,26-5,24]) et 677T/1298C (p=5 E-6, OR=6,91
[2,76-17,28]). Cependant, on remarque aussi une hausse
significative de la fréquence de I’haplotype portant les alléles
677C et 1298A chez les témoins par rapport au cas (p=T1E-6;
OR=0,14 [0,06-0,30]).

Les distributions des fréquences des alleles, génotypes et
haplotypes sont calculées et rapportées dans le tableau 1.

Il est a noter que nous n’avons pas obtenu de résultats pour
sept cas et 11 témoins dans le génotypage du polymorphisme
C677T, et six cas et trois témoins dans le génotypage du
polymorphisme A1298C.

Discussion

Selon nos résultats, la présence de I'allele 677T a 24,71 %
chez les témoins suggere que celui-ci représente I'allele
mineur dans la population algérienne, résultats similaires
a ceux caractérisant d’autres populations comme le Maroc
26,5 % [20] et la Turquie 25,37 % [21]. En revanche, la
fréquence de cet allele varie entre 26,5 % et 46 % en lta-
lie, 25,7 % au Moyen-Orient et 44,2 % en Chine [22].
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Tableau 1. Distribution des fréquences alléliques, génotypiques et haplotypiques des polymorphismes C677T et A1298C du géne MTHFR

chez les groupes de patients LMC et les témoins

Polymorphismes Alléles LMC n (%) Témoins n (%) p (Valeur) odd ratio (% CI)
Génotypes
Haplotypes
C 51 (30,72) 134 (75,25)
T 115 (69,27) 44 (24,71) 1E-6 6,77 [4,22-10,86]
C677T Total 166 178
cC 8 (9,63) 48 (53,93)
CT+TT 75 (90,36) 41 (46,06) 1E-6 10,38 [4,56-23,6]
Total 83 89
A 85 (50,59) 142 (73,19)
C 83 (49,40) 52 (26,80) 9 E-6 2,65 [1,71-4,10]
Total 168 194
A1298C
AA 27 (32,14) 50 (51,54)
AC+CC 57 (67,85) 47 (48,45) 0,008 2,22 [1,21-4,06]
Total 84 97
677C/1298A 12 (14,63) 48 (47,79) 1E-6 0,14 [0,06-0,30]
677C/1298C 12 (14,63) 18 (18,2) 0,3
Haplotypes
677T/1298A 29 (35,36) 15 (15,2) 0,007 2,57 [1,26-5,24]
677T/1298C 29 (35,36) 6 (5,79) 5 E-6 6,91 [2,76-28]

LMC : leucémie myéloide chronique ; n : nombre ; Cl : intervalle de confiance.

Concernant le polymorphisme A1298C, I'allele 1298C a été
retrouvé minoritaire (26,80 %) dans la population témoins
de notre étude. Ce pourcentage reste relativement proche
de celui caractérisant la population marocaine ou turque
24,42 % [23] et 24,26 % [21] respectivement. Pendantqu’elle
varie entre 28,1 % en ltalie, 35,7 % en France [24] et 55 % au
Pakistan [25]. Cela pourrait résulter de la différence ethnique
et de la localisation géographique de chaque population.

Nos résultats montrent une association claire entre les deux
polymorphismes du gene MTHFR et la survenue de la LMC
chez notre population d’étude. L’association s’est avérée
étre significative pour les alleles mineurs des deux polymor-
phismes C677T et A1298C, avec une plus forte association
de l'allele 677T par apport a I'allele 1298A. Cela a été
parallelement confirmé par I'analyse de distribution des
haplotypes ; nos résultats font également ressortir le fait
que pour les haplotypes portant l'allele 677T, le risque de
développer une LMC est plus élevé en comparaison aux
haplotypes ne portant pas cet allele. Cette étude est la pre-
miere étude d’association entre polymorphismes génétiques
et risque de/survenue de la LMC dans la population algé-
rienne ; elle est aussi une des rares études a rapporter une
association significative entre les polymorphismes explorés et
cette pathologie. La taille de notre cohorte est suffisamment
importante pour extrapoler nos résultats a toute la popula-
tion algérienne puisque notre recrutement a été entrepris
dans des Services d’hématologie de différents centre hos-
pitaliers algériens (Ftablissement hospitalier d’Oran, Centre
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hospitalo-universitaire d’Oran, Centre hospitalo-universitaire
de Constantine, Centre hospitalo-universitaire de Mascara,
Centre hospitalo-universitaire de Tlemcen). Ce large échan-
tillonnage a été ainsi envisagé afin de limiter le risque
éventuel de biais dans les résultats.

Dans les études précédentes, Smail et al. ont été les seuls
a retrouver cette méme association entre les deux polymor-
phismes C677T et A1298C et la LMC chez la population
jordanienne [26]. Par ailleurs, deux études menées en Corée
ont rapporté des résultats contradictoires concernant le poly-
morphisme A1298C ; En effet, Moon et al. ont démontré une
association entre le génotype homozygote de l'allele muté
1298CC et la LMC [15], alors que Hur et al. ont observé
un effet protecteur pour le génotype hétérozygote de Iallele
muté 1298AC [14]. Deux autres études venues du Brésil
se contredisent aussi sur I'implication du polymorphisme
A1298C ; une premiére étude confirme la non-association du
polymorphisme [16] alors qu’une étude plus récente rapporte
que le génotype 1298AA augmenterait le risque de survenue
de la LMC [17].

Paralleélement, Hussain et al. avaient établi une corrélation
entre le génotype homozygote de I'allele muté du polymor-
phisme C677T (677TT) et la LMC en Inde [27]. D’autres
études menées sur des populations serbe [28], iranienne [29],
etturque [30] confirment que le gene MTHFR n’exerce aucun
effet sur le risque de développer une LMC. De telles contra-
dictions dans les résultats pourraient étre dues a la taille
assez réduite de I’échantillon exploré dans certaines études

© John Libbey Eurotext, 2014

805



806

S. Dorgham, et al.

d’our I'absence de significativité statistique dans les résultats.
D’autres interprétations de ces conclusions contradictoires
seraient la variabilité ethnique et raciale des populations
d’études et les facteurs environnementaux tels que I"apport
de folate alimentaire.

Notre étude suggere que l'altération de la distribution intra-
cellulaire des métabolites du folate induit par les différentes
formes de MTHFR pourrait jouer un role dans le risque
de survenue de la LMC. Des études diverses ont associé
MTHEFR a différents type de cancer tel que ceux cités pré-
cédemment. Actuellement, il semblerait qu’un déséquilibre
au niveau du cycle du folate pourrait affecter la stabilité de
I’ADN par les deux voies dans lesquelles il intervient. Le
5,10-méthylene-tétrahydrofolate est un donneur de groupes
méthyle pour l'uracile afin que celui-ci soit converti en
thymine, utilisé alors pour la synthese et la réparation de
'ADN. Si le taux de folate est limité, un déséquilibre
dans le panel des précurseurs de '’ADN pourrait mener a
I'incorporation de |'uracile a la place du thymine au niveau
de I’ADN, ce qui pourrait par conséquent engendrer des
cassures dans les deux brins de I’ADN ; cela pourrait étre
a l'origine des dommages chromosomiques et du cancer.
D’un autre coté, le folate affecte I’expression des genes par
la régulation cellulaire de S-adénosyl-méthionine (SAM). Le
5-méthyl-tétrahydrofolate est un donneur de méthyle pour la
reméthylation de I’homocystéine en méthionine, qui a son
tour est converti en SAM. Le SAM méthyle des cytosines spéci-
fiques au niveau de I’ADN, régulant ainsi la transcription des
genes. Par conséquent, une diminution cellulaire de SAM,
suite a une défaillance au niveau du folate, induirait une
hypométhylation de I’ADN et potentiellement I’expression
de proto-oncogenes responsables de la survenue du cancer
[31]. Mais il semblerait que les polymorphismes C677T et
A1298C réduisent l'activité de MTHFR ; cela pourrait exer-
cer un rble protecteur contre |'incorporation de I'uracile mais
favoriserait |’hypométhylation de I’ADN. De ce fait, il semble-
rait que I'impact du métabolisme des folates dans le risque
de survenue de la LMC pourrait varier suite aux interactions
spécifiques géne-environnement, essentiellement due a cette
influence de I'apport en folates sur la régulation des genes
impliqués dans ce méme métabolisme. Cet impact pour-
rait également étre la conséquence de certaines interactions
gene-gene. En effet, des variations dans d’autres protéines
impliquées dans la médiation de la voie de métabolisation des
folates, comme la méthionine synthase, thymidylate synthase,
serine hydroxy-méthyltransférase et dihydrofolate réductase
pourraient elles aussi contribuer dans le risque de I'instabilité
de I’ADN et dans la survenue du cancer [6]. De plus, le role
des polymorphismes du gene MTHFR dans la carcinogenese
semble dépendre des types de cellules et d’organes impliqués
(leucémie. chronique versus leucémie aigué, hémopathies
malignes versus tumeurs solides) et de son interaction avec
d’autres genes intervenant dans la carcinogenese [28]. Ces
différentes interactions gene-environnement et gene-gene,
pourraient expliquer le cas des patients qui ne possedent pas
les alleles causaux des polymorphismes C677T et A1298C du
géne MTHFR et qui ont toutefois développé une LMC. Il serait

donc intéressant qu’une étude explorant cette influence des
interactions environnementales et génétiques sur la survenue
de la LMC dans notre contexte, soit entreprise pour confirmer
cette association retrouvée. De plus, des études plus appro-
fondies sur MTHFR et d’autres genes associés a la méme voie
métabolique seraient souhaitables pour mieux comprendre
le role exact des folates et de MTHFR dans I"hématopoiese et
les transformations malignes.

En conclusion, notre étude est la premiere a établir une asso-
ciation entre les polymorphismes C677T et A1298C et la
susceptibilité a la LMC dans la population algérienne. Cepen-
dant, il reste indispensable d’élargir les échantillons des cas et
des témoins pour confirmer ces résultats. Il est également inté-
ressant d’étudier des genes intervenant dans la méthylation de
I’ADN pour mettre en évidence la part de I'intervention du
géne MTHFR dans ce processus. ¥
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