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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) est un probleme majeur
de santé publique dans le monde. Le métabolisme
des folates est impliqué dans la synthése, la
réparation et la méthylation de de I'’ADN. La
meéthyléenetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est
une enzyme clé dans le métabolisme folique. Un
polymorphisme commun de la MTHFR, le C677T, a
été corrélé aux CCR. Cette étude cas témoins a été
menée pour analyser [‘association entre ce
polymorphisme et le risque de CCR sporadique dans
une population marocaine. Soixante-seize (76)
patients atteints de cancer colorectal sporadique
confirmé histologiquement et 182 témoins sans
antécédents de cancer ont été recrutés pour cette
étude. L'ADN a été isolé a partir de sang
périphériques et les génotypes ont été déterminés
par PCR-RFLP. Le risque d’association a été estimé
par le calcul de I'odds ratio (OR) avec un intervalle
de confiance a 95%. La fréquence des génotypes
MTHFR chez les patients et les témoins a été de
34.1%CC; 56.6%CT; 9.21%TT et 51,6%CC; 42,8% CT;
6% TT respectivement. Le génotype CT et sa
combinaison avec le génotype TT et I'alléle T sont
associés a un risque accru de CRC avec un OR de
2.02 (avec un intervalle de confiance (IC) de 95%:
1.14-3.58, p = 0,01), de 2.05 (IC 95%: 1.18-3.58,
p=0.01)etde1.61(IC95%:1,07-2.40, p =0,02). Les
homozygotes TT n’ont pas été un facteur de
protection dans notre étude avec un OR de 2,30 (IC
95%: 0.81-6.52, p = 0,11). Il existe une association
statistiqguement significative entre le variant
MTHFR C677T et le risque de survenue de cancer
colorectal sporadique dans la population étudiée.

English abstract

Colorectal cancer (CRC) is a major global public
health problem. Folate metabolism is involved in
DNA  synthesis, repair and  methylation.
Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is a
key enzyme in folate metabolism. Common MTHFR
C677T polymorphism was correlated to CRC. This
case-control study was conducted to analyze the

association between this polymorphism and the risk
of sporadic CRC in a Moroccan population. The
study involved 76 patients with sporadic colorectal
cancer confirmed histologically and 182 patients
(control group) without a history of cancer.
Deoxyribonucleic acid (DNA) was isolated from
peripheral blood and genotypes were determined
using PCR-RFLP. The risk of association was
estimated using odds ratio (OR) with 95%
confidence interval. Genotype frequency of MTHFR
in patients and in the control group was CC 34.1%,
CT 56.6%, TT 9.21%, CC 51.6%, CT 42.8% and TT 6%
respectively. CT genotype and its combination with
TT genotype and allele T were associated with an
increased risk of CRC and with an OR of 2.02 (with
95% confidence interval [Cl]: 1.14-3.58, p = 0.01),
2.05(95 % Cl: 1.18-3.58, p=0.01) and 1.61 (95% Cl:
1.07-2.40, p=0.02). Homozygous TT weren't a
protection factor in our study, with an OR of 2.30
(95% Cl: 0.81-6.52, p = 0.11). There was a
statistically significant association between the
MTHFR C677T variant and the risk of occurrence of
sporadic colorectal cancer in the studied
population.

Key words: MTHFR gene, C677T polymorphism,
colorectal cancer, sporadic, Morocco, population

Introduction

Le cancer colorectal (CCR) représente un enjeu
majeur de santé publique dans le monde. Il
représente le troisieme cancer le plus fréquent au
Maroc. Son taux d’incidence standardisée est
estimé a 11,9 pour 100000 habitants dans la
population marocaine contre 14,7 pour 100000
habitants dans la population mondiale avec une
légere prédominance masculine [1]. Le CCR est
sujet a de nombreuses études génétiques au cours
de ces derniéres années, le but étant de trouver des
tests génétiques assez puissant pour permettre un
diagnostic précoce voir un dépistage primaire de
cette maladie, ainsi gu’une meilleure
compréhension et utilisation des moyens
thérapeutiques. Les CCR sporadiques constituent
un groupe d’affection maligne hétérogene car ils
sont déterminés a la fois par des facteurs
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génétiques et environnementaux [2]. Plusieurs
études ont porté sur le réle des folates dans la
genese du CCR en raison de leur réle prédominant
dans la prolifération cellulaire, en effet ils
interviennent dans la synthese, la réparation de
I’ADN et la régulation de I'expression des genes
spécifiques en particulier par des phénomeénes
épigénétiques (méthylation de I’ADN) [3]. Une des
enzymes clé du métabolisme des folates dans
I'organisme est la méthylenetétrahydrofolate
réductase (MTHFR). Cette enzyme catalyse la
réduction irréversible du 5,10-
méthylenetétrahydrofolate (5,10-méthylene-THF)
en 5-méthyl-THF qui sert de substrat pour la
reméthylation de I'homocystéine en méthionine
source de radicaux méthyl chez I’étre humain [4].

La 5-méthyl-THF joue aussi un réle dans la synthése
des pyrimidines (ADN). En outre, le cycle des folates
contribue a la synthése de purine (ADN) et d'acide
ribonucléique (ARN) [5]. Le polymorphisme du géne
MTHEFR le plus souvent étudié est le C677T, il est
impliqué dans plusieurs troubles multifactoriels
incluant la pathologie néoplasique. Chez le sujet
homozygote, I'activité enzymatique de la MTHFR
est diminué de 70% et de 35% chez
I’hétérozygote CT, cette déficience entraine une
hyperhomocystéinémie responsable d’une
hypométhylation global de I’ADN ce qui pourrait
favoriser le développement du CCR [6]. Il a été
démontré qu’un apport alimentaire faible en folate
et en méthionine associé a un alcoolisme chronique
peut augmenter le risque de CCR [7,8]. Cerisque est
encore plus grand lorsque le sujet a un génotype TT
du gene MTHFR [9]. Cependant, plusieurs études
ont démontré que le génotype 677TT associé a un
apport suffisant en folates aurait un effet
protecteur et serait associé a un risque moindre de
CCR [10,11]. Alors que d'autres études n'ont
montré aucune association [12,13]. Par
conséquent, les résultats obtenues jusqu’'a
aujourd'hui sont variables d’une étude a l'autre, ils
n‘ont pas tranché clairement en faveur de I'effet
protecteur ou délétére du polymorphisme C677T
de la MTHFR sur la survenue du CCR. Il nous a paru
donc évident de mener une étude de type cas-
témoins dont |'objectif principal est d’étudier

I"association du polymorphisme C677T de la
MTHFR et le risque de CCR sporadique dans une
population marocaine.

Méthodes

C’est une étude cas-témoin colligée au service de
chirurgie viscérale Aile Ill du Centre hospitalier lbn
Rochd de Casablanca entre juin 2013 et novembre
2015. Il s’agissait de 76 patients atteints d'un
cancer colorectal sporadique a différents stades
d'évolution, le diagnostic était confirmé par un
examen anatomopathologique, un consentement
éclairé était signé par tous les patients et les
témoins. L'étude pratique a été effectuée au niveau
du service de génétique et pathologie moléculaire
de la faculté de médecine de Casablanca. Le groupe
de témoin était composé de 182 sujets issus de la
population générale ne présentant aucune
pathologie maligne. L‘extraction de [I’ADN
génomique par la technique aux sels standard était
réalisé a partir d’'un prélévement sanguin de 5 ml
recueilli dans un tube EDTA. La qualité et la
quantité de L'ADN extrait était controlé sur un gel
d'agarose a 1% en utilisant un spectrophotometre.
Les génotypes du polymorphisme du gene MTHFR
(C677T) était détectés par une réaction de
polymérase en chaine (PCR) suivi d’une digestion
enzymatique par une enzyme de restriction HINF1
(RFLP). L'analyse statistique a été effectuée a l'aide
du programme statistique SPSS 11.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) et le logiciel convivial Med-Calc
11.5.1.0. Le test de I'équilibre Hardy-Weinberg
pour le polymorphisme C677T MTHFR a été
effectué séparément dans les cas et les controles.
L'analyse de la relation entre les caractéristiques
cliniques et histologiques et les différents
génotypes a été réalisée par le test de chi-carré (x°).
Une valeur P inférieure a 0,05 était considéré
comme significative. Les associations entre les
génotypes et le risque de CRC ont été estimés en
calculant I’Odds ratio (OR) avec des intervalles de
confiance (IC) de 95%. Le risque de développer un
cancer a été calculé a partir du Risque Relatif (RR).
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Résultats

L'étude statistique a montré que les deux groupes
(cas et témoins) se trouve dans I’équilibre de Hardy
Weinberg pour la distribution du polymorphisme
MTHFR (X’= 0.80, P = 0,37; X’= 3.2, P = 0.10). La
corrélation entre le polymorphisme MTHFR et les
caractéristiques clinico-pathologiques, a montré
aucune différence significative entre les deux
groupes par rapport a l'age, au sexe, aux
antécédents familiaux, a la localisation et au type
histologique de la tumeur (Tableau 1). La fréquence
des génotypes trouvées chez les patients et les
témoins étaient de 34.1%CC; 56.6%CT; 9.21%TT et
51,6% CC, 42,8% CT, 6% TT, respectivement. Les
fréquences alléliques des alleles C et T étaient de
62.5% et 37.5% pour les patients et 72.8% et 28.2%
pour les témoins. Nos résultats montrent que
l'allele T et I'hétérozygote CT sont associé
significativement a un risque plus élevé de CCR avec
un OR de 1.61 (IC 95%: 1,07-2.40, p = 0,02) et 2.02
(ICde 95 %: 1.14-3.58, p=0,01), respectivement. La
combinaison des génotypes CT et TT était
statistiquement significatif avec un OR de de 2.05
(IC 95 %: 1.18-3.58, p= 0.01). Nos résultats ont
démontré que I'homozygote TT n'était pas un
facteur protecteur du CCR avec un OR de 2,30 (IC
95%: 0.81-6.52, p = 0,11) et que le polymorphisme
MTHFR C677T peut augmenter le risque de CCR
dans la population marocaine (Tableau 2). Le risque
Relatif d'avoir la maladie était significativement
plus élevé chez les individus porteurs d'au moins un
allele T (TT ou CT) que les porteurs CC avec un RR
de 1,38 (IC95% : 1.06-1.80, p =0,01) (Tableau 3).

Discussion

Le CCR est le premier cancer du tube digestif au
Maroc [1]. L"étiopathogénie du CCR sporadique est
toujours mal comprise. Cependant plusieurs études
ont démontré |'association de génes prédisposant
a un risque élevé ou diminué de survenue de CCR.
La premiere étude évaluant I’association du
polymorphisme C677T de la MTHFR et le risque de
CCR a été menée par Chen et al. [14]. En effet, elle
suggere que la mutation C677T est impliquée dans

la synthése, la réparation et la méthylation de
I’ADN induisant une tumorogénése colorectale.
Cependant, Les résultats obtenus par différentes
équipes restent contradictoires [15]. Nous avons
mené cette étude pour évaluer l'interaction entre
le gene MTHFR C677T et le CCR sporadique dans la
population marocaine. En comparant les
caractéristiques clinico-pathologiques entre les
patients de différents génotypes, aucune
différence significative n’a été observée par
rapport a I'age, le sexe, le délai de diagnostic, la
localisation tumorale, la différentiation et le stade
de la tumeur (Tableau 1). Nos résultats suggérent
que ce polymorphisme n’est pas un facteur
prédictif de ces paramétres. Nos résultats étaient
concordants avec ceux de la série de Carmen S.P.
Lima et al. [16] et Toffoli et al. [17]. Cependant Park
et al. [18] a mis en évidence une corrélation entre
I’homozygote TT et la présence de métastases
ganglionnaires avec une différence statistiquement
significative (P = 0,003). Dans notre série, les sujets
porteurs de lallele T (homozygote TT et
hétérozygote CT) semblent étre plus prédisposés a
développer un CCR sporadique que les
homozygotes CC (Tableau 2). Les résultats de notre
série se rapprochent de celle de guimaraes JL et al.
qui a montré un risque élevé de développer un CCR
sporadique dans la population brésilienne pour la
combinaison des génotypes CT et TT seule ou
associée a d’autre polymorphisme impliqué dans le
métabolisme des folates [19].

Le méme résultat a été trouvé par I'équipe Prasad
et al. ou le génotype CT est associé a un risque
accrue de développer un CRC (OR de 2.35, 95% ClI
1.02-5.415) [20], ainsi que par |'équipe de El Awady
et al. dans la population égyptienne avec un risque
accrue de CCR pour les génotype CT et TT [21].
L’étude du risque relatif (RR) chez nos patients a
trouvé un risque accru de CCR chez les sujets
porteurs de l'allele T ce qui suggere que les sujets
ayant au moins un alléle 677T sont plus susceptible
de développer un CCR sporadique dans notre
population (Tableau 3). Une méta-analyse réalisée
en 2013 sur 29783 cas et 41772 témoins par
Mengmeng Zhao et al. a montré que l'allele T peut
avoir un role de protection contre le CCR [22]. Cette
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discordance pourraient s'expliquer en partie par la
nécessité de prendre en compte les facteurs
environnementaux tels  que la région
géographique, I'apport alimentaire en folate et le
taux d'homocystéine. En effet, on sait que Le
métabolisme des folates dépend non seulement
des déterminants génétiques mais aussi de |'apport
alimentaire en folate. Il est maintenant admis que
I'insuffisance d'apport en folate augmente le risque
de développer des Iésions pré-néoplasique et donc
le risque de CCR [23]. La consommation de légumes
et de fibres alimentaire, et I'activité physique joue
un role protecteur dans la survenue du CCR, par
contre la prise d"alcool et le tabagisme ont un réle
délétere [8,24]. Enfin, I’étude du polymorphisme
MTHEFR est non seulement importante pour prédire
le risque de survenue de CCR sporadique mais elle
aurait un impact dans sa prise en charge
thérapeutique en permettant de mieux
comprendre la toxicité médicamenteuse liée a
certaines chimiothérapies utilisées dans le CCR et
d’expliquer une meilleure réponse de la tumeur au
5-fluorouracil [25].

Conclusion

Notre étude a confirmé que Le polymorphisme
C677T du gene MTHFR est un facteur de risque de
susceptibilité génétique au CCR sporadique dans la
population marocaine. il serait trés intéressant
d’étudier I'effet du polymorphisme de la MTHFR en
prenant en considération les différents parametres
environnementaux pour mieux comprendre les
mécanismes de la cancérogénése colorectale liés
aux folates et aux perturbations des enzymes qui
les métabolisent.

Etat des connaissances sur le sujet

e Lecancer colorectal représente un probléme
majeur de santé publique dans le monde;

e Roéle des folates dans la synthése et la
méthylation de I’ADN qui interféere avec les
phénomeénes de carcinogenese;

e La méthylene tétrahydrofolate réductase
est une enzyme clé dans le métabolisme des
folates.

Contribution de notre étude a la connaissance

e e polymorphisme MTHFR C677T est un
facteur de risque de cancer colorectal
sporadique dans la population étudiée;

e [‘homozygote TT n’est pas un facteur
protecteur de CCR dans notre étude;

e Le polymorphisme MTHFR C677T n’est pas
un facteur prédictif des caractéristiques
clinico-pathologiques du CCR.

Conflits d'intéréts

Les auteurs ne déclarent aucun conflit d’intéréts.

Contributions des auteurs

Tous les auteurs ont contribué a la réalisation de ce
travail. Tous les auteurs ont lu et approuvé la
version finale du manuscrit.

Tableaux

Tableau 1: fréquence  génotypique du
polymorphisme C677T MTHFR chez les patients
atteints de CCR sporadique selon les
caractéristiques clinico-pathologiques

Tableau 2: fréquences génotypiques et alléliques
du polymorphisme C677T du gene MTHFR chez les
patients atteints de cancer colorectale sporadique
Tableau 3: risque relatif des cas comparé aux
témoins
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Tableau 1: fréquence génotypique du polymorphisme C677T MTHFR chez les patients atteints de CCR

sporadique selon les caractéristiques clinico-pathologiques

N C677T MTHFR Chi-square Test
CC (%) CT (%) TT (%) P value
Age
<45 34 |12(35.3)  [17(50.0) 5(14.7)2(4.8) [0.28 2.51
>45 42 [14 (33.3) |26 (61.9)
Sexe
homme 40 |114(35.0) 24 (60.0) [2(5.0) 0.4 1.81
femme 36 [12(33.3) 19(52.8) 5(13.9)
Délai diagnostic
>6 Mois 42 [12 (28.6) [25(59.5) [5(11.9) 0.42 1.76
<6 mois 34 (14 (41.2) [18(52.9) [2(5.9)
Antécédent Familial
CCR 12 2(16.7)  [8(66.7 2 (16.7)
Autre cancer 5 [1(20.0) 3 (60.0) 1(20.0) 0.4 379
Pas ATCD 59 [23(39.0) [32(54.2) [7(9.2)
Localisation 0.38 8.57
Colon droit 14 |5 (35.7) 8 (57.1) 1(7.1)
Colon Transverse 2 [1(50.0) 1(50.0) 0 (0)
Colon gauche 16 9 (56.2) 7 (43.8) 0 (0.0)
Sigmoide 28 [7(25.0) 16 (57.1) [5(17.9)
Rectum 16 |4 (25.0) 11 (68.8) [1(6.2)
Composante histologique 0.73 0.62
ADK simple 59 [19 (32.2) [34(57.6) 5(10.2)
ADK mucineux 17 (7 (41.2) 9 (52.9) 7 (9.2)
Différenciation 0.22 5.71
Bien 27 |5 (18.5) 19 (70.4) B (11.1)
Modéré 36 |16 (44.4) (18 (50.0) [2(5.6)
Peu 13 |5 (38.5) 43 (56.6) [7(9.2)
Stade 0.28 7.42
Stade | 11 |2 (18.2) 9 (81.8) 0 (0)
Stade I 21 |6 (28.6) 12 (57.1) 3 (14.3)
Stade |l 28 19 (32.1) 16 (57.1) 3 (10.7)
Stade IV 16 9 (56.2) 6 (37.5) 1(6.2)

CCR: cancer colorectal, N: nombre; MTHFR génotype:

homozygote (TT)

homozygote (CC); hétérozygote (CC); mutant
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Tableau 2: fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T du géne MTHFR chez les patients
atteints de cancer colorectale sporadique

MTHFR (C677T) génotype Cas (%) N76 Témoin (%) N 182 OR (95% ClI) P
CcC 26(34.1%) 94(51.6%) Ré&f

cT 43 (56.6%) 77(42.8%) 2.02 (1.14-3.58)*  [0,01*
T 7 (9.21%) 11(6.0%) 2.30 (0.81-6.52) 0,11
CT+TT 50 (65.8%) 88(48.3%) 2.05(1.18-3.58)*  [0,01*
C 95 (62.5%) 265(72.8%) Réf

T 57 (37.5%) 99(27.2%) 1,61(1.07-2.40)*  |0,02*

CC: MTHFR C677T variant homozygote, CT: MTHFR C677T variant hétérozygote, TT: MTHFR C677T variant
homozygote, N: nombre total, OR: odd ratio, P: p value (*P<0.05), Ref: référence

Tableau 3: risque relatif des cas comparé aux témoins

IMTHFR (C677T) génotype|Cas (%) N 76/Contréles (%) N 182|RR (95% Cl) P

cC 26 (34.1 %) [94(51.6%) Ref

cT 43 (56.6%) [77(42.8%) 1.38 (1.08-1.77)* [0,01*
TT 7(9.21%) [11(6.0%) 2,02 (0.85-4.80) (0,10

CT+TT 50 (65.8%) [88(48.3%) 1.36 (1.09 -1.69)*0,006*
C 95 (62.5%) [265(72.8%) Ref

T 57 (37.5%) [99(27.2%) 1,38(1.06-1.80)* 0,01*

RR: risque relative * P<0.05
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