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Introduction

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le plus fréquent des cancers primitifs du foie.
Au niveau mondial, c’est le cinquiéme cancer le plus répandu et la troisiéme cause de déces
li¢ au cancer (El-serag et Rudolph 2007). Son incidence annuelle continue d’augmenter
dans de nombreux pays dont 1’Algérie avec, une incidence de 0.62 /100000 habitants chez
I’homme et 0.37 /100000 habitants chez la femme (Hammouda et Maaraf 2012).

Il survient presque toujours dans le contexte d’une maladie hépatique sous-jacente,
généralement une cirrhose. Bien que son étiologie ne soit pas encore complétement ¢lucidé,
cette pathologie est le résultat d’interactions conjointes entre différents facteurs tels que le
facteur viral par Dinfection par le virus de I’hépatite C (VHC), des facteurs
environnementaux comme le tabac et 1’alcool et des facteurs génétique puisque de
nombreuses ¢tudes épidémiologiques indiquent que des polymorphismes génétiques jouent
un role dans le processus cancérigene du CHC (Li et al. 2012; Ladero et al. 2006)

En effet, a la suite d’une exposition a des carcinogénes et des xénobiotiques, des voies de
biotransformations en deux phases (phase I et phase II) vont étre activées dans le but de former
des métabolites faciles a éliminer.

Cependant une hétérogénéité interindividuelle dans le métabolisme de détoxication a été
observée. Celle-ci résulterait d’une variabilité dans I’activité des enzymes de biotransformations a
la suite de polymorphismes des genes codant pour ces enzymes de détoxication. Cette
variabilité génétique semble étre associée a des différences de susceptibilité a certains types
de cancers, dont le carcinome hépatocellulaire (CHC).

Les glutathion-S-transférases (GST) et la N-acétyltransférase (NAT) sont les
principales enzymes de la phase II de détoxication responsables de la biotransformation des
composés cancérigenes tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les amines
aromatiques, largement présents dans la fumée de cigarette et dont le polymorphisme est
impliqué dans la susceptibilité au cancer.

GSTM1 et GSTT1 sont des geénes de la superfamille des geénes des glutathion-S-
transférases (GST) caractérisés par un polymorphisme de délétion. Ce polymorphisme altére
leur expression et leur fonction pouvant entrainer une activation des composés cancérigenes.
La délétion homozygote de ces génes (GSTM1-nul et GSTT1-nul) entraine la perte totale de

’activité enzymatique correspondante, augmentant ainsi la susceptibilité au CHC.
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NAT2 intervient dans la détoxication ou I’activation de plusieurs composés
carcinogénes tels que les arylamines et les amines hétérocycliques N-hydroxylées du tabac en
catalysant la N- ou O-acétylation. NAT2 est trés polymorphe. Plusieurs formes alléliques
conduisent a des acétylations variables qui peuvent étre soit des acétylations lentes ou des
acétylations rapides des substances potentiellement toxiques.

Dans ce contexte, notre travail, par le biais d’une étude cas-témoin élargie, vise a

étudier le polymorphisme des enzymes de détoxication afin d’évaluer I’influence du facteur

étiologique environnementale sur la susceptibilité d’apparition de ce cancer.

Pour cela nous nous sommes assignés les objectifs suivants :

e cffectuer une ¢étude épidémiologique a partir d’'une enquéte réalisée sur notre échantillon
pour déterminer les principales caractéristiques et les facteurs de risque spécifiquesa notre
¢chantillon.

e FEtablir le profil des polymorphismes du GSTM1, GSTT1 et NAT2 dans une population de
patients et de témoins afin d’évaluer la susceptibilité de cette population au CHC.

® Chercher une association potentielle entre ces polymorphismes génomiques, le carcinome

hépatocellulaire et I’influence du tabac.
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1. Le foie
Le foie est I’organe le plus volumineux de 1’organisme. Il remplit une large gamme de
fonctions biochimiques et métaboliques essentielles et vitales, notamment la fonction de

régulation, synthese, stockage et d’épuration (Ganong et al. 2012).

1.1 L’anatomie du foie
Avec une masse qui représente 2% de la masse corporelle totale chez 1’adulte (1.5 kg
environ, auquel il faut ajouter 800 grammes de sang) le foie est la plus grande annexe du
tube digestif. Il se situe sous le diaphragme, dans la partie supérieure droite de la cavité
abdominale. De couleur rouge brun, ovoide et asymétrique, il mesure 28 cm de large sur 16
cm de hauteur et 8cm d’épaisseur (Figure 1).
Entierement recouvert d’une capsule fibreuse : la capsule de Glisson, il se divise en
deux lobes, gauche et droit. Le lobe hépatique droit est le plus volumineux. Ces lobes sont

divisés en huit segments composés de lobules fonctionnels (Zeitoun et al. 2017).
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Figure 1: Segmentation et vascularisation du foie (Couinand 1957).

La vascularisation du foie dépend de deux pédicules :
*Le pédicule sus-hépatique qui comprend trois veines courtes (gauche, moyenne et droite).
Elles se jettent dans la veine cave inferieure.
*Le pédicule hépatique qui contient la veine porte qui fournit 70-80% du débit sanguin total

du foie, I’artére hépatique propre apportant les 20-30% de I’apport vasculaire du foie
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et 50 % de son oxygene. Elle va se diviser comme la veine porte pour vascularisé les
différents segments du foie. Le conduit cholédoque fait aussi partie du pédicule hépatique, il

nait de la réunion des deux conduits biliaires droit et gauche (Zeitoun et al. 2017).

1.2 L’histologie du foie

Au plan microscopique, le foie est constitué d’une multitude d’unités structurelles et
fonctionnelles individuelles de forme hexagonale appelées «lobules». Ces lobules sont
organisés autour d’une veine centrale dite veine centro-lobulaire, et séparés entre eux par
des travées de tissu conjonctif, auxquelles on donne le nom d’espace porte ou espace de
Kierann, ou cheminent des vaisseaux et des canaux biliaires intra hépatiques (Heath et al.
2008).

Chaque lobule est constitué¢ de 20 a 25 hépatocytes, 80% des cellules du foie sont donc
des hépatocytes mais il existe d’autres types cellulaires tel que les cellules des canaux
biliaires, les cellules endothéliales, les cellules de Kuppfer, les cellules de Ito ou cellules
¢toilées stellaires pour le stockage de la vitamine A et des lipides, et la synthése de la
matrice extracellulaire autour des cellules endothéliales, des cellules ovales pluripotentes
pour la régénération des hépatocytes et des cellules endothéliales et les lymphocytes

hépatocytaires (Heath et al. 2008).
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Figure 2: Structure des lobules hépatiques et circulation lobulaire.Coupe d’un lobule

hépatique avec la circulation du sang de ’artere et de la veine portale hépatique vers la veine centrale. Les cellules
hépatiques produisent de la bile dirigée par I’intermédiaire des canalicules biliaires vers les conduits biliaires (Patton et

Thibodeau 2013).
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1.3 Physiologie du foie

Le foie est un organe complexe impliqué dans de nombreuses fonctions vitales. Il
assure la fonction métabolique glycogénique, régulant la glycémie (glycogénogénese,
glycogénolyse et la néoglucogenese a partir des lipides). Il synthétise la majeure partie des
protéines plasmatiques (albumine, protéines de I’inflammation, facteurs de la coagulation et
les protéines du métabolisme de fer (ferritine, transferrine) ou encore les lipoprotéines et les
lipides (2/3 du cholestérol de I’organisme est d’origine endogéne par néo synthese
hépatique).

D’autres propriétés impliquent le foie dans la production de la bile qui permet
I’¢limination des produits lipophiles ne pouvant pas étre éliminé par le rein.

Le foie est aussi en charge de la dégradation de substances toxiques pour 1’organisme
qui, rendues non-toxiques, seront ¢liminées via les selles ou les urines. Les cellules
hépatiques ¢éliminent 1’alcool et interviennent également dans la dégradation de
I’ammoniac.

De la méme maniére, le foie ¢limine une partie des substances actives des médicaments

pris par voie orale. C’est la fonction de détoxication (Baudin 2017).

1.4 Pathologie du foie
Les atteintes du foie sont multiples et perturbent parfois gravement la santé du corps
humain (Baudin 2017). Les pathologies les plus fréquentes sont :

Hémochromatose: maladie héréditaire assez fréquente se traduisant par une surcharge en fer
dans plusieurs tissus de 1I’organisme dont le foie, mais aussi le cceur ou le pancréas.
La maladie de Wilson: une pathologie génétique due a I’accumulation excessive du cuivre
dans le foie et dans le systeme nerveux central. Un dysfonctionnement de la protéine ATP7B,
qui permet 1’élimination du cuivre dans la bile, en est la cause.
La stéatose: maladie caractérisée par la présence excessive de graisses dans le foie. Elle est la
conséquence d’une consommation chronique et abusive d’alcool. Réversible mais favorise
I’apparition de cancers hépatiques. La taille du foie augmente et on parle d’hépatomégalie.
La cirrhose: maladie grave du foie résultant d’agressions biochimiques répétées par la
consommation chronique d’alcool ou par des virus hépatotropes ou par des maladies auto-
immunes. Elle est caractérisée par un remplacement progressif des tissus sains du foie par des

nodules structurellement anormaux et du tissu fibreux (fibrose) qui altérent peu a peu la
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fonction hépatique. Le carcinome hépatocellulaire (cancer primitif) se développe
habituellement suite a une cirrhose.

L’hépatite: C’est I'inflammation du foie, généralement causée par ’infection d’un virus.
D’autres facteurs (alcoolisme, intoxication médicamentaire, produit chimique) peuvent aussi
déclencher une hépatite.

Cancer du foie: Le cancer primitif ou hépatocarcinome prend naissance dans les hépatocytes.
Le cancer secondaire, ou métastasique, se propage dans le foie apres s’étre formé ailleurs dans

I’organisme. Cette pathologie va faire 1’objet de notre travail.



Le carcinome
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2. Le carcinome hépatocellulaire

2.1 Définition

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) ou hépatocarcinome est le cancer primitif le plus
fréquent du foie (Papoulas et Theocharis 2009). Il survient dans le cadre d'une
inflammation chronique du foie étroitement liée a une hépatite virale chronique (hépatite B
ou C) (Chayanupatkul et al. 2017), mais aussi a la suite d’une cirrhose et rarement sur un
foie sain (Bosch et al. 2004).

Le CHC est un cancer dont l'incidence ne cesse d’augmenter en raison donc de
l'augmentation des cas d'infection viral et de cirrhoses autres que virale notamment
d'origine métabolique (Bailly Matthieu 2014).

Malheureusement, Le pronostic de ce cancer reste sombre puisqu’il est responsable de
500 000 a 1 million de décés par an dans le monde (Borie et al. 2009). Ceci est
principalement di au fait qu’il est rarement découvert a temps pour entreprendre un
traitement curatif. Le taux de survie pourrait positivement évolué¢ avec I’amélioration de la
précocité du diagnostic et de 1’efficacité thérapeutique (Whittaker et al. 2010).

L’¢étiologie multifactorielle de ce cancer incrimine une combinaison de facteurs viraux
et d’altération génétiques associée a un profil épigénétique (Zucman-Rossi et al. 2015). Le
traitement varie donc en fonction des particularités de 1'histologie tumorale, de la taille, de

la propagation du cancer et de 1'état de santé général (Pons et al. 2005).

2.2 Epidémiologie

L’¢tude GLOBOCAN 2018 a estimé 1’incidence et la mortalité de 36 cancers dans 185
pays, et a montré que le carcinome hépatocellulaire est le cinquiéme cancer en termes
d’incidence chez I’homme et le neuviéme chez la femme, avec un nombre de nouveaux cas
annuels estimé¢ a 841 080 dans le monde (596 574 chez I’homme et 203 426 chez la femme)
(Bray et al. 2018). Ces chiffres sont en augmentation par rapport a 1’é¢tude GLOBOCAN
2008 qui avait estimé 1’incidence du CHC a 748 000 nouveaux cas annuels (Ferlay et al.
2010). 11 s’agit de la premiere cause de mortalité chez les patients cirrhotiques et le 4éme

cancer le plus meurtrier (Park et al. 2015), avec 782 000 déces en 2018 (Bray et al. 2018).
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La répartition en fonction du sexe montre que ce cancer affecte plus les hommes que
les femmes, avec un taux de 3.2% chez les hommes et de 2.0% chez les femmes (Canada
2013). Les raisons de cette dominance masculine ne sont pas clairement connues, mais elle
serait due a une différence d’exposition aux facteurs de risque ainsi que I’implication de
facteurs hormonaux.

En effet, tandis que les androgenes favorisent le développement du CHC et le cancer
de la prostate, les études montrent, que les cestrogenes joueraient un réle protecteur (Shi et
al. 2014). D’autre part, la production €levée de cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-6
favorise la carcinogenése chez ’homme (Naugler et al. 2007).

Concernant la répartition géographique, elle est trés hétérogéne avec trois zones
d’incidence. Une zone de haute incidence et des patients relativement jeunes en Asie du Sud-
Est et I’Afrique sub-saharienne (Zhu et al. 2016), une zone d’incidence intermédiaire qui
regroupe 1I’Europe du Sud et en Amérique du Nord, et une zone de faible incidence avec des
patients ayant une moyenne d’age de 55 ans en Europe du Nord, I’Amérique du sud et le

canada (Boyle et Ferlay 2005) (Figure 3).
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Cette hétérogénéité géographique est étroitement lice a la différence de répartition des
facteurs de risque. Ainsi, en zone de forte incidence, le CHC est associé¢ aux infections
virales principalement le virus de 1’hépatite B, ainsi que 1’exposition aux carcinogenes
chimiques tel que I’aflatoxine B1. Alors que dans les autres zones a incidence intermédiaire
ou faible, le cancer est associé aux maladies chroniques du foie généralement plus évoluées,
parvenues au stade de cirrhose, principalement dues au virus de ’hépatite C ou a 1’alcool
(Ganne-Carrié 2017).

En Algérie, il n’existe pas de chiffre précis sur le CHC. Son incidence est couplée a
celle des cancers des voies biliaires. Selon les données du registre des tumeurs d’Alger
(Hammouda et Maaraf 2012), I’incidence annuelle standardisée est en nette augmentation
avec une incidence pour les hommes de 1.19 et de la femme de 1.14/100.000 habitants
entre 1993 et 1995 et 2.4 pour les hommes et 1.3 pour 100 000 habitants pour les femmes
en 2007.

En 2012, le cancer du foie et des voies biliaires intra hépatiques est classé au 16eme
rang des cancers chez ’homme avec une incidence de 2.1 pour 100000 habitants et au
18eme rang avec une incidence de 1.3/100000 habitants pour la femme. L’incidence brut du
CHC seul a pu étre calculée durant I’année 2012, avec une incidence de 0.62 /100000
habitants chez I’homme et 0.37 /100000 habitants chez la femme.

Une étude rétrospective publiée en 2016 incluant 196 cas de CHC a également
rapporté une prédominance masculine avec un sexe ratio de 1.6 (Chikhi 2016). Parmi les
cancers digestifs, il a été classé¢ au 4eme rang chez ’homme aprés les cancers colorectaux,
gastriques et pancréatiques, alors que chez la femme, il est au Seme rang apres les cancers

colorectaux, gastriques, vésicules biliaires et pancréatiques (Chikhi 2016).

2.3 Facteurs de risque

Le CHC est un cancer multifactoriel, son étiologie implique essentiellement le facteur
viral mais aussi les diverses expositions. Cette hétéro-étiopathologie complique le
diagnostic, le pronostic et le traitement.

2.3.1 Virus de I’hépatite B

L’infection chronique au virus de 1’hépatite B (VHB) est de loin le plus important
facteur de risque de I’hépatocarcinome. Cette association a aussi €té suggérée par
I’augmentation de I’incidence de ce cancer dans les zones endémique de ce virus (Llovet et

al. 2008a). Les patients porteurs chroniques de I’antigene HBs ont environ 100 fois plus de
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risque de développer un CHC que les patients non porteurs chroniques de 1’Ag HBs (Bruix
et Sherman 2005).

Le VHB participe a la carcinogenése hépatique indirectement en provoquant une
cirrhose donnant un cancer ou de facon directe en amorcant des processus mutationnelles
(insertion, réarrangement chromosomique, transactivation) (Zucman-Rossi et al. 2015). Ces
mutations vont aboutir a ’apparition d’un CHC li¢ au VHB sur un foie non cirrhotique
(Chen et al. 2006).

Le risque de développement du CHC augmente avec 1’augmentation de la charge virale
B et la durée de I’infection (Forner et al. 2018).

Ainsi, le programme de vaccination des nouveau-nés contre le VHB a Taiwan a permis
de réduire spectaculairement 1’incidence du CHC chez les enfants taiwanais (Bruix et
Sherman 2005). La nécessité de vacciner systématiquement tous les nouveau-nés est
actuellement obligatoire en Algérie depuis 2001, il est intégré dans le programme national
vaccinal (Chikhi 2016).

2.3.2 Virus de I’hépatite C

Le VHC est maintenant clairement considéré comme un facteur étiologique majeur de
la carcinogenese hépatique. Cette infection est le principal facteur de risque de
développement d’'un CHC en Europe occidentale, en Amérique du Nord, et au Japon.

De nombreux arguments suggerent que le VHC pourrait favoriser I’émergence du CHC
par des mécanismes différents du VHB puisqu’il ne s’intégre pas dans le génome de 1’hote.
Les données expérimentales soulignent qu’en dehors du contexte d’inflammation li¢ a
I’hépatite chronique, il est probable que certaines protéines virales du VHC soient
directement incriminées dans 1’activation de voies de signalisation (Levrero 2006).

Le risque de développer un CHC chez des patients souffrant de cette infection virale
augmente en combinaison avec un abus d’alcool concomitant, une obésité, une résistance a
I’insuline et une infection VHB ancienne ou actuelle (Sakamuro et al. 1995).

2.3.3 Virus de I’hépatite D

L’implication du virus de I’hépatite D (VHD) comme facteur de risque du CHC est
controversée. Des études suggerent cependant qu’une co-infection VHB/VHD provoque
une évolution plus rapide vers la cirrhose et un risque accru au cancer en comparaison a la

mono infection par le virus de I’hépatite B (13% versus 2— 4 %) (Abbas et al. 2015).
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2.3.4 L’exposition a I’aflatoxine B1

Divers carcinogenes chimiques, dont l'aflatoxine, favorisent la survenue du CHC. Les
aflatoxines B1 sont des mycotoxines hépatocarcinogeénes puissantes d'origine naturelle
produites par certaines especes d'Aspergillus (Aspergillus parasiticus ou Aspergillus flavus)
qui contamine communément le mais, le soja et les arachides, particulicrement dans des
conditions de climat chaud et d'humidité élevée dans certaines régions d'Afrique
subsaharienne et d'Asie orientale. Dans ces régions ou la consommation d'aliments
contamingés par cette toxine est fréquente, les taux d'incidence du CHC ont tendance a étre
¢levés (El-serag et Rudolph 2007).

D’autre part, les zones géographiques de forte exposition de 1’aflatoxine B1 étant celles
d’une forte prévalence d’infection par le VHB, leur association majore tres significative
avec le risque de développement de ce cancer (Guerrero et Roberts 2005). En effet,
’aflatoxine B1 induirait des mutations du géne suppresseur de tumeur p53, ce qui rendrait
les hépatocytes hautement sensibles a I’intégration du VHB, activant ainsi de nombreuses
voies oncogéniques prédisposant au développement du CHC (Guerrero et Roberts 2005).

2.3.5 L’alcool

La consommation abusive d’alcool constitue aussi un facteur de risque bien établi du
CHC. En effet, L alcool pourrait étre impliqué dans le développement de ce cancer via des
mécanismes directs de toxicité sur le génome des hépatocytes par création d’instabilité
génétique et des mutations au niveau de certains génes cibles, mais surtout et bien plus
largement par la cirrhose hépatique éthylique (Emerit et al. 2001).

Il n'est pas clair si le risque du CHC est significativement modifié avec la quantité et la
durée de consommation d’alcool. Par ailleurs, il a ét¢é démontré que chez les patients
infectés par le VHC, la consommation d’alcool augmente le risque de développer ce cancer
(El-Serag 2012).

Le rdle des polymorphismes génétiques des enzymes impliquées dans la
métabolisation de I’éthanol a été avancé pour expliquer le mécanisme par lequel se
développe le CHC chez ces consommateurs (Covolo et al. 2005).

2.3.6 Stéatose hépatique dysmétabolique non alcoolique

La Stéatose hépatique dysmétabolique non alcoolique (NASH) est une pathologie dont
la définition est histologique associant une accumulation de graisse dans le foie provoquant
une inflammation et une dégénérescence des cellules hépatiques (Maeda et al. 2005). Elle

survient chez un patient qui n’a pas d’autre maladie hépatique d’origine virale ,

11
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auto-immune, génétique ou toxique et qui n’a pas une maladie alcoolique du foie (Maeda et
al. 2005).

La NASH est maintenant clairement associée a 1’obésité, a 1’insulinorésistance et a
I’hyperlipidémie, c’est a dire a un syndrome dysmétabolique. Cette pathologie a longtemps
¢té considérée comme bénigne. Pourtant, certains patients peuvent présenter une véritable
inflammation hépatique, exposant a un risque de cirrhose et de CHC (Maeda et al. 2005).

2.3.7 Diabéte de type 2

Des études épidémiologiques suggérent une forte association entre le diabéte de type 2
et le CHC. Toutefois, cette association doit étre interprété avec prudence, car le diabéte peut
étre le syndrome métabolique, facteur de risque du CHC, mais peut aussi étre un résultat de
ce dernier (El-Serag et al. 2004).Cette association augmente avec une durée plus longue de
diabete (Hassan et al. 2010). Le mécanisme incriminé est probablement li¢ a ’hyper
insulinémie présente chez les diabétiques de type 2 qui stimule la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires et favorise 1’inflammation chronique hépatique et la stéatose.
L’hyperglycémie en elle-méme, par relargage des acides gras, va engendrer un stress
oxydatif et ainsi une inflammation chronique, la prolifération cellulaire et 1’apparition de
certaines mutations comme celle du gene suppresseur de tumeur p53 (Blanc 2017).

2.3.8 L’obésité

L'effet de I'obésité sur le risque au cancer hépatocellulaire a ét¢ examiné dans plusieurs
¢tudes de cohorte. Ces études ont montrées un risque au CHC de 2 a 3 fois plus élevé chez
les malades obéses (IMC>30kg/m?) que chez les individus a indice de masse corporel
normale (Lauby-Secretan et al. 2016). L’obésité comme le diabéte induit une inflammation
des cellules du foie par la génération de la peroxydation des lipides (Caldwell et al. 2004).

2.3.9 Hémochromatose

L’hémochromatose héréditaire (HH) est une pathologie caractérisée par une
augmentation de I’absorption du fer suite a des mutations par substitution au niveau du
gene HFE (high Fe (fer)) (Elmberg et al. 2003), entrainant ainsi une surcharge hépatique en
fer par accumulation progressive. Cette accumulation devenant toxique est responsable de
la survenue de Iésions tissulaires hépatiques, irréversible pour le foie. L’HH non traitée
entrainera une fibrose qui évoluera vers la cirrhose pouvant évoluer en un cancer

hépatocellulaire (Kowdley 2004).

12



Etude bibliographique

Cependant ce lien n’est pas seulement di a ’apparition d’une cirrhose, certains cas de
CHC chez des patients souffrant d’HH en absence de cirrhose ont aussi €té recensés (Von
Delius et al. 2000).

2.3.10 Tabac

Le role du tabac n’est plus controversé. Dans des études de cohorte et des études cas-
témoins, une consommation tabagique active a été associée a un risque accru de CHC chez
les patients cirrhotiques et non cirrhotiques (Ha et al. 2012). La survenue d’un CHC lié¢ au
tabac serait associée a une signature moléculaire particuliére (Zucman-Rossi et al. 2015).

2.3.11 Pathologie auto-immune

Ces pathologies sont représentées essentiellement par la cirrhose biliaire primitive et
les hépatites auto-immunes, caractérisées par une atteinte inflammatoire chronique du foie
marquée par la présence d’autoanticorps (AAc) sériques, d’une hypergammaglobulinémie
polyclonale et d’une infiltration lymphocytaire périportale pour I’hépatite auto-immune et
d’une atteinte lente et progressive des canaux biliaires pour la cirrhose biliaire primitive.
Cependant, le risque de développer un carcinome hépatocellulaire existe mais tres faible
(Addou 2015).

2.3.12 Prise médicamenteuse et autres substances

Plusieurs traitements ont ét¢ impliqués dans 1’apparition de I’hépatocarcinome. La
prise d’oestroprogestatifs pourrait favoriser la survenue d’adénomes qui peuvent
secondairement se transformer en CHC. Les récepteurs a I’cestrogene existent dans les
cellules hépatiques, et leur expression augmente lors de la survenue de CHC, faisant
suggérer une sensibilit¢ hormonale accrue du tissu hépatique néoplasique. Mais les études
faites jusqu’a nos jours sont encore non concluantes pour établir une relation entre 1'usage
de la Contraception orale (CO) et le risque de survenue de CHC. En plus, il n’existe pas
d’informations nouvelles sur 1’utilisation de doses basses de CO (El-serag et Rudolph 2007;
Zhai et al. 20006).

Quelques ¢études ont incriminé certains médicaments comme 1’azathioprine, le
méthotrexate, le denazol et I’acétate de cyprotérone dans la carcinogénese hépatique

(Leong et Leong 2005).
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2.4 Mécanisme moléculaire de I’hépatocarcinogenese

La carcinogenése hépatique est un processus multi-étapes complexes prenant
naissance, généralement, a la suite d’une hépatopathie chronique. L hépatite chronique et la
cirrhose sont de véritables ¢étapes prénéoplasiques. Ces ¢états pathologiques sont
susceptibles d’induire des anomalies moléculaires. En effet, ces lésions traduisent un
mécanisme inflammatoire chronique associée a une régénération hépatocytaire excessive et
a un stress oxydatif, événements qui précipitent la sénescence réplicative et I’accumulation
d’altérations génétiques et épigénétiques dans les hépatocytes (Thorgeirsson et Grisham
2002) (Figure 4).

La caractérisation moléculaire associée a I’apparition du CHC permettrait d’envisager
des approches diagnostiques et thérapeutiques plus adaptés (Laurent-Puig et Zucman-Rossi
2006).

I1 existe donc des altérations génétiques spécifiques de certains facteurs de risque et

d’autres qui en sont indépendantes.

Facteur de Etapes
risque préneoplasiques

Virus (VHB,VHC)

fucon| hépatite :

Génotoxique ch e Cirrhose — i"
Maladie génétique ronique

Obésité
sénescence réeplicative
stress oxydatif Altérations genetiques

Monoclonalite
Mutations des génes

+/- Instabilité chromosomigue

Activation oncogéne
+/- Altération exprassion géne +
+ Activation de |a t8lomérase Inactivation géne suppresseur de la lumeur

Figure 4: Hépatocarcinogeneése: un processus multi-étapes (Nakagawa et Maeda 2012).

2.4.1 Altérations génétiques

Plusieurs altérations génétiques sont a la base du déclenchement du processus
tumorigene de I’hépatocarcinome. Ces altérations irréversibles peuvent étre soit des

instabilités chromosomiques ou alors des mutations géniques.
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2.4.1.1 Instabilité chromosomique

L'instabilité¢ chromosomique est le changement génétique le plus répondu dans le CHC.
Ces aberrations sont retrouvées dans les tissus hépatiques prénéoplasiques indiquant ainsi
que l'instabilité chromosomique se produit au stade précoce du CHC et s'accumule pendant
la progression tumorale. Elles se manifestent par le gain ou la perte d’un bras
chromosomiques en entiers, ou juste par I'amplification ou la délétion de petits fragments,
pouvant entrainer l'activation ou la perte de fonction de certains oncogeénes importants ou
de genes suppresseurs de tumeurs, qui régissent la croissance cellulaire, la prolifération et

I’apoptose (Balsara et al. 2001).

Les ¢études cytogénétique ont démontrés que les bras chromosomiques 17p, 8p, 16q,
16p, 4q, 9p, 13q, 1p, et 6q sont les plus fréquemment perdus tandis que les bras
chromosomiques 1q, 7q, 8q et 17q sont fréquemment amplifiés (Laurent—Puig et al. 2001).

2.4.1.2 Mutations génétiques

De nombreuses mutations touchant les génes des voies de signalisation impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire, I’apoptose ou de la sénescence sont perturbées dans le
CHC (Figure 5).
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Figure S: Principales voies de signalisation altérées par des mutations somatiques

ou des délétions de génes dans le CHC (Guichard et al. 2012).
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a. La voie de réactivation de la télomérase

Les téloméres sont des séquences répétées d’ADN situées aux extrémités
chromosomiques et essentiels pour protéger de la dégradation induite lors de la division
cellulaire. Aprés chaque division cellulaire, les télomeres des cellules somatiques humaines
normales se raccourcissent de 50 a 150 paires de base. Un raccourcissement trop important
des télomeres fait sortir de maniere permanente la cellule du cycle cellulaire par un
processus de sénescence réplicative, qui €vite la tumorigenése. Dans 85% des tumeurs
humaines, cette sénescence est rompue par 1’expression de la télomérase, qui est une
enzyme qui assure le remplacement des séquences perdues des téloméres au cours des
divisions cellulaires et peut provoquer une prolifération cellulaire et une cancérisation
(Nault et al. 2013). Cette réactivation de la télomérase observée dans plus de 90 % des
CHC chez I’homme peut étre secondaire a des mutations somatiques du promoteur de

TERT (Télomérase reverse-trancriptase) (Nault et al. 2013).

Par ailleurs, ces mutations peuvent coopérer avec les mutations activatrices du géne

CTNNBI de la B-caténine pour promouvoir la transformation maligne (Pinyol et al. 2014).
b. La voie WNT /B-caténine

Les ¢études ont confirmé que la dérégulation de la voie intracellulaire WNT/B-caténine
¢tait la principale voie oncogénique impliquée dans 1’hépatocarcinogenese. Cette voie joue
un role clé dans la physiologie hépatique, en termes de différenciation, de renouvellement
des cellules souches, de transition épithélio-mésenchymateuse, de prolifération, d'adhésion
cellulaire et de régénération du foie (Pez et al. 2013). Normalement, la B-caténine est
localisée majoritairement au niveau des jonctions cellulaires et 1’exces de [-caténine
produite est constamment dégradé. L’activation de la cascade de signalisation Wnt/fB-
caténine se produit lorsqu’un ligand de la famille Wnt, une glycoprotéine sécrétée, se lie a
son récepteur. L’association ligand récepteur stimule une cascade d’événements
moléculaires qui conduira a la stabilisation et I’accumulation de B-caténine, lui permettant
de se lier aux facteurs de transcription de la famille LEF/TCF et de stimuler la transcription

de leurs genes cibles. L’excés de B-caténine sera dégradé.

Des mutations somatiques activatrices du géne CTNNBI1 codant la f-caténine ont été
identifiées dans 10 a 32% des CHC (de La Coste et al. 1998). Ces mutations surviennent

majoritairement a I’extrémité 5' du géne (exon 3) et induisent I’accumulationde la -
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caténine dans le noyau des hépatocytes. Cette accumulation conduit & une transcription

excessive des genes cible d’ou cancérisation (Li et al. 2011).

Cette voie peut également étre altérée sans que la B-caténine soit directement mutée.
En effet, 10% environ des CHC présentent des mutations inactivatrices des genes cibles de
la B-caténine comme le geéne suppresseur de tumeur AXIN 1 et APC (Taniguchi et al.

2002).
c. La voie TP53

Le gene TP53 est le géne suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les
cancers humains (Olivier et al. 2010). C’est un facteur de transcription qui intervient a 1’état
normal dans le contréle négatif du cycle cellulaire, la réparation et la division cellulaire, le
controle de la stabilité génétique et 1I’apoptose. 1l s’agit d’un véritable gardien du génome
par bloquage du cycle cellulaire en cas de mutation, donnant ainsi le temps nécessaire a une

réparation; ou, lorsque celle-ci est impossible, initier 1’apoptose.

L’inactivation du géne p53 est majoritairement due a des mutations faux-sens, et sont

localisées dans le domaine de liaison a I’ADN.

Dans le cas du CHC, dans plus de 50% des cas, les mutations de p53 se développent
chez les sujets exposés a l'aflatoxine B1, alors que ce chiffre n’est que de 20% chez les
sujets non exposés. En effet, I'aflatoxine B1 induit une mutation ponctuelle G747T, qui a
pour conséquence 1’expression d’une protéine pS3 mutée R249S (Hussain et al. 2007). Par
ailleurs p53 peut étre inactivée par la surexpression de son inhibiteur MDM2 ou par

I’inactivation de p19**F, qui ’active (Jablkowski et al. 2005).
d. La voie PI3K/AKT/mTOR

La voie PI3K / AKT / mTOR est une voie de signalisation intracellulaire jouant un
role-clé dans 1’homéostasie cellulaire par sa fonction de régulation de I’apoptose, de la
croissance et du cycle cellulaire, ainsi que de 1’angiogenese. Elle est fréquemment
dérégulée dans les cellules cancéreuses. Dans les CHC cette voie est activée dans 30% a

50% des cas (Zhou et al. 2011).

Dans le tissu normal, cette voie est régulée négativement par le géne suppresseur de
tumeur Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) qui est déphosphorylé par les

intermédiaires lipidiques de PI3K. Une perte de fonction de PTEN ou des mutations
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activatrices de PIK3CA sont a I’origine d’une activation non contr6lée de la voie PI3K /

AKT /mTOR (Zucman-Rossi et al. 2015).
e. La voie Ras/ MAPK

La famille des proto-oncogeénes RAS comprend trois geénes bien caractérisés HRAS,
NRAS et KRAS. Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases, et jouent un role
important dans la transmission de signaux extracellulaires provenant des récepteurs
membranaires vers le noyau, aboutissant a la régulation de la prolifération, de la survie, de
la différenciation et de la migration cellulaire, ainsi que de 1’angiogenése (Astrid et laurent-

puig 2010).

Cette voie est activée dans la moitié des CHC précoces et dans presque tous les cas
avancés. Les mutations des 3 principaux génes Ras ont été observées dans moins de 10 %
des cas. Ces altérations ont été décrites comme des indicateurs de mauvais pronostic

(Villanueva et al. 2007; Qin et Tang 2002).
f. La voie du stress oxydatif

Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid derived-2-Like 2) est le principal facteur de transcription
intervenant dans la réponse antioxydante. Une activation de la voie NRF2/KEAPI est
observée dans 5 a 15 % des CHC (Schulze et al. 2015). Lorsqu'il est activé, NRF2 se
dissocie de KEAP1, migre vers le noyau et active la transcription de génes antioxydants ;

permettant aux cellules tumorales d’échapper a 1’apoptose (Schulze et al. 2015).
2.4.2 Altérations épigénétiques

L’épigénétique, par définition, représente tous les changements héréditaires de
I’expression des geénes indépendamment des changements dans la séquence primaire de
I'ADN. Ces mécanismes comprennent la méthylation de I'ADN, les modifications des
histones, le positionnement nucléosomique et les ARN non codants, surtout 1I’expression
des microARNS, essentiels pour le maintien d'expression des genes, le développement
normal et la survenue d'états pathologiques comme le cancer chez les mammiferes (Sharma

et al. 2010).
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2.5 Classification

2.5.1 Classification moléculaire des CHCs

Les CHCs constituent un groupe de tumeurs hétérogeénes, qui différent par les facteurs
de risque et les altérations génétiques. Le regroupement de parametres transcriptomiques,
cliniques et étiologiques a donné naissance a une classification moléculaire mettant en
corrélation génotype/phénotype, identifiant 6 sous-groupes (notés G1 a G6) de CHC
(Boyault et al. 2007). Les principaux déterminants de cette classification des CHC sont
l'instabilité chromosomique, 1'infection par le virus de I'hépatite B (VHB) et les altérations

génétiques (Figure 6).

Ainsi, Les CHCs du sous-groupe G1 présente une infection par le VHB avec un faible
nombre de copie d'ADN viral, une surexpression de génes de I’embryogenese et le gene

IGF2 et sont associés aux mutations AXIN]1.

Le sous-groupe G2 inclut des tumeurs infectées par le VHB avec un nombre de copie
¢levée d'ADN viral, TP53 et PIK3CA mutées, et sont associés aux mutations AXINI. Les

mutations AXIN1 sont commune aux deux sous-groupes G1 et G2.

Les tumeurs du sous-groupe G3 sont mutés pour TP53, non-infectées par le VHB et

surexpriment des geénes contrdlant le cycle cellulaire et ayant un mauvais pronostic.
Ces deux groupes G1-G3 présentent une instabilit¢ chromosomique.

Le sous-groupe G4 constitue un groupe de tumeurs hétérogénes avec les adénomes et

les carcinomes présentant des mutations du gene TCF1.

Les tumeurs des sous-groupes G5 et G6 sont fortement corrélées aux mutations
CTNNBI et une activation importante de la voie Wnt ainsi que la présence de nodules
satellites et une sous-expression de la E-cadhérine dans les tumeurs du sous-groupe G6

(Boyault et al. 2007).
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Figure 6: Classification transcriptomique des CHCs (Boyault et al. 2007).
2.5.2 Classifications pronostiques

Le pronostic du carcinome hépatocellulaire est trés variable, il dépend non seulement
du stade tumoral, mais aussi du degré d'insuffisance hépatique et de la maladie hépatique
sous-jacente. Il est donc nécessaire d’utiliser une classification qui combine des critéres

¢valuant la fonction hépatique, I'évolution de la tumeur et 1'état général (Dilou et al. 2004).

La classification Barcelona ClinicLiver Cancer (BCLC) (Llovet et al. 1999) est
actuellement la classification pronostique recommandée par ’EASL et ’AASLD. Cette
classification prend en compte les principaux facteurs pronostiques cliniques et biologiques
dans le CHC, que sont le statut tumoral (nombre et taille des nodules, présence d’une
invasion vasculaire et de 1ésions extra-hépatiques), la fonction hépatique évaluée par le
score de Child Pugh, et I’état général de I’individu défini selon I’échelle OMS. Elle est la
seule a relier le stade de la maladie a une indication thérapeutique optimale (Tableau 1 et

2).

Le score de Child adapté par Pugh en 1973 est considéré comme le score pronostique
de référence pour prédire la survie des patients cirrhotiques. Le calcul de ce score, est

présenté dans le tableau 1 (Pugh et al. 1973).
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Tableau 1 : Score de child pugh (Pugh et al. 1973).

Points par critére 1point 2points 3points Grade

Encéphalopathie absente confusion coma
Grade A : 5-6 points

Grade B : 7-9 points

. absente discrete abondante
Ascite
Grade C : 10-15 points
s, >35 28-35 <28
Albuminémie (g/L)
Bilirubinémie (mg/L) <20 20-30 >30
Taux de prothrombine (%) >50 40-50 <40

Tableau 2 : Classification Barcelona ClinicLiver Cancer BCLC (Llovet et al. 1999).

STADES OMS Morphologie tumorale Fonction hépatique

Stade tres précoce 0 0 Unique, <2 cm Pas d'HTP, bilirubinémie N
Al 0 Unique, <5 cm Pas d'HTP, bilirubinémie N
A2 0 Unique, <5 cm HTP, bilirubinémie N

Stades précoces

A3 0 Unique, <5 cm HTP, hyperbilirubinémie
A4 0 3 Iésions, <3 cm Child-Pugh A-B

Stade intermédiaire B 0 Multinodulaire Child-Pugh A-B

Stade évolué © 1-2 Invasion vasculaire, métastases Child-Pugh A-B

Stade terminal D 3-4 Indifférente Child-Pugh C

HTP = hypertension portale
Stades 0, A et B : tous les critéres peuvent étre remplis

Stades C et D : la présence d’un seul critére suffit
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La classification BCLC permet la distinction entre cinq stades différents, comme le

montre le tableau 2.

La classification TNM a ¢été révisée en 1997, elle ne tient compte que des
caractéristiques tumorales. L'évaluation de la taille tumorale (T1 a T4) est basée sur le
nombre et la localisation des nodules, la taille du plus grand nodule et la présence d'une
invasion soit vasculaire, soit d'un organe de voisinage. Les critéres pour le statut
ganglionnaire et métastatique (N et M) sont identiques a ceux des autres tumeurs solides
(annexel). Cette classification parait peu appropriée pour guider I’indication thérapeutique
dans les CHC avancés car elle ne tient pas compte de la fonction hépatique du malade

(Vauthey et al. 2002).

D’autres classifications pronostiques existent mais sont utilisées a moindre échelle. Par
exemple, le score de CLIP (Cancer of the Liver Italian Program) qui est un score qui prend
en compte le statut tumoral y compris I’invasion vasculaire, la fonction hépatique, mais
aussi le taux d’aFP. En revanche, I’état général de I’individu n’est pas pris en compte

(Cancer of the Liver Italian Program Investigators 1998).

2.6 Le diagnostic

Le CHC est généralement asymptomatique, de découverte fortuite ou diagnostiqué lors
d’un dépistage chez les patients cirrhotiques ou porteurs du VHB non cirrhotiques qui

subissent une surveillance régulicre.

Ce dépistage se fait principalement a la suite d’un bilan biologique par dosage sérique
de I’alpha-foeto-protéine (aFP) (Lok et al. 2010), mais aussi par imagerie qui est non

invasifs, bien toléré et suffisamment sensible (échographie, scanner et IRM).

Un diagnostic établi a un stade précoce permet de proposer un traitement a visée

curative et d’augmenter la survie (Costentin et al. 2018).
2.6.1 Bilans biologiques

Le signe biologique essentiel du CHC est I'¢lévation de I’aFP, méme si elle est souvent
normale en cas de CHC de petite taille. L’aFP est une glycoprotéine foetale codée par un
gene situé sur le chromosome 4. Chez les sujets sains, ’aFP est élevée chez les nouveau-

nés et se normalise a 1 an. Cependant 'augmentation de son taux peut ne pas étre
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spécifique du CHC, puisqu’elle ne s'¢leve que dans 60 a 80% des cas. Son élévation ne
devient significative (supérieure a 200 ng/ml) que dans les tumeurs volumineuses et
symptomatiques, et peut-étre non spécifique au CHC mais a d’autres tumeurs digestives

(Zhang et al. 2004).

Cet examen doit donc étre complété par un bilan hépatique complet avec dosage de la
bilirubine totale et conjuguée, phosphatases alcalines, GGT, transaminases, prothrombine
(TP) et le facteur V, dont I’élévation apparait comme témoin d’un processus néoplasique

(Audrey et al. 2015).
2.6.2 Les moyens d’imagerie

L’imagerie joue donc un rdle primordial dans la prise en charge des carcinomes
hépatocellulaires, elle permet de faire un dépistage de 1ésion hépatique, notamment de CHC

afin de poser un diagnostic et proposer un moyen thérapeutique.

L’échographie abdominale est la meilleure méthode d’imagerie pour le dépistage du
CHC ayant prouvé son efficacité. Elle est caractérisée par une trés grande acceptabilité,
absence d’effets secondaires, colit peu ¢élevé et une trés faible sensibilité et spécificité.
Cependant cette technique reste moyennement performante pour la détection de Iésion de
petite taille mais demeure toutefois utile lors de la surveillance de cirrthose pour différencier

un nodule de régénération d’un petit carcinome hépatocellulaire (Maaroufi 2015).

La TDM abdominale est a I’heure actuelle un examen courant d’évaluation en vue de
l'appréciation de la taille tumorale, la forme, le volume tumoral et la structure du foie.
L'examen doit toujours étre réalisé aprés une échographie abdominale, qui oriente la
technique tomodensitométrique. Elle permet de réaliser une bonne caractérisation tumorale

avec une meilleure précision diagnostique (Maaroufi 2015).

Une imagerie plus performante peut alors étre recommandée a partir d’un scanner ou
d’une IRM. Ce dernier permet de lever le doute dans de nombreuses situations non résolues

par I’échographie et le scanner (Maaroufi 2015).
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2.6.3 La ponction biopsie du foie

Le diagnostic de CHC ne peut étre réellement confirmé qu’a la suite d’une biopsie. En
pratique, une biopsie « négative » n’¢élimine pas le diagnostic de CHC, car il est parfois
difficile de différencier un nodule dysplasique d’un CHC, et cela peut nécessiter
’utilisation de marquages complémentaires immuno-histochimique spécifiques (Tremosini
et al. 2012). Cependant, la biopsie peut étre contre indiquée dans certains cas (ascite,
troubles de la coagulation, certaines localisations tumorales) ou le diagnostic radiologique

sera alors privilégié.

2.7 Stratégies thérapeutiques

La stratégie thérapeutique est guidée par la classification de BCLC (Barcelona
ClinicLiver Cancer) qui prend en compte les trois parametres décisionnels a savoir 1’état
général du patient, la fonction hépatique et le stade tumoral. Un traitement curatif ou alors

palliatif sera proposé (Figure 7).
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Figure 7: Classification Barcelona ClinicLiver Cancer: stades et traitements (Llovet et

al. 2008a).
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2.7.1 Traitement curatif
2.7.1.1 Transplantation hépatique

C’est le traitement de choix a visée curative du CHC sur foie cirrhotique qui a pour
avantage de traiter également la maladie hépatique chronique sous-jacente lorsqu’elle est
présente. Cependant, en raison de la disponibilité restreinte des organes, la sélection des
patients doit étre stricte pour obtenir la meilleure espérance de vie. Il convient d’utiliser au
mieux les greffons disponibles en proposant une transplantation chez les patients atteints de

carcinome hépatocellulaire a faible risque de récidive tumorale (Mazzaferro et al. 1996).
2.7.1.2 La résection chirurgicale

La résection chirurgicale ou hépatectomie partielle est un traitement de choix, surtout
pour les CHC qui se développent sur foie sain non cirrhotique car elle autorise un volume
de foie restant plus important que sur foie cirrhotique. Seuls les patients ayant un seul
nodule, une fonction hépatique «excellente» et pas d’hypertension portale semblent pouvoir
bénéficier de la résection. Chez les patients cirrhotiques, le risque de mortalité li¢ a
I’opération est plus élevé. C’est pourquoi la chirurgie ne peut étre proposée qu’a une

minorité de patients (Pache et al. 2010).
2.7.1.3 Radiofréquence percutanée

Elle fait partie des techniques d’ablation thermique percutanée du CHC consistant a
I’application, directement en intra-tumorale, d’un courant sinusoidal (420-500kHz). Cette

technique s’effectue sous anesthésie générale et échoguidé ou scannoguidé.

La radiofréquence est considérée aujourd’hui comme la technique de choix, car elle
permet d’obtenir dans presque 100% des cas une nécrose complete des Iésions de petites
tailles. Elle nécessite également une s¢lection des patients du fait de ses nombreuses contre-
indications : ascite, trouble de I’hémostase, proximité colique et risque de perforation et de

la convergence biliaire (risque d’abcés hépatique) (Peng et al. 2013).
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2.7.2 Traitement palliatif

Lorsqu’un traitement curatif n’est pas réalisable, du fait d’'un volume tumoral tres
important ou d’une diffusion métastatique du CHC, plusieurs thérapies visant au moins a la

stabilisation ou le ralentissement de la croissance tumorale peuvent étre réalisées.
Ces traitements s’adressent donc aux patients stade B et C de BCLC.
2.7.2.1 La chimio-embolisation

La chimio-embolisation intra-artérielle est le traitement recommandé chez les patients
atteints d’un CHC de stade intermédiaire de la classification BCLC, a savoir une tumeur de
grande taille ou multifocale avec une fonction hépatique correcte, sans thrombose portale,
ni métastase. Elle associe, I’injection dans 1’artére hépatique vascularisant la tumeur d’un
agent de chimiothérapie couplé a un vecteur, suivie d’une embolisation artérielle afin de
piéger le produit de chimiothérapie au sein de la tumeur. C’est le traitement palliatif le plus

utilisé (Bruix et al. 2004).
2.7.2.2 La radio-embolisation

La radio-embolisation a 1’Yttrium90 est une injection intra-artérielle hépatique de
microspheres chargées d’Yttrium 90 radioactif, permettant de réaliser une irradiation

interne sélective au CHC tout en préservant le parenchyme non tumoral (Salem et al. 2011).
Cette radio-embolisation s’adresse tout particuliérement a:

= des patients stade B de BCLC mauvais candidats pour une chimio- embolisation;

= des patients stade C de BCLC contre-indiqués a une chimio-embolisation en raison

d’une thrombose portale (Salem et al. 2010);

» des patients progressant apres chimio-embolisation ou Sorafénib.
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2.7.2.3 Le sorafénib

Le sorafénib est le traitement palliatif de premiere ligne du CHC avancé (BCLC stade
C). Cette thérapie ciblée a action anti-angiogénique (anti-VEGF et anti tyrosine kinase) est
administré par voie orale, chez des patients ayant une fonction hépatique préservée, et en
bon état général (European Association For The Study Of The Liver 2018; Llovet et al.
2008Db).

27



Les voies de

biotransformation et les
enzymes de détoxication




Etude bibliographique

3. Les voies de biotransformation des xénobiotiques et les enzymes de détoxication

3.1 Les voies de biotransformation des xénobiotiques

L’homme est de plus en plus agressé dans son environnement par des substances
exogenes de nature diverses tel que les additifs alimentaires, les herbicides, les pesticides,
dérivés des combustibles domestiques et industriels, solvant et colorant, les médicaments,

les diverses polluants, trés souvent rassemblé sous le terme de xénobiotiques.

La plupart de ces xénobiotiques sont hydrophobes et difficiles a éliminer par
I’organisme. Afin d’éviter leur accumulation pouvant étre toxique pour les cellules, et de
faciliter leur excrétion, les organismes vivants ont développé, au cours de I’évolution, des
systémes de biotransformations ou de détoxication (Beaune 1986). Cette biotransformation
se déroule dans plusieurs sites de I’organisme comme les poumons, les reins et les intestins,
mais le foie étant fonctionnellement le plus important, constitue le principal site de la
biotransformation des xénobiotiques et essentiellement au niveau des hépatocytes (Meeks

etal. 1991).

Le processus de détoxication est un ensemble de réactions biochimiques répartie en
deux phases principales, phase I et phase II, grace a I’intervention d’enzymes spécifiques
permettant d’éliminer les groupements hydrophobes et de neutraliser les groupements

réactifs des xénobiotiques (Figure 8).

XENOBIOTIQUES
PHASE 1
MONO-0XYgENAses inactivation o
i CYP P450 N— activation

o achivation "\ IETABOLITES _
mactvation FOMNCTIOMNNMNALISES )
Modification de
. macromolécules
PH,ﬂ:L-.E I cellulaires
a‘rm!sgf;’mst’s ‘ {ADN, protéines)
o I
Détoxication conjugaison /’ .r! \\
! (NAT, GST...) ’ 1
: \ r \
" METABOLITES R \
A J CONJUGUES 2 <4
Elimination Cancérisation Toxicité

(précancérogéne) (meédicament)

Figure 8: Biotransformation des xénobiotiques.

CYP : mono-oxygénase a cytochrome P450 ; NAT : N-acétyltransférase ; GST : glutathion-S-transférase.
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Les réactions de la phase I sont des réactions de dégradation et de fonctionnalisation

représentées essentiellement, par des oxydations microsomales hépatiques (Tableau 3).

Cette phase permet I’introduction de groupement fonctionnel qui a pour réle de rendre la

molécule plus polaire et plus hydrophile qu’au départ.

Tableau 3: Réactions de biotransformation de phase I.

TYPE DE REACTION ENZYMES SUBSTRATS
Oxydation Cytochrome P450 Xénobiotiques
Composés endogenes
Alcool déshydrogénases Alcools
Aldéhyde déshydrogénases Aldéhydes
Flavine Monooxygénases Amines tertiaires
Monoamine oxydase Amines
Réduction Cytochrome P450 Xénobiotiques
Composés endogenes
Alcool déshydrogénases Aldéhydes, cétones
Carbonyl réductases Aldéhydes, cétones
Hydrolyse Estérases Esters
Peptidases Peptides
Epoxyde hydrolases Hydrocarbure aliphatiques

polycycliques (HAP)

Il s'agit donc de mono-oxygénation essentiellement catalysée pour plus de 95% des

oxydations par les enzymes de la superfamille des cytochromes P450 et aboutissant & un

substrat plus hydrophile en induisant un groupement polaire grace a l'oxygene

atmosphérique (Destreicher et al. 1999) (Figure 9).
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Figure 9: La réaction de monoxygénation de la phase I.

Les enzymes de phase II, catalysent la conjugaison du xénobiotique ou de son
métabolite préalablement produit par le processus de la phase I, a une molécule endogene.
Cette phase succéde donc aux premicres oxydations insuffisantes a éliminer le
xénobiotique. La phase II nécessite ’intervention de transférases microsomales ou
cytosoliques qui augmentent le plus souvent 1’hydro solubilité¢ du substrat et aboutissent en

général a des composés biologiquement inactifs selon la réaction suivante :

SEFE - LR e IR 4+ FE

INAT, @8I,

Il existe différents types de transférases classées selon le type de composé endogene
utilisé, et le type de substrat conjugué. Par exemple, la glutathion-S-transférase utilise le
glutathion comme composé endogeéne pour conjuguer principalement les époxydes et les
dérivés nitrés. Alors que la N-acétyltransférase utilise I'Acétyle CoA pour conjuguer des

arylamines.

Les produits issus du métabolisme de la phase II sont généralement moins toxiques
que le produit initial, mais dans certains cas peu courants, ces réactions n’aboutissent pas a
la détoxication du composé qui devient toxique. Ce sont les bavures d’un systéme tres
efficace pour transformer les xénobiotiques en métabolites non réactifs faciles a éliminer

(Beaune 2001).

30



Etude bibliographique

Ainsi un xénobiotique peut étre transformé en métabolites non toxiques ou en
métabolites toxiques, fortement réactifs pouvant former des adduits sur I’ADN ayant pour
conséquences 1’apparition de mutation cancérigénes. L’équilibre entre ces voies dépend de
la nature et de I’expression de ces enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX)

(Beaune 2001).

3.2 Les enzymes de détoxication
3.2.1 Le cytochrome P450
3.2.1.1 Historique

Il y a quelques milliards d’années les enzymes P450 ont vraisemblablement eu une
origine génétique commune chez la plante et I’animal. Initialement les systémes P450
devaient aider au maintien de D’intégrit¢ de la membrane cellulaire, ceci par leurs
contributions au métabolisme des stéroides. Lors de 1’apparition des premiers herbivores,
les plantes produisirent des toxines pour survivre. Les animaux, pour éliminer ces
substances chimiques €élaborérent un systéme de détoxification : ainsi le systeme P450 se

développa (Jefferson et Greist 1996).

La présence d'un pigment capable de lier le monoxyde de carbone a été observée pour
la premicre fois dans les années 1960. Les études du métabolisme ont permis de caractériser
leur réle principale dans la métabolisation des composés endogenes tels que les stéroides,
les acides gras et les vitamines, ainsi que leur fonction dans la détoxication des substances
exogenes ou des xénobiotiques dans le foie tels que les médicaments (Omura et Sato 1962;

Klingenberg1958).

L'abréviation P450 provient de la spectrophotométrie. Ces enzymes sous forme de
pigments dans des fractions microsomales hépatiques et a 1'état réduit et complexées avec le
monoxyde de carbone, ont un maximum d'absorbance a une longueur d'onde de 450 nm.

Cette découverte a été faite par deux japonais en 1963, SATO et OMURA (Lamotte 2002).

Au milieu des années 70, les premiéres formes protéiques furent isolées, puis au début
des années 80, les premicres séquences primaires furent établies, ainsi que la séquence en
acides nucléiques correspondant, ce qui permit de démontrer clairement que ces différentes
formes de cytochrome P450 étaient d’'un méme géne ancestral s’étant différencié¢ au cours

de I’évolution phylogénétique en de trés nombreux isoenzymes. Cependant, seule une
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dizaine d’entre elles sont majoritairement impliquées dans le métabolisme des

xénobiotiques (Gueguen et al. 2006).

3.2.1.2 Définition, dénomination et classification

Les cytochromes P450 (CYP450) sont localisés principalement dans le réticulum
endoplasmique lisse des hépatocytes et dans les entérocytes de I’intestin gréle, et en plus

faible quantité¢ dans d’autres tissus comme le rein, le poumon, le cerveau et la peau.

Plus de 200 enzymes CYP450 existent dans la nature dont au moins 40 ont été
répertoriées chez ’homme et exprimés de fagon largement prédominante dans le foie

(Pessayre 1993; Meeks et al. 1991) (figure 10).

LAZ 1B%

ZEl %

2C 25%
: 248 6%

206 2%
2Bb 1%

244 35%

Figure 10: Répartition des CYP dans le foie humain (Guengerich F.Peter 2005).

Cette enzyme est constituée d’une chaine polypeptidique simple ou apoprotéine et
d’un groupement prosthétique, associ¢ a un atome de fer. C’est donc une hémoprotéine
contenant une molécule d’héme par molécule d’apoprotéine. La molécule d'héme se trouve
attachée a l'apoprotéine par une liaison de coordination établie entre le fer de 'héme et un

résidu cystéine de 1'apoprotéine.

La nomenclature actuelle des cytochromes P450 tient compte de leur appartenance a

des familles et des sous familles grace au pourcentage d’analogie dans la séquence d’acides
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aminés, les similitudes en termes d'activité enzymatique et de régulation ne sont pas prises

en compte :

-S’il y a moins de 40% d’analogie dans la séquence d’acides aminés de deux cytochromes

P450, ils seront classés dans des familles différentes.

-Si le pourcentage d’analogie dépasse 55% alors les deux cytochromes appartiendront a la

méme famille.

On dénombre actuellement chez I'homme, aux moins 17 familles différentes de
cytochromes P450s incluant 42 sous familles organisées en 49 génes hautement similaires

et a localisation chromosomique différentes, et 15 pseudogenes (Lamotte 2002).

Pour désigner un gene chez I'homme on utilisera la forme italique CYP pour
cytochrome P450, suivi du nombre arabe désignant la famille, puis une lettre désignant la
sous famille et enfin un chiffre arabe désignant le géne. La lettre P aprés un géne désigne
un pseudogeéne. Par exemple pour le CYP3A4 : CYP désigne le cytochrome P450, 3 la

famille, A correspond a la sous famille, 4 précise I’isoforme (Mathis 2012).
3.2.1.3 Cycle réactionnel du cytochrome P450

Le cytochrome P450 est un systéeme multi enzymatique a fer qui est capable d’oxyder
une substance en lui transférant directement un atome d’oxygene a partir de 1’oxygene
moléculaire. Le fonctionnement du cytochrome P450 nécessite la présence d'enzymes
associées, tel que la réductase, qui préléve deux électrons a une flavoprotéine réduite pour
les transférer au substrat qui sera oxydé. La flavoprotéine elle-méme recoit ses €lectrons du

NADPH, H+.

Les changements du degré d'oxydoréduction du fer sont a l'origine des
biotransformations catalysées par l'enzyme. Le fer se présente sous forme d'ion ferreux
(Fe2+) a I’état réduit, et d'ion ferrique (Fe3+) a I’état oxydé (Meeks et al. 1991). La liaison
du substrat a la forme ferrique de I'enzyme dans la poche hydrophobe de I'apoprotéine mene
a la réduction a 1'état ferreux suite au transfert d'un électron via la réductase; le Fe2+ servira

a la fixation de l'oxygeéne (O2) (Beaune 1993) selon le schéma de la figure 11.
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Figure 11: Représentation simplifié de ’oxydation d’un substrat par le CYP450.

L'insertion de 1’atome d'oxygeéne dans le substrat est donc l'aboutissement de la
réaction d'hydroxylation catalysée par le cytochrome P450 comme le résume la réaction

suivante:
RH+X¥ADFH +H' +02 —* ROH+ NADP'+H2O

Le cycle d’oxydation du cytochrome P450 comprend plusieurs événements en cascade
conduisant simultanément a la libération du produit et a la régénération complete de

I'enzyme comme le montre la figure 11 :

- Tout d’abord, il se forme un complexe entre une molécule (substrat endogéne ou

exogene) et le fer a I’état ferrique de 1’hémoprotéine.

- Ce complexe est ensuite réduit par un électron fourni par le NADPH grace a
I’intervention d’un coenzyme NADPH-P450 réductase. Le fer passe donc a 1’état ferreux.

- L’oxygéne moléculaire se fixe sur le fer ferreux sur la sixiéme liaison du fer hémique.

- Incorporation d’un deuxieéme électron apporté par le NADPH par I’intervention soit du
coenzyme NADPH CYP réductase, soit par NADPH-cytochrome b5 et réduction de ce
nouveau complexe. Il y a alors formation d’un hydroperoxyde.

- La molécule d’oxygene est ensuite transférée sur la molécule a métaboliser (Lin et Lu

1998).
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Figure 12: Cycle catalytique du cytochrome P450 (Fleming 2001).
3.2.1.4 Role des cytochromes P450

Les cytochromes P450 ont deux domaines d’action essentiels dans les
biotransformations de substances endogeénes et exogeénes. D’une part, ils détoxifient
I’organisme des molécules étrangeres (xénobiotiques) a celui-ci en les oxydant. Et d’autre
part, Ils interviennent dans la conversion de molécules endogénes. La variété des propriétés
catalytiques provient de la variété de la partie protéique du cytochrome P450 (Lamotte

2002).
3.2.1.4.1 Role des cytochromes P450 dans le métabolisme des xénobiotiques

Les cytochromes les plus souvent impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques
sont les CYP1A2, CYP2A6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 (Gueguen et
al. 2006). Ces enzymes représentent plus de 90% de toutes les enzymes P450. Les deux
cytochromes les plus abondants sont le CYP2C et le CYP3A. Les cytochromes impliqués
dans le métabolisme des xénobiotiques montrent des spécificités larges et croisées pour de
nombreux substrats. En effet, un CYP peut métaboliser plusieurs substrats et un substrat
peut étre métabolisé par plusieurs CYP. Le tableau 4 (Gueguen et al. 2006) présente

quelques substrats des P 450 chez I'homme.
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Tableau 4: Exemples de substrats des principales sous-familles des CYPs chez

I’homme.
CYPS SUBSTRATS

CYPIA1 Benzo(a)pyrene, autres hydrocarbures polycycliques aromatiques

CYP1A2 Phénacétine, aflatoxine B1, caféine, arylamines hétérocycliques,
théophylline, acétaminophéne, imidazole, imidazoquinoline, aminofluoréne,
chlorzoxazone

CYP2A6
Coumarine

CYP2B6
Coumarine

CYP2C9
M¢éphénytoine

CYP2D6
Débrisoquine

CYP2E1
Alcool, acétones, nitrosodiméthylamines, chloroforme, styréne, tétrachlorure de
carbone, vinyles, acétaminophéne, acétonitrile, chlorzoxazone

CYP3A4/S Nifédipine, aflatoxine B1, cyclosporine, testostérone, éthinyloestradiol, rifampicine,
érythromycine, lovastatine, midazolam

La famille CYP1 est composée de deux sous familles (CYP1A, CYP1B). La sous
famille 1A comporte deux membres avec 92% de similitude (CYP1A1 et CYP1A2). Elle est
impliquée dans le métabolisme de nombreux procarcinogeénes environnementaux, des
toxines et quelques médicaments (Nebert et Russell 2002). CYPIA1 intervient dans les
réactions d’hydroxylation des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), tels que
ceux retrouvés dans les produits d’incinération de composés industriels, la fumée de
cigarette et les aliments grillés, mais n’est pas impliqué dans le métabolisme des
médicaments. Le CYP 1A2 intervient le plus souvent dans le métabolisme des
médicaments. Les substrats exogenes du CYPIB ne sont pas encore bien définis.
L’expression du CYP1A1 et du CYP1B1 est principalement extrahépatique, alors que le
CYP1A2 s’exprime essentiellement au niveau du foie (Nebert et Russell 2002).

La famille CYP2 est la plus grande famille de cytochrome chez I’homme, elle se divise
en un grand nombre de sous famille : 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F et 2J. A la différence des

membres de la famille CYP1, les membres de cette famille ne partagent pas le méme
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systtme de régulation. Les spécificités de substrats et de tissus sont également trés

différentes (Gueguen et al. 20006).

La sous famille CYP2A par son membre CYP2A6 semble jouer un role important dans
le métabolisme de la nicotine et dans 1’activation d’une nitrosamine spécifique du tabac

(Gueguen et al. 20006).

La sous famille CYP2C est composé de quatre membres: CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C18 et CYP2C19. Cette sous famille métabolise environ 25% des médicaments

utilisés en clinique (Lewis 2004).

Dans la sous famille CYP2D, le CYP2D6 polymorphe est le plus actif. Certains de ces
polymorphismes entrainant une altération de son expression et une baisse de son activité
enzymatique ont été associés a une déficience du métabolisme de certains médicaments
(Gonzalez et al. 1988). A I’inverse, d’autres formes polymorphiques, identifiées chez
certains individus, aboutissent a un métabolisme trés rapide des médicaments (Ingelman-

Sundberg 2005).

La sous famille CYP2E a un seul membre CYP2EI. Il métabolise un grand nombre de
composés caractérisés par leur faible poids moléculaires et par leur hydrophobie. Parmi ces
composés se trouvent potentiellement des agents cytotoxiques et carcinogeénes. L’activité
du CYP2E1 est induite par 'alcool, 1'isoniazide, I'acétone et les dérivés du pyrazole, mais
aussi par certaines conditions physiopathologiques comme le diabéte, 1’obésité et le jeline

(Lamotte 2002).

La famille CYP3 comprend seulement une sous-famille, le CYP3A, qui est composé de
trois membres ou isoformes: CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 (Nelson et al. 1996) dont
I’expression tissulaire différe. Le CYP3A4 est le plus abondant, avec 30 a 40% de la
totalit¢ des cytochromes contenus dans le foie humain adulte et dans ’intestin gréle. Il
intervient dans le métabolisme de plus de 50 % des médicaments (antibiotiques,
anesthésiques, antihistaminiques, corticostéroides, statines, inhibiteurs de la protéase du
VIH, certaines benzodiazépines, immunosuppresseurs...)

(http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm).
3.2.1.4.2 Role des cytochromes P450 dans le métabolisme des endogénes

Les cytochromes P450 interviennent dans plusieurs hydroxylation de composés
endogenes aboutissant a la conversion du cholestérol en acides biliaires, ainsi que la

conversion des vitamines A et D en leur forme active ou dans le métabolisme des stéroides.
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IIs participent aussi a la synthése ou la dégradation des prostaglandines et d’autres
acides gras. Un défaut de leur activité entraine des symptdmes et des pathologies pouvant

étre tres grave.

Ces cytochromes sont localisés dans de trés nombreux tissus tels que les
corticosurrénales, les testicules, les ovaires, placenta et tissus adipeux. La spécificité
d'expression tissulaire des CYP contrdle la production de différents stéroides dans différents
tissus: aldostérone, cortisol dans les glandes surrénales, testostérone dans le testicule. En
plus de cette distribution tissulaire, une distribution subcellulaire de ces enzymes a aussi été

retrouvée.

Tous les membres de la famille CYP1A métabolisent les prostaglandines, les
cestrogenes et la mélatonine. CYP2C participe a la transformation de I’acide arachidonique.
Le CYP2D6 intervient notamment dans le métabolisme de certains neurotransmetteurs.
Alors que les CYP3A jouent un réle dans la biotransformation et la catalyse de la réaction
d’hydroxylation de la DHEA-S (une réaction importante pour la formation de I’estriol
pendant la grossesse), ainsi que dans la réaction d’hydroxylation de la testostérone (Funae

et al. 2003).
3.2.1.5 Les différents polymorphismes des cytochromes P450
3.2.1.5.1 Polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique a été découvert en 1950 quand les chercheurs ont
constaté que des effets indésirables apparaissant aux doses médicamenteuses usuelles, ne
pouvaient étre induits que par des variations dans 1’activité de I’enzyme. En effet, on décrit
une grande variabilit¢é du phénotype qui était, en réalité, prédite par le polymorphisme
génétique, donnant ainsi naissance a une modification et une variabilité du niveau d’activité

enzymatique.

On parle de polymorphisme génétique si la mutation de 1’alléle se produit avec une
fréquence d’au moins 1% dans la population normale et entraine une différence dans la
réponse thérapeutique. Les mutations des geénes codant pour une enzyme peuvent donner
lieu a des variations d’activité: I’activité de I’enzyme peut étre plus élevée, plus basse ou
nulle. Les mutations peuvent aussi n’entrainer aucune modification a 1’activité enzymatique

et passer inapergues (Gueguen et al. 2006).
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3.2.1.5.2 Polymorphisme de régulation

L’action des facteurs de transcription sur la régulation transcriptionelle des génes étant
dépendante de la séquence d’ADN dans les promoteurs, on peut concevoir que des
mutations et/ou polymorphismes génétiques de ces régions puissent entrainer des
modifications de leur régulation. En retour, le niveau de protéines (dans ce cas précis ; les

CYP P450) peut étre affecté (Gueguen et al. 2006).

En effet, ces enzymes peuvent étre inductibles ou répressibles. Elles sont souvent
inhibées, de facon compétitive ; comme le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), qui est inhibé
par des médicaments comme le kétoconazole ou par des aliments comme le jus de
pamplemousse (Schmiedlin-Ren et al. 1997; Bourrie et al. 1996). De plus, de nombreux
enzymes CYP P450 sont inductibles; ainsi par exemple, la rifampicine ou le phénobarbital
induisent le CYP3A4, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) de la fumée de
tabac induisent les CYP1A, ’'UGT1A6, la quinone oxydo- réductase (Ronis et Ingelman-
Sundberg 1999).

Il est aussi important de signaler que chez I’homme le contréle génétique est aussi
polymorphe puisqu’il est polygénique pour les CYP1A2, 2E1 et 3A4. A Dinverse le
controle génétique des CYP2C9, 2C19 et 2D6 est monogénique.

3.2.1.6 Conséquence du polymorphisme du cytochrome P450

3.2.1.6.1 Conséquence du polymorphisme sur le métabolisme des

médicaments

Le polymorphisme génétique produit des modifications de 1’activité enzymatique et
divise la population en plusieurs catégories de métaboliseurs : les métaboliseurs normaux,

lents, intermédiaire et les métaboliseurs rapides ou extensifs.

Ce polymorphisme génétique peut avoir donc des conséquences importantes sur

I’efficacité thérapeutique d’un médicament mais aussi sur ses effets indésirables.

Pour les métaboliseurs lents, il se produit généralement une accumulation de la
molécule xénobiotique, avec risque de surdosage et apparition d’effets indésirables,

pouvant aller jusqu’a la toxicité cellulaire et la mort cellulaire.

Pour les métaboliseurs rapides et ultra-rapides, 1’élimination du produit peut annuler la

réponse thérapeutique.
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3.2.1.6.2 Conséquence du polymorphisme sur les pathologies et les cancers

Le polymorphisme des cytochromes peut influencer la sensibilit¢ individuelle a
développer des cancers ou des maladies. Il existe une relation entre la présence d’alléles
mutants, [’exposition a des substances toxiques et la susceptibilité a des cancers et a des
maladies. Plusieurs pathologies sont associées a des modifications de séquences de CYP. Si
le lien entre certaines mutations de CYP2D6 et la maladie de Parkinson est encore discuté a
I’heure actuelle (Foltynie et al. 2002), la relation entre certains polymorphisme de CYP2D6

et la dépendance a la nicotine est clairement établi (Malaiyandi et al. 2005).

Dans le contexte du carcinome hépatocellulaire, les cytochromes P450 ont d’avantage
¢té ¢tudiés selon leurs polymorphismes et leurs effets sur le métabolisme des drogues
(Preissner et al. 2013). De plus, une étude a démontré que les individus ayant un phénotype
de fort métaboliseur selon les polymorphismes de CYP2D6 avaient un risque 6 fois plus
¢levé de développer un CHC, alors que ceux avec un polymorphisme de faible métaboliseur

ont un risque diminué de 90% (Agundez et al. 1995; Silvestri et al. 2003).
3.2.2 Les glutathion-S-transférases
3.2.2.1 Définition

Les glutathion S-transférases (GST) ont été découvertes en 1961 suite a la mise en
¢vidence, dans des extraits de foie de rat, de la conjugaison enzymatique du glutathion avec
des composés aromatiques halogénés, le sulfobromophtaléine et les chloro-nitrobenzeénes
(Booth et al. 1961). Ces enzymes, ont été identifiées comme étant responsables de la
détoxication cellulaire de composés au travers de la formation de conjugués covalents
glutathionylés. Au cours des 30 dernieéres années, de nombreuses protéines partageant de
fortes identités de séquence et des activités similaires de transfert de glutathion sur des
molécules variées ont été regroupées dans une méme famille (Habig et al. 1974a; Habig et

al. 1974b).

Il s’agit d’une super famille d’enzymes multifonctionnelles ubiquitaires (GST ; EC
2.5.1.18) impliquées dans la détoxication de nombreux composé€s hydrophobes et
¢lectrophiles tel que les époxydes et les hydrocarbures aromatiques polycycliques. Elles
catalysent 1'addition nucléophile du composé endogene tri-peptidique, le glutathion (GSH ;
g-Glu-Cys-Gly), pour conjuguer le xénobiotiques ou son métabolite issu de la phase I

d’oxydation (Senhaji et al. 2015; Hayes et Strange 2000). Elles neutralisent ainsi leurs sites
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¢lectrophiles rendant le conjugué plus hydrosolubles qui sera facilement ¢liminé (Coleman

etal. 1997).

Elles sont largement répandues dans la nature et sont présentes a la fois chez les
procaryotes et les eucaryotes en tant que principales enzymes de la phase II de détoxication
(Hayes 2005). Chez I’homme, les GST sont préférentiellement synthétisés dans le foie,
mais on les trouve également dans les reins, 1’estomac et faiblement dans les muscles
squelettiques et cardiaques. Cette répartition n’est pas homogene, on les trouve
principalement dans le foie; un peu moins dans les ovaires, la peau et le tissu surrénal et en
faible quantité dans la vessie. Elles sont caractérisées par leur présence aussi bien dans la

fraction cytosolique que microsomale.

Les GST assurent leur fonction de conjugaison grace a I’existence de deux sites
enzymatiques de liaison: un site de liaison pour le glutathion appelé¢ G-site et un site de

liaison pour le substrat appelé H-site (Mannervik 1985).

Actuellement, les GST humaines sont classés selon leurs propriétés structurales
(similarité des séquences nucléotidiques, localisations et nature du substrat), biochimiques
(point isoélectrique) et immunologiques en huit classes distinctes (pi), (alpha), (sigma),
(mu), (théta), (kappa), (oméga) et (z€ta) qui sont codés par les génes GSTA, GSTM, GSTK,
GSTO, GSTP, GSTS, GSTT et GSTZ. Chaque classe est représentée par un nombre précis de
genes:

- la classe alpha (o) est représenté par 5 génes (GSTAI1, A2, A3, A4 et AS)
- la classe théta () comprend 2 génes GSTT1 et GSTT2

- la classe mu (n) comprend 5 génes: GSTM1, M2, M3, M4 et M5

- la classe kappa (k) comprend un seul gene GSTK1

- la classe pi (1) comprend aussi un seul gene GSTP1

- les autres classes restes mal connues (Strange et al. 2001).

Plusieurs polymorphismes qui influencent les fonctions des génes GST ont était
découverts. Au cours de notre étude, nous allons nous intéresser a deux génes appartenant
respectivement aux classes mu et théta a savoir aux génes GSTMI1 et GSTT1. GSTMI et
GSTT]1 sont localisés sur des chromosomes différents 1 et 22 respectivement et présentent

un polymorphisme de délétion.
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3.2.2.2 GSTM1
a. Structure du gene GSTM1

Le géene GSTM1 fait partie de la classe p qui regoupe quatre autre geénes situé sur le
chromosome 1 au niveau de la région 1p13.3 (Xu et al. 1998), comme le montre la figure
13.
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Figure 13: Structure et localisation des génes de la famille du GSTM.

Le géene GSTM1 présente deux isoformes. L’isoforme 1 de 5.92kb est constitué¢ de 8
exons et 7 introns, avec une protéine de 218 acides aminés, alors que 1’isoforme 2, présente

7 exons, avec une protéine de 181 acides aminés.

Des ¢tudes ont montré que ce gene peut €tre dupliqué (Roman et al. 1997). En effet, il
peut présenter une autre copie sur le méme chromosome, expliquant ainsi l'activité
ultrarapide de I'enzyme GSTMI1 observée dans certains cas. Cette duplication du gene est
due a un crossing over inégal entre les deux brins des deux chromosomes homologues 1, ce

qui permet l'introduction d'un deuxiéme géne GSTM1 au voisinage du premier.
b. Polymorphisme du géne GSTM1

GSTMI est le géne cytosolique le plus abondant et le plus polymorphe par rapport aux
autres genes GST, ce qui en fait de lui le géne d'intérét dans de nombreuses études

physiologiques et pharmacologiques (Hoensch et al. 2002).
Deux polymorphismes ont été décrits au niveau de GSTM1:

- une délétion homozygote compléete du gene, représenté par 1'allele GSTM1*0/*0 ou bien
GSTMI nul. Cette délétion implique la perte de la protéine qui conduit a un déficit

enzymatique total. Cette forme allélique résulte d’un crossing over inégal entre deux
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régions répétées de 4.2kb, qui flanquent le géne GSTM1 et qui provoque une délétion de

15kb incluant le géne entier (Figure 14) (Xu et al. 1998).
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Figure 14: Mécanisme d’apparition du génotype GSTM1 nul (Parl 2005).

-Une substitution nucléotidique (transversion) en position 534 de I’exon 7 du geéne,
caractérisé par une transversion du nucléotide C en G et donnant naissance a deux alleles :
GSTM1*A et GSTMI*B. ces deux alleles ne différent que par un seul acide aminé du
codon 172 (K172N) (Widersten et al. 1991). Cependant, les produits enzymatiques de ces
deux alleles sont parfaitement fonctionnels, et sans différence phénotypique particuliéres.

Ce sont des représentants du phénotype normal ou conjugateur positif.

Les deux alleles sont liés par une relation de codominance. En revanche, il existe une
relation de dominance entre ces alléles et 1'allele nul. Les individus porteur de 1’un des
génotypes a savoir GSTMI1*0/*A, GSTM1*0/*B, GSTMI*A/*A, GSTMI1*A/*B et
GSTM1*B/*B possédent une activité catalytique normale de 1'enzyme. Par contre, 'activité
est complétement nulle chez les individus ayant le génotype GSTM1*0/*0 (Lo et Ali-
Osman 2007).

c¢. Fréquence du génotype GSTM1*%0/*0

Le génotype GSTMI1 nul présente d’importante variation entre les différents groupes

ethnique (caucasiens, asiatiques et africains). Les fréquences les plus élevé sont observé
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dans les populations asiatiques avec un taux de délétion allant de 47% a 56%. Alors que
cette déléltion est moins fréquent chez la population d’origine Africaine. Il est cependant a
noter qu’il existe une variation au sein d'un méme groupe ethnique, cette variation résulte
de différents facteurs tels que la taille de I'échantillon étudié, la tranche d'age des sujets et la

source de leur sélection (Yim et al. 2002; Garte et al. 2001; Watson et al. 1998).

d. Structure de I’enzyme GSTM1
Cette enzyme catalyse la conjugaison du glutathion avec plusieurs substances
¢lectrophiles et carcinogenes tel que: les époxydes, les dérivés nitrés, les hydroxylamines, le
benzeéne et le benzo (a) pyréne, composé carcinogene de la fumé du tabac. Cette enzyme
intervient aussi dans la détoxication de quelques médicaments comme le paracétamol et des

produits du stress oxydative.

L'enzyme GSTMI est un dimeére de 217 acides aminés pour I’isoforme 1 et de 181
acides aminés pour I’isoforme 2. Chaque monomére est composé de deux domaines (Board

et al. 1990):

e le premier domaine ou G-site assure I’établissement de la liaison et l'activation du
glutathion.
e le deuxiéme domaine ou H-site est indispensable pour la liaison et l'orientation du

substrat ¢lectrophile.

3.2.2.3 GSTT1
a. Structure du gene GSTT1

La classe théta est considéré comme la plus ancienne classe des GST. Les enzymes de
cette classe sont retrouvées dans presque tous les organismes étudiés (Pemble et Taylor
1992). Elle est caractérisée par deux génes GSTT1 et GSTT2 localisés sur le chromosome
22, et séparés par environs 50kb (Landi 2000), avec cinq exons et quatre introns chacun.
Les deux isoenzymes issus de ces génes ont une homologie d'environ 55 %, ce qui est
moins que les autres classes de GST ou I’homologie de séquence est entre 75 a 95 % pour

les membres de la méme classe (Tang et al. 2012; Pearson et al. 1993).

Le géne GSTT2 a une taille de 3.7kb. Le géne GSTT1 est composé de 8179pb et
précisément localisé a la position 22q11.23 (Figure 15). L’épissage alternatif de GSTT1
donne plusieurs variants de transcription, actuellement 9 variants sont répertoriés dans la

banque des données NCBI (NCBI 2017a).
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Figure 15: Position et structure du géne GSTT1.

b. Polymorphisme du géne GSTT1

La délétion partielle de 54251 paires de bases du gene GSTT1 a été découverte a la
suite d’¢études portées sur le métabolisme des halométhanes (chlorure de méthyléne) dans le
sang humain. Ce métabolisme présente des degrés d’élimination métabolique différents
donnant naissance a trois phénotypes distincts, selon que deux, un seul ou aucun des deux
alleles soit délété. On retrouve le phénotype « no conjugators » pour les individus ne
pouvant pas ¢liminer le produit par absence totale de I’activité enzymatique suite a la
délétion homozygote de 1’allele fonctionnel (GSTT1*0/*0 ou GSTT1 nul). Le phénotype
« low conjugators » pour les individus ayant une élimination modérée suite & une activité
moyenne de 1’enzyme correspondante résultante d’une délétion hétérozygote de 1’alléle
fonctionnel, et le phénotype « high conjugators » pour les individus, sans délétion, avec une

activité enzymatique normale (Bruhn et al. 1998).

Le polymorphisme de délétion de GSTT1 (GSTT1*0/*0) se produit en raison de la
recombinaison homologue entre les séquences identiques, de 403pb, situées au centre des
deux régions (HA3 et HAS) flanquantes le géne GSTT1 (Sprenger et al. 2000) comme
l'illustre la figure 16. Par conséquent, le geéne sera délété et ’activité enzymatique sera

perdue.
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Figure 16: Structure et localisation des génes de la famille GST théta (Chr.e 22q11.2)
(Parl 2005).

En plus de se polymorphisme de délétion, GSTT1 est caractérisé par un autre
polymorphisme nucléotidique simple (SNP) de substitution donnant naissance a deux
variants alléliques fonctionnelles qui sont GSTT1 * A et GSTT1 * B (Bolt et Thier 2006).
Il y a une substitution d'une adénine (A) par une guanine (G) au niveau du nucléotide 310
(A310G), d’ou la modification de I’acide aminé en position 104 de la thréonine pour I’all¢le
GSTTI1*A a la proline pour I’allele GSTT1*B, altérant ainsi la structure et ’activité
enzymatique. L'apparition de l'allele GSTT1*B sous la forme homozygote cause donc

l'inactivation de l'enzyme GSTT1 (Bolt et Thier 2006).
c¢. Fréquence du génotype GSTT1*0/*0

Comme pour le géne GSTMI la fréquence du génotype nul de géne GSTT1 présente
des variations de fréquences selon les groupes ethniques. Il est faible chez les Caucasiens
(entre 15 a 20%) et augmente significativement dans les populations asiatiques (plus de
64%) (Nelson et al. 1995). Cependant, peu d’études ont concerné les populations africaines,
a quelques exceptions pres, comme chez les Tunisiens, ou la délétion GSTT1 est de ’ordre
de 30%, alors qu’elle ne dépasse pas les 15% chez les Egyptiens (Abd El Hameed et al.
2010).

d. Strucrure de I’enzyme GSTT1 et son role

Le GSTTI catalyse la conjugaison de nombreuses substances cancérigenes présentent

dans I’environnement, 1’alimentation et les médicaments (Meyer et al. 1991). Du point de
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vue structural, I'enzyme GSTT1 est aussi un dimeére, avec la présence des mémes domaines

(G-site et H-site) que 1'enzyme GSTMI.

Chez I’homme, son spectre d'expression est proche de celui du géne GSTMI1 en
général. Il est hautement exprimé dans les lymphocytes, la thyroide et la glande surrénal
(Gtex 2017). L’enzyme est par ailleurs composée de 240 acides aminés avec un poids

moléculaire de 27335Daltons (NCBI 2017b).
3.2.2.4 Association du polymorphisme de GST et le cancer

En tant qu’enzyme principal dans la détoxication d'une large gamme de carcinogenes
et de substances toxiques provenant des médicaments ou de I'environnement, le
polymorphisme de délétion de GSTM1 et de GSTT]1 sensibiliserait les individus a certaines

maladies dont les cancers, en raison de 1'abolition de I'activité enzymatique.

L’association des génotypes nuls GSTMI1 et/ou GSTT1 avec plusieurs types de cancer
a été rapportés (Moy et al. 2009; Gsur et al. 2001; Strange et Fryer 1999). Ils sont associés
a un risque accru au cancer de la prostate chez les Asiatiques ou ils sont considérés comme

un des facteurs de risque pour le développement de ce cancer (Liu et al. 2013).

Le polymorphisme de délétion de GSTMI1 et de GSTT1 est aussi souvent associé a une
augmentation du risque au cancer du poumon (CP). On suppose que les individus porteurs
de ces génotypes sont incapables de détoxiquer les carcinogeénes présents dans la fumée de
tabac tels que le benzo[a]pyréne, la nitrosamine, et les amines aromatiques (Sharma et al.

2015; Zhang et al. 2014; Rotunno et al. 2012).

Concernant le carcinome hépatocellulaire (CHC), les résultats sont controversés.
L'¢tude de Donna L. White a montré que les génotypes GSTMI nul et GSTTI nul
n'avaient pratiquement aucune influence sur la susceptibilité¢ d’apparition de CHC (White et
al. 2008), alors que les recherches de Kang Song ont montré que ces mémes génotypes
pouvaient entrainer une légeére augmentation du risque au CHC (Song et al. 2012), ou alors
une forte association avec le risque de CHC d’apres les recherches de Ying-Hao Shen
(Shen et al. 2014). Ceci montre I’importante variation de susceptibilité d’une population a

une autre.

Par ailleurs, il a été observé que le polymorphisme de délétion de GSTT1 pourrait
jouer un rdle dans l'augmentation de la susceptibilité au carcinome hépatocellulaire chez les

fumeurs (Boccia et al. 2015).
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3.2.3 Les N-acétyltransférases
3.2.3.1 Historique

Le polymorphisme d'acétylation (NAT) a été découvert il y a plus de 60 ans suite aux
différences de réponse observées chez les patients tuberculeux traité a I'isoniazide (Hughes
et al. 1954). En effet, a la suite de I’administration de 1’isoniazide, des variations du temps
d’élimination du traitement sous forme de dérivés conjugués inactifs a été observés chez les
patients et ont ainsi permis de classer les patients en fonction de leur profil d’acétylation en
acétyleurs lents (AL), acétyleurs rapides (AR) et les acétyleurs intermédiaires (Al) en
fonction de I’activité de I’enzyme N-acétyltransférase. Les acétyleurs rapides ont une
activité enzymatique normale et les acétyleurs lents présentent une activité enzymatique

diminuée, en rapport avec une quantité réduite d’enzyme au niveau du foie.

Cette différence a été attribuée, bien plus tard, au polymorphisme de I’enzyme N-
acétyltransférase (EC 2.3.1.5) qui est ’enzyme principale de conjugaison cytosolique de

phase II de la désactivation de 1'isoniazide (Weber et Hein 1979; Evans et White 1964).

Ce polymorphisme a été appelé le "polymorphisme d'acétylation de l'isoniazide"
pendant de nombreuses années, jusqu'a ce que l'on découvre que I’effet de ce
polymorphisme ne se limite pas a I’isoniazide mais il intervient aussi dans le métabolisme
et 1'élimination d'autres médicaments et de substances chimiques cancérigenes (Weber

1987; Weber et Hein 1985).
3.2.3.2 Fonction des N-Acétyltransférases

Les arylamine-N-acétyltransférases (NAT) sont une famille d’enzymes de la phase 11
de biotransformation des xénobiotiques, qui acétylent les composés arylamines,
aryl-hydrazines et aryl-hydroxylamines, en utilisant I’acétylcoenzyme A (acétylCoA)
comme cofacteur (Weber et Hein 1985). Effectivement, ces enzymes catalysent le transfert
d’un groupement acétyle issu de 1’acétylcoenzyme A, sur 1’azote du groupement amine
primaire (-NH2) ou hydrazine (-VNH-NH2) d’une molécule aromatique ou arylamine
receveuse (Figure 17). Le produit form¢ est une arylamide (Rychlik-Sych et al. 2006; Grant
1993).

Ce transfert se produit en deux étapes séparées: d’abord 1’acétyl coenzyme A se lie a
I’enzyme. Sa moitié est transférée sur la cystéine 68 de la protéine, et le reste est libéré dans

le cytoplasme. Durant la seconde étape, il s’établit une liaison entre le substrat et I’enzyme
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acétylée, la moiti¢ du coenzyme A va donc étre transférée au substrat et se détache de

I’enzyme (Ambrosone et fred 1998).
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Figure 17: Réaction de N-acétylation des xénobiotiques par les NATs.

En plus des réactions de N-acétylation, les NATs peuvent catalyser la O-acétylation de
substrats aromatiques N-hydroxylés, ainsi que la N-, O-transacétylation intramoléculaire de
composés N-hydroxylés et N-acétylés. La N-acétylation est considérée de facon générale
comme exer¢ant une détoxication relative des arylamines puisque cette réaction les rend en
effet moins actives, alors que I’O-acétylation serait plutdt activatrice. En effet, la figure 18
représente les réactions du métabolisme du cancérogene arylamine 4-aminobiphényle (ABP),
conduisant finalement a la formation d'électrophiles hautement réactifs qui se lient a 'ADN
et pouvant conduire a des phénoménes de mutagénése et de cancérogénése par

I’intermédiaire de la O-acétylation (Hein et al. 1992).
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Figure 18: Activation et inactivation des arylamines par N-acétylation, O-acetylation,

et N- ,O-acétylation catalysées par la NAT2.

Cependant, les N-acétyltransférases agissent principalement dans les voies
métabolique des amines primaires, des hydrazides et des hydrazines, mais aussi sur d’autres
substrats représentés par des médicaments de type isoniazide, dapsone, sulfamides, 1’acide
para-aminosalycilique (PAS). Les NATs interviennent également dans le métabolisme des
polluants présents dans I’environnement et des additifs présents dans [’alimentation
contenant des amines aromatiques. Les substrats endogenes des NATs sont encore mal

connus (Lang et al. 1994).

Chez I'homme, ces molécules seront pris en charge et métabolisées par I'une ou l'autre
des deux formes distinctes d'arylamine N-acétyltransférases, en 1’occurrence la N-acétyl

transférases de type I (NAT1) et la N-acétyl-transtérases de type II (NAT2).
3.2.3.3 Géne et protéine des N-acétyltransférases

Les N-acétyltransférases comprennent deux geénes codant pour des enzymes actives et
un pseudogeéne NATp, qui n’est pas transcrit en protéine. Les deux genes, NAT!I et NAT2,
ont ¢été décrits chez ’homme pour la premiere fois par Grant et collaborateurs en 1981

(Grant 1983). Ils sont séparés par 25kb et localisés sur le bras court du chromosome 8, et
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plus précisément dans la région 8p22 (Grant 2008). Le pseudogéne NATp, a aussi été
identifi¢ sur le méme chromosome. Il présente 79 et 80% d’identité nucléotidique avec les
NATI et NAT2 respectivement. Il renferme plusieurs mutations expliquant le défaut

d’expression (Grant 2008).
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Figure 19: Représentation schématique du locus NAT humain sur le chromosome 8
(Blum et al. 1990; Grant et al. 1983 ).

Le géne NATI a une taille de 33kDa et le géne NAT2, a une taille de 31kDa, avec
deux exons dont seul I’exon 2 répartit sur 870pb est codant. Ces deux génes partagent 87%
d’homologie nucléotidique dans la région codante qui se traduit par 81% d’homologie au

niveau de la séquence des acides aminés (Figure 19) (Blum et al. 1990; Grant 1983 ).

L’expression des geénes NATI et NAT2 donne naissance a deux protéines
fonctionnelles de 290 acides aminés (aa) qui ne différent entre elles, que par 55 acides
aminés au niveau de la région C terminale. Malgré le haut degré de ressemblance entre les
deux protéines, leurs propriétés cinétique et ¢éléctrophorétiques sont quelque peu
différentes, leur permettant d’avoir des affinités et des fonctionnalités distinctes (Grant et

al. 1997).

L’¢tude de la structure de I’enzyme chez ’homme montre qu’elle présente une triade
catalytique située au niveau de la partie N Terminale. Elle est composée de la cystéine 68,
de I’histidine et de 1’aspartate (Cys-His-Asp). Des analyses structurales supplémentaires ont
permis de distinguer trois domaines au niveau de la protéine NAT2 (Walraven et al. 2008;

Butcher et al. 2002) (Figure 20).
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Figure 20: Structure tridimensionnelle de 1a NAT2 humaine : diagramme en ruban

(Walraven et al. 2008).

La couleur du ruban indique les domaines protéiques de la NAT2 : domaine I (bleu), la région inter domaine (rouge),
domaine II (orange), et le domaine III (vert). Deux orientations sont représentées, une sur le site d'entrée de substrat dans
le site actif (A) et l'autre sur la face arriére de la structure (B) (Walraven et al. 2008).

e Le premier domaine s’étend du premier acide aminé jusqu’a I’acide aminé 90. Il forme
une partie de la crevasse ou de la fente composée par la triade catalytique et constitue
le lieu ou la cystéine 68 va se combiner aux substrats. Ce domaine est le plus conservé
entre les especes.

e Le deuxiéme domaine s’étend de 1’acide aminé 90 jusqu’a I’acide aminé 210. Il forme
I’autre partie de la crevasse et se présente essentiellement sous forme de batonnet f3.
Cette zone est spécifique de I’enzyme NAT2.

e Le dernier domaine intéresse particulierement le groupement carboxyle. Il est formé
d’une combinaison entre des hélices a et des batonnets B. C’est le domaine le plus

diversifié entre les especes.

Les deux arylamines NAT humaines connues sont des enzymes cytosolique.
L'expression de NAT2 est essentiellement hépatique et gastro-intestinal (colon, pancréas et
I’oesophage). Alors que 1I’enzyme NAT1 est bien plus exprimée et a été¢ détectée dans de

nombreux tissus extra hépatiques (Deguchi 1992).
3.2.3.4 Polymorphismes génétiques des N-acétyltransférases

Il est actuellement vérifié que les génes NATI1 et NAT2 sont polymorphes. Le

séquengage de la région du bras court du chromosome 8, montre plusieurs niveaux de
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mutations ponctuelles pour chacun des geénes, donnant naissance aux différentes formes

alléliques constituant le polymorphisme génétique.

Nous allons particulierement nous intéress¢ au polymorphisme du géne NAT2 qui a

fait I’objet de notre travail de recherche.

Le geéne NAT2 est hautement polymorphe, avec divers polymorphismes
mononucléotidiques (SNP) identifiés, et qui sont responsables des phénotypes observés. En
effet, plus de 25 polymorphismes dans la séquence codante du géne humains NAT2 ont été
mise en ¢évidence a travers les différentes populations, dont treize substitutions
nucléotidiques sont dites majeurs car elles sont rencontrées a des fréquences importantes
dans plusieurs populations (G191A, T341C, G590A, G857A, A803G, C282T, C481T,
C345T, C403G, A434C, C481T, G638A et G838A) (Di Pietro et al. 2012; Hein 2002). Les
autres mutations ponctuelles sont retrouvés avec de faible fréquence chez certains groupes

ethniques seulement (Tableau 5).

L’alléele NAT2*4 est considéré comme l'alléle de référence en l'absence de toute
mutation ponctuelle ou SNP connus. Il est désigné comme un all¢le sauvage (Touré et al.
2012; Walker et al. 2009; Hein et al. 2000). Toutes les autres formes different de 1’all¢le de

référence par une, deux ou méme trois substitutions nucléotidiques.
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Tableau 5 : formes alléliques du géne NAT2 humain (Vatsis et al. 1991).

Polvmorphisme Position nucléohdigues polvmorphes AA changes Activité enrymatique
191 282 341 434 481 59¢ S03 845 857
NATZ*4 G C T A C G A A G Normale
NAT2*5A C T Iel14Thr Diminuée
NAT2*3B C T G Lys268Arg Diminuée
NAT*SC C G Diminues
NATI®*6A T A Argl¥7Gin Diminuée
MNAT2*6B A Diminiee
NATI*TA A GhI8M Diminuaee
NAT2*TB T A Diminuie
NAT2®*12A G Lys268Arg Normale
NAT2*12B T G Normale
NAT?13 T Normale
NATZ* 144 A ArgBdGln Dimimuée
NAT2*14B A T Diminués
NAT2*17 C Glul45Pro Inconnuae
NAT2*18 C Lvs282Thr Inconnue

Ces mutations peuvent avoir des conséquences différentes, puisqu’elles peuvent étre
silencieuses ou peuvent altérer la séquence en acide aminé entrainant une modification du
niveau d’activité enzymatique. Il y a alors apparition de trois phénotypes différents : les
acétyleurs rapides (RAs), acétyleurs intermédiaires (IA) et les acétyleurs lents (SA)
(Walker et al. 2009).Les individus homozygotes pour 1’all¢le lent ou double hétérozygotes
pour les all¢les lents, sont considérés comme acétyleurs lent avec une activité enzymatique
diminuée. Les individus homozygotes pour 1’allele rapide sont considérés comme
acétyleurs rapide, alors que les individus hétérozygotes possédant un all¢le lent et un alléle

rapide sont considérés comme acétyleurs intermédiaire (Hein 2006).

Leurs proportions connaissent d’importantes variations selon 1’origine ethnique. La
fréquence des acétyleurs rapides est la plus élevée en Asie de I'Est, tandis que les
populations nord-africaines comptent parmi les plus riches en acétyleurs lents, avec environ
90% dans la population générale maghrébine. Les populations caucasiennes comptent en
moyenne des proportions équivalentes d’acétyleurs rapides, intermédiaire et lents
(McDonagh et al. 2014; Dandara et al. 2003; Hamdy et al. 2003; Furet et al. 2002). Ces

fréquences alléliques présentent méme des variations au sein du méme groupe.
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3.2.3.5 Relation entre le polymorphisme du géne NAT?2 et le cancer

Le role des NATs dans la carcinogenése chimique a été discuté depuis des années par
Hein et ces collaborateurs (Hein 2002; Hein et al. 2000). Ensuite, plusieurs études ont
exploré lI'impact des polymorphismes génétiques des NATs sur
les risques d’apparition de divers cancers, tels que le cancer de la vessie (Avirmed et al.
2021; Zhu et al. 2015), le cancer colorectal (Da Silva et al. 2011), et le cancer du sein
(Kocabas et al. 2004; Chang-Claude et al. 2002; Ambrosone et al. 1996).

En revanche, il y a eu trés peu d'études qui ont exploré le réle du profil d’acétylation
de la N-acétyltransférase 2 dans le processus de survenue du cancer du foie, en particulier

dans celui du carcinome hépatocellulaire.

Obada et al. 2016, ont démontré, dans la population egyptienne, que les acétyleurs
lents étaient associés a un risque accru de CHC par rapport aux individus acétyleurs
rapides. Ces résultats étaient cohérents avec ceux de Farker et al. 2003 et de Zhang et al.
2012 qui ont indiqué que ce phénotype lent du géne NAT2 n'était pas associ¢ a un risque

accru de CHC dans la population globale mais a un risque accru de CHC chez les fumeurs.

Cependant, Khalaf et al. 2013, et Agundez et al. 1995, ont montré que I’acétylation
lente du NAT2 n’avait pas d’effet sur la susceptibilité au CHC, et suggérent que cette forme
enzymatique se comporte comme une enzyme inactivatrice des agents cancérigeénes et joue

un role protecteur en évitant le développement du CHC.

D'autres études ont montré que ce sont les acétyleurs rapides qui seraient plus associés
au risque de développement du carcinome hépatocellulaire (Huang et al. 2003), en se
basant sur l'hypothése que le risque de cancer pour les acétyleurs rapides est dii a
l'activation de procarcinogenes tels que les amines hétérocycliques. Cette divergence sur le
role du polymorphisme de NAT2 dans le CHC peut s'expliquer par le fait que le
polymorphisme de NAT2 est impliqué dans différentes voies métaboliques de diverses

amines aromatiques (Gelatti et al. 2005).
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1. Population d’étude: Patients et Témoins

Il s’agit d’une étude cas-témoin réalisée sur une population de 132 patients, non
apparentés et ayant un carcinome hépatocellulaire confirmé histologiquement. Ces patients
sont originaires de I’Est algérien et ont été admis au niveau d’hdpitaux et centre anti cancer
essentiellement de Constantine et de Batna, durant la période allant de 2019 a 2021.

La population témoins est constituée de 141 volontaires sains, recrutés aléatoirement,
sans aucun diagnostic préalable de cancer, ni des antécédents familiaux de cancer, ni de signe
pathologique de maladie hépatique. Les personnes ayant des antécédents familiaux de cancer
hépatique ont été exclues de cette étude.

Ces témoins sont non apparentés et appariés aux patients selon 1'age, le sexe, la région
géographique et la consommation d’alcool et de tabac. Un consentement éclairé¢ nous
autorisant a utiliser leur matériel génétique a été obtenu aupres des patients et des témoins
ayant participés a notre étude (annexe 2). Un questionnaire détaillé a été établi pour tous les
patients suite a la consultation des dossiers médicaux complété par les informations obtenus
directement des patients (annexe 3). Un questionnaire a aussi €té fait pour les témoins

(Annexe 4).

2. Méthodes

2.1 Extraction de ’ADN génomique

L'ADN génomique a été extrait a partir des leucocytes de 5 ml de sang total prélevé en
conditions stériles et recueilli en présence d’anticoagulant EDTA (Acide Ethyléne Diamine
Tétracétique). La méthode d’extraction d’ADN utilisée est la méthode au phénol-
chloroforme. Cette méthode commence par une lyse préférentielle des cellules anucléées,
ensuite vient 1’¢limination des protéines et enfin la précipitation de I’ADN, dont la pureté sera
vérifiée et la concentration sera mesurée.

2.1.1 Préparation du culot de leucocytes (globules blancs)

Cette étape permet 1’obtention d’un culot de leucocytes (globules blancs) par une lyse
hypotonique. Pour sédimenter les cellules sanguines et les séparer du plasma, le sang
fraichement prélevé est centrifugé a 3 000 tr pendant 15 minutes a 4 °C. Le plasma est
retiré alors que le culot cellulaire est incubé dans la glace pendant 10 min en présence de 5
volumes de solution de lyse (140mM NH4cl / ImM NH4CO3). Le mélange est ensuite
centrifugé a 3000 tr pendant 15 min a 4°C afin d’éliminer le surnageant et recueillir le culot

cellulaire.
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Cette opération pourra étre répétée jusqu’a 1’obtention d’un culot bien blanc sans
aucune trace d'hémoglobine. Les globules blancs obtenus peuvent étre utilisés immédiatement

ou conservés a -80°C pendant plusieurs mois.

2.1.2 Elimination des protéines et purification de ’ADN

Le culot de globules blancs est ensuite traité par Iml de solution de détergents (Non Idet
P40 a 0.45%, Tween20 a 0.45%) et de 10ul de protéinase K (10mg/ml) permettant la lyse des
membranes cellulaires et la dénaturation et la dégradation des protéines. Cette réaction dure
trois heures a 60°C. On ajoute ensuite 1ml de phénol qui débarrasse efficacement ’ADN de
toutes les protéines. 1ml de chloroforme / octanol (24/1) est additionné pour éliminer les
traces de phénol restant.

L’ADN nucléaire est alors libéré dans le lysat et les protéines qui lui sont associées sont
digérées, il est donc précipité par 2.5 volumes d’éthanol absolu a —20°C et récupéré sous
forme de filament blanchatre par enroulement autour d’une pipette pasteur scellée. La méduse
d’ADN apres séchage a température ambiante est solubilisée en phase aqueuse (tris

10mM/EDTA 1mM) et conservée a 4°C ou — 20°C.

2.1.3 Controle de la pureté de ’ADN et estimation de sa concentration

Afin d’obtenir une bonne amplification génique et assuré l’efficacité¢ d’action des
enzymes de restriction, un contrdle de la qualit¢ de I’ADN et une estimation de sa pureté et
sa concentration doit étre effectué.

Les acides nucléiques ont un spectre d'absorption maximum en UV a 260nm, alors que
les protéines absorbent essentiellement a 280nm. La mesure de la densité optique de chaque
¢chantillon a 260nm et 280nm est établie par spectrophotométrie.

Le rapport DO260 /DO280nm doit €tre compris entre 1.6 et 2, afin de pouvoir
considéré I'ADN comme pur et débarrassé des protéines cellulaires. Une valeur supérieure a
2 témoigne d’une contamination par les ARN et une valeur inférieure a 1,6 indique une
contamination protéique.

La densité optique a 260 nm permet aussi de déterminer la concentration de I’ADN des
solutions sachant qu’une unité de densité¢ optique (1U DO) est équivalente a 50ug/ml
d’ADN, la concentration sera calculée comme suite :

La concentration (ng/ml) = facteur de dilution x DO a 260 nm x 50 pg/ml
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D'autres part la mesure de la DO a 270nm et le calcul du rapport DO260nm/ DO270nm
est effectué pour s'assurer que la solution contient peu ou pas d’alcool résiduel. Ce rapport
d’absorption doit étre inférieur a 1.

Les ADN purs sont conservés a + 4°C ou congelés a — 20°C si ['utilisation n’est pas

immédiate et si les ADN doivent étre conservés pour une plus longue durée.
2.1.4 Test de digestibilité

Afin de vérifier la qualité de I’ADN, on effectue un test de digestibilité¢ qui se fait par
une simple migration sur gel d'agarose a 0.8% dans du TBE a 0.5X (Annexe 5). Si l'on
observe l'apparition d'une seule bande, I'ADN est donc intact.

2.2 Etude du polymorphisme des génes GSTM1, GSTT1 et NAT2

L’identification des différents polymorphismes des genes GSTM1, GSTT1 et NAT2 au
sein des deux populations de patients et de témoins a été réalisée par la technique de PCR
multiplex pour les genes GSTM1, GSTT]I, et par PCR-RFLP pour les polymorphismes du
gene NAT2.

-Principe de la PCR (polymerase chaine reaction)

Cette technique de Biologie Moléculaire a été inventée en 1983 par K. Mullis et
brevetée en 1985. 1l s’agit d’'une méthode d’amplification génique et cyclique d’une séquence
d’acide nucléique, a partir d'une faible quantité d'acide nucléique (I’Amplicon) a l'aide d’un
appareil programmable, le thermocycleur, qui assure les variations de température nécessaires
durant I’amplification.

Cette réaction nécessite la présence d'une enzyme polymérase thermorésistante, la Taq
polymérase, deux amorces d'oligonucléotides de synthése de 20 a 25 nucléotides située de
part et d’autre de la séquence a amplifier et les quatre désoxyribonucléotides constitutifs de
I'ADN. En mé¢langeant les deux amorces avec de 'ADN génomique dans des conditions
d'hybridation, et en faisant agir I’ADN polymérase, chaque amorce est allongée dans le sens
5'-3". 1l en résulte un doublement du fragment considéré a chaque cycle. L'amplification est
donc exponentielle.

Chaque cycle comprend trois phases a température différentes: une phase de
dénaturation de I’ADN a haute température a 95°C, une phase d’hybridation des amorces a la
matrice nécessitant une température de 50 a 65°C,et une phase d'extension ou d'élongation des

amorces par polymérisation qui se fait a 72°C, température optimale de la Taq polymérase.

58



Matériel et méthodes

2.2.1 Etude des délétions des génes glutathion-S-transférase par PCR multiplex

La recherche des délétions GSTM1 et GSTT]1 utilise la PCR multiplex. Il s’agit d’une
variante de la PCR classique. Elle permet d’amplifier de multiples génes au cours d’une
méme réaction PCR, par I’introduction dans le milieu réactionnel de plusieurs couples
d’amorces spécifiques différents. Les génes GSTM1, GSTT1 et le géne de 1’albumine qui sert
de controle interne sont alors amplifiés simultanément.

a. Amorces utilisées

Trois couples d’amorces sont utilisés lors de la PCR multiplex et sont représentés dans
le tableau suivant :
Le couple (GSTMI1F, GSTMIR) sert a amplifier le géne GSTM1
Le couple (GSTTI1F, GSTTI1R) sert a amplifier le gene GSTT1
Le couple (ALB F, ALB R) sert a amplifier le géne ALB

Tableau 6 : Les amorces d’amplification utilisées pour la PCR multiplex (Arand et

al.1996).
Génes Appellation Séquences Direction
de I’amorce

GSTMI GSTMI1F 5’GAACTCCCTGAAAGCTAAAGC 3’ Sens
GSTM1R 3’GTT GGGGCTCAAATATACGGTGG & Antisens

GSTTI1F 5 TCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’ Sens
oSt GSTT1R 3’CACCGGATCATGGCCAGCA S Antisens

ALB ALBF 5’GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC 3 Sens
ALBR 3’GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC 5 Antisens

b. Protocole d'amplification
250ng d’ADN sont amplifiés dans un volume réactionnel de 50ul composé des amorces
GSTMI1F, GSTMIR, GSTTIF et GSTTI1R a 0.45pmol/ul alors que les amorces responsables
de l'amplification du geéne de contréle de 1'albumine (ALB F, ALB R) sont a 0.1pmol/ul, des
dNTPs a 200pumol, 2U de Taq polymérase, 1X de tampon de Taq polymérase (50mmol Kcl,
20mmol tris Hel pHS8.4) et Smmol de Mgcl2. On compléte a 50ul avec de 1'eau distillé.

¢. Conditions d’amplification sur thermocycler (Biométra)

Toutes nos amplifications ont été¢ assurées par un thermocycler (biometra UNO-

thermoblok). 30 cycles de PCR sont réalisé€s en suivant le programme suivant:
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Etape 1 : Dénaturation initiale a 94°C pendant Smin
Etape 2 : Dénaturation a 94° pendant Imin

Etape3 : Hybridation a 64°C pendant 1min 30 cycles
Etape 4 : Elongation a 72°C pendant Imin

Etape 5 : Elongation finale a 72°C pendant 7min

d. Controle et analyse de la réaction

Le contrdle de la taille des produits d’amplification s’effectue par une électrophorese
sur gel d’agarose a 1%.

Dans chaque puits du gel, on dépose 5ul de produit d’amplification au quel est ajouté un
mélange de bleu de xyléne cyanol, bleu de bromophenol et du ficoll 400 a 15%.
L’¢lectrophorése est réalisée en un tampon 1X TAE (Tris 40mmol, Acide acétique 25mmol,
EDTA 1mmol pH8.4) en parall¢le avec un marqueur de poids moléculaire. La migration se
fait grace a un champ électrique de 120 volts pendant 30 min.

Apres migration, le gel est visualisé sous lumiére ultraviolette en présence de bromure
d’¢thidium (BET). Le BET est un produit intercalant qui se glisse entre les bases des acides

nucléiques et présente une fluorescence orange sous illumination par UV.

2.2.2 Etude du Polymorphisme N-acétyltransférase 2 par RFLP

L’analyse des alleles NAT2 a été effectuée selon la méthode développée par Bell et al
(1993). Une combinaison de réaction en chaine par polymérase (PCR) et de polymorphisme
de longueur des fragments de restriction (RFLP) a été appliquée pour étudier les alléles de
NAT2.

La technique RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) est basée sur le fait
que les polymorphismes d’ADN sont révélés par des modifications de coupure par les
endonucléases de restriction (polymorphisme de restriction). Ces variations se traduisent par
des différences de taille des fragments de digestion.

Pour la mise en évidence du polymorphisme NAT2, différentes enzymes de restriction
sont donc utilisées. L’allele NAT2*5 est mis en évidence par I’enzyme Kpnl qui permet
I’identification du site de restriction C481T, Dl’allele NAT2*6 est mis en évidence par
I’enzyme de restriction Taql qui permet 1’identification du site G590A. L’allele NAT2*7 est
identifi¢ par I’enzyme BamHI, qui met en évidence le site G857A alors que ’allele NAT2*14
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est mis en évidence par I’enzyme de restriction Mspl qui permet I’identification du site
GI191A.
a. Mise en évidence de I’alléle NAT2*5 et I’allele NAT2*14

*amplification du géne NAT2 (1109pb)

L’amplification d’un fragment de 1109pb par ’utilisation des amorces suivantes (5'-
CCATTGTGTTTTTACGTATT-3" et 5-GTATTTGATGTTTAGGATTTT-3") a été utilisé
pour la mise en évidence des alléles NAT2*5 et NAT2*14.

La PCR a été réalisée dans 50ul de mélange réactionnel contenant 250ng d'ADN,
0.4pmol/ul de chaque amorces, 200mmol/l de dNTPs, 2.5mmol/l MgCl2, 1X de tampon PCR
(20mmol/L Tris-HCI, pH8.4, 50mmol/L KCl) et 5 U de Taq polymérase d'ADN thermostable.

La réaction de 30 cycles se fait a 1'aide d'un thermocycleur programmable (biométra) en

respectant les étapes suivantes:

Etape 1 : dénaturation initiale a 94°C pendant 4 min
Etape 2 : dénaturation a 94°C pendant 30 s

Etape 3 : hybridation a 53°C pendant 30 s 30cycles
Etape 4 : ¢élongation a 72°C pendant 90 s

Etape 5 : élongation final a 72°C pendant 4 min.

L’amplification est contrélée par une électrophorése de 10ul de produit d’amplification
sur un gel d’agarose a 1%. Apres la migration éléctrophorétique, le gel est soumis aux rayons
UV permettant la visualisation des fragments amplifiés.

*Digestion par ’enzyme Kpnl pour la mise en évidence de I’allele NAT2*5

10ul de produit d’amplification de 1109pb est digéré dans un milieu réactionnel de

15ul. La réaction est incubée dans un bain marie pendant 3 heures a 65 °C.
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Tableau 7 : Composants du milieu réactionnel pour I’allele NAT2*S5.

Réactifs Concentration initiale Concentration finale
Enzyme Kpnl 20U/ul 5U /réaction
Tampon de I’enzyme Kpnl 10X 1X

H20 Qsp 15ul

*Digestion par ’enzyme Msp I pour la mise en évidence de I’alléle NAT2*14

Cette mise en ¢évidence utilise le méme produit d’amplification précedent de 1109pb

mais qui est digéré par ’enzyme Msp L.

La réaction ce fait dans un volume de 25ul avec 10ul du produit d’amplification et SU

d'enzyme de restriction. La réaction est incubée a 37°C, pendant une nuit.

Tableau 8 : Composants du milieu réactionnel pour I’allele NAT2*14.

Réactifs Concentration initiale Concentration finale
Enzyme Msp | 10U/ul 5U /réaction

Tampon de I’enzyme Msp [ 10X 1X

BSA 100X 1X

H20 Qsp 25ul

b. Mise en évidence de ’allele NAT2%6 et ’alléle NAT2*7
* Amplification du gene NAT2 (835pb)

L’amplification d’un fragment de 835pb en utilisant le couple d’amorces
(5’GATCACATTGTAAGAAGAAACCG 3’et S’ GGATGAAAGTATTTGATGTTTAGG3’),

a été utilisé pour la détermination des alleles NAT2*6 et NAT2*7 a la suite de digestions

enzymatiques.

250ng d’ADN sont amplifiés dans un volume réactionnel de 50ul avec 0.4pmol/pl de

chaque amorce, 200umol de dNTPs, 2U de taq polymérase, 1X de tampon taq polymérase

(50mmol Kcl, 20mmol Tris Hcl pH8.4) et 3.5mmol de Mgcl2.

35 cycles ont été réalisés dans un thermocycleur (Biométra) dont la premicre étape est

une dénaturation initiale a 94°C pendant 7min. Chaque cycle est constitu¢ d’une dénaturation

a 94°C pendant 1min, une hybridation a 60°C pendant 30 sec et une élongation a 72°C

pendant Imin. une élongation finale a 72°C pendant Smin cl6ture 1’amplification.
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L’amplification est contrdlée par une électrophorése de 10ul de produit d’amplification
sur un gel d’agarose a 1%. Apres la migration éléctrophorétique, le gel est soumis aux rayons
UV permettant la visualisation des fragments amplifiés.

*Digestion par ’enzyme Taql pour la mise en évidence de I’allele NAT2*6

L’allele NAT2*6 est mis en évidence par I’enzyme de restriction Taql qui permet

I’identification du site G590A. 15ul du produit d’amplification ont été digérés dans un
volume réactionnel de 40 pl.

Tableau 9 : Composants du milieu réactionnel pour I’allele NAT2*6.

Réactifs Concentration initiale Concentration finale
Enzyme Taql 20U/ul 5U /réaction

Tampon de I’enzyme Taql 10X 1X

BSA 100X 1X

H20 Qsp 40ul

La réaction est incubée dans un bain marie pendant 4 heures a 65 °C.
*Digestion par I’enzyme BamH]1 pour la mise en évidence de I’alléle NAT2*7
L’allele NAT2*7 est mis en évidence par I’enzyme de restriction BamHI qui identifie le
site polymorphe G857A. 10ul de produit d’amplification ont ét¢ digérés dans un volume
réactionnel de 25 pl.

Tableau 10 : Composants du milieu réactionnel pour I’alléle NAT2*7.

Réactifs Concentration initiale Concentration finale
Enzyme BamHI 10U/ul 2.5U /réaction
Tampon de I’enzyme BamHI | 10X 1X
BSA 100X 1X
H20 Qsp 25ul

La réaction est incubée a 37°C, pendant une nuit.

c. Electrophorése sur gel de polyacrylamide
Les produits de digestion sont déposés sur un gel d’acrylamide-bisacrylamide 29 :1 a
8% en paralléle avec un marqueur de poids moléculaire. Une fois le gel d'acrylamide préparé,
350 ul de persulfate d’ammonium a 10% et 50ul de TEMED sont ajouté au mélange en
dernier lieu. Le gel est ensuite immédiatement coulé entre des plaques de verre au moyen

d’une seringue. L’¢€lectrophorése est conduite en tampon 1X TBE (Tris 90mmol, acide
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borique 88mmol pH8.3, EDTA 2mmol) sous un courant de 150Volts. Apres migration, le gel

est visualisé sous lumiére ultraviolette en présence de bromure d’éthidium (BET).

2. Analyse statistique

L’¢tude de l’association entre le polymorphisme de délétion des génes GSTMI1 et
GSTT1 et le polymorphisme allélique du géene NAT2 et le carcinome hépatocellulaire a été
réalisé par une €étude statistique grace a 1’utilisation du logiciel IBM SPSS Statistics version
28.

L’analyse statistique commence par 1’établissement d’un tableau de contingence
comportant la répartition des patients et des témoins, porteurs et non porteurs de 1’allele testé.

Tableau 11 : Tableau de contingence.

Patients Témoins
Critéres présent a b
Critéres absent C d

Le Khi-deux x? a ét¢ établi afin de savoir si les différences de la répartition des
fréquences alléliques et génotypiques entre la population de patients et la population de
témoins sont significative ou non, sachant que ces différences sont considérées comme

significatives quand la valeur P est inférieure a 0.05.

A= W JMTET

N=a+b+c+d ddi=1

Le calcul de I’odds ratio (OR) avec intervalle de confiance a 95% (IC a 95%) a aussi
¢té effectué¢ et cela afin d’estimer 1’existence d’association entre les polymorphismes

¢tudiées et le carcinome hépatocellulaire. L'odds ratio se calcul par la formule suivante:

%_a*d
%_b*c
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- Si I’odds ratio (OR) est inférieur a 1 : I’association est négative et 1’alléle confere
une protection contre la maladie.

- Si ’odds ratio (OR) est supérieur a 1 : I’association est positive et 1’allele confere
une prédisposition a la maladie. Le risque de développer la maladie est d’autant plus élevé
que le OR est élevé.

- Si OR est égal al : I’all¢le est neutre. L’all¢le aurait le méme réle pour les cas et les
témoins.

L’intervalle de confiance permet de donner un degré de certitude et de précision de
I’estimation de I’odds ration auquel il est associé. Il est d’autant plus étroit que I’estimation

du OR est précise.

i .
E‘rﬂﬁﬁiﬁmm

L

e berne | of Beswe 2

Tr— e,

By

L’intervalle de confiance pour le OR est obtenu par transformation exponentielle des

bornes ainsi calculées.
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1. Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée

L’analyse des polymorphismes des génes GSTM1, GSTT1 et NAT2 a été effectué¢ sur
132 patients présentant un carcinome hépatocellulaire (CHC), dont 110 hommes et 22
femmes et 141 témoins avec 111 hommes et 30 femmes. Le tableau 12 résume les

caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée.

Tableau 12 : Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée.

Variables Patients Controles OR(IC a 95%)* P value
n=132(%) n=141(%)

Le sexe

homme 110(83.33) 111(78.72) 1.0

Femme 22(16.67) 30(21.28) 0.74(0.40-1.36) 0.333

Age (années)

moyenne + ET 63.1+£9.53 61.6+10.88

<40 03(2.27) 07(4.96) 1.0

40-60 52(39.39) 46(32.62) 2.64(0.64-10.80) 0.167
>60 77(58.33) 88(62.41) 2.04(0.51-8.17) 0.306
Tabac

Non-fumeurs 45(34.09) 69(48.94) 1.0

Fumeurs 87(65.91) 72(51.06) 1.85(1.14-3.02) 0.013*

Consommation d’alcool
Negative 103(78.03) 113(80.14) 1.0
Positive 29(21.97) 28(19.86) 1.14(0.63-2.04) 0.669

?0OR ajusté en fonction de 1’age, du sexe, du tabagisme et de la consommation d’alcool;

ET:écart type ; *P<0.05

La répartition des patients en fonction du sexe montre une prédominance du sexe
masculin avec 83.33% d’homme patients par rapport a seulement 16.67% de patients de
sexe féminin. Le sexe ratio est égal a 5.

La répartition en fonction de I’age montre que le nombre de patient augmente avec
I’age avec une majorité de patients ayant plus de 60 ans (58.33%) et trés peu avec un age
inférieur a 40 ans (2.27%). L'age moyen des patients et des témoins était respectivement de

63.10+9.532 ans et 61.60 = 10.879 ans.
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La répartition des sujets selon les facteurs étiologiques étudiés a savoir le tabac et
I’alcool montre que la population de patients présente plus de fumeurs que la population de
témoins avec 51.06% de fumeurs chez les témoins et 65.91% chez les patients. Le calcul du
OR avec son IC a 95% en considérant les non-fumeurs comme référence montre une
association entre ce facteur et le risque d’apparition du cancer hépatocellulaire (OR = 1.85,

IC 4 95% 1.14-3.02, p=0.013).

Concernant, la répartition en fonction de la consommation d’alcool, 19.86% des
témoins étaient consommateur d’alcool par rapport a 21.97% chez les patients. La valeur
du OR correspondante ne montre pas d’association significative de ce facteur avec le risque

d’apparition de ce cancer (p>0.05) (Tableau 12).

2. Analyse du polymorphisme des génes GSTM1 et GSTT1

La figure 21 montre un profil sur gel d’agarose des résultats d’'une PCR multiplex ou
sont amplifiés, simultanément le gene GSTM1 dont la taille est de 215 paires de base (pb),
le géne GSTT1, dont la taille est de 480pb et le géne de 1’albumine dont la taille est de 380
pb et qui sert de contrdle interne de la PCR. La bande représentative du gene de l'albumine
sera présente dans tous les profils de migration.

Les délétions homozygotes GSTMI1 et GSTT1 sont caractérisées par une
absence totale de bandes correspondantes a 1’amplification. Les délétions
hétérozygotes ne sont pas mises en évidence.

Le Tableau 13 présente la distribution des fréquences génotypiques de GSTM1 (non
nul et nul), GSTT1 (non nul et nul) avec les OR correspondants et les IC a 95 %.

Nos résultats montrent que le génotype GSTM1 nul est plus fréquent chez les patients
que chez les témoins puisqu’il est retrouvé avec une fréquence de 63.6 % chez les patients
ayant un carcinome hépatocellulaire (CHC) contre 48.23% chez les témoins. Cette

différence était significative (p=0.011).
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GSTT1(480pb)

Albumine(380)
GSTM1 215bp

Figure 21: Profil de PCR multiplex des génes GSTT1 (480 pb), GSTM1 (215 pb) et
I’Alb (380 pb).

1 : GSTM1+ /GSTTI+.

2: GSTMI1nul, GSTT1+.
3,4 : GSTMI1+, GSTTlnul.
5:GSTMI1 nul, GSTT1nul.

M : marqueur de poids moléculaire de ' ADN.
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Le calcul du OR montre une association entre le GSTM1 nul et le risque de développer
un CHC (OR =1.88, IC a 95% 1.16-3.05, p<0.05).

Concernant le génotype GSTTI1 nul, il a été trouvé a une fréquence de 29.5% des
patients ayant un CHC par rapport a 35.5% chez les témoins. Cette différence était non
significative. Le calcul du OR montre que ce génotype ne présente aucune association avec

le risque d’apparition du CHC (OR=0.76, IC a 95% 0.46-1.27, p>0.05).

Tableau 13 : Distribution des génotypes GSTM1 et GSTT1 chez les témoins et les

patients.
Génotypes Patients Controles OR (IC 2 95%) P value
n=132(%) n=141(%)

GSTM1

Present 48(36.4) 73(51.77) 1.0

Nul 84(63.6) 68(48.23) 1.88(1.16-3.05) 0.011*
GSTT1

Present 93(70.5) 91(64.50) 1.0

Nul 39(29.5) 50(35.50) 0.76(0.46-1.27) 0.298

*P<0.05.

Les ORs associés aux génotypes GSTMI et GSTTI ont été ajustés pour la
consommation de tabac et sont représentés dans le Tableau 14.

Une augmentation du risque a été observée chez les fumeurs porteurs du génotype
GSTMI1 nul par rapport aux non-fumeurs, puisque le OR est plus important chez les
fumeurs GSTM1 nul (OR=2, IC a 95% 1.05-3.8, p=0.034).

Tableau 14 : Risque de CHC associé aux GSTM1 et le statut tabagique.

Génotypes Patients/Controles OR (IC 2 95%)* P value

Non-fumeurs GSTM1

Present 19/37 1.0
Nul 26/32 1.58 (0.74-3.38) 0.236
fumeurs GSTM1
Present 29/36 1.0
Nul 58/36 2.00 (1.05-3.8) 0.034*

20R ajusté pour la consommation de tabac. *P<0.05.
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3. Analyse du polymorphisme de géne NAT2

Le géne NAT2 présente plusieurs formes alléliques caractérisées par une ou plusieurs
substitutions nucléotidiques. Parmi ces différents alléles, certains sont associés a une
activité diminuée, définissant les acétyleurs lents, qui sont alors soit homozygotes, soit
double hétérozygotes pour un des alléles lents. Les alléles lents sont NAT2*5, NAT2*6,
NAT2*7 et NAT2*14. L’alléle de référence ou allele sauvage est I’allele NAT2*4. (Grant
et al. 1997).

Apres I’amplification du gene NAT2 en utilisant des couples d’amorces spécifiques
selon 1’allele étudié, ces produits d’amplification sont digérés par des enzymes de restriction
spécifique révélant les alleles de NAT2.

Le Tableau 15 présente, pour chaque allele, la taille du produit d’amplification,

I’enzyme de restriction utilisée et la taille des produits de digestion.

Tableau 15 : Taille des produits d’amplification et de digestion de chaque alléle NAT?2.

Alléles mutation Enzymes de  Taille de Produits générés (pb)
NAT2 restrictions I’amplicon Sauvage muté

(pb)
NAT2*5  481(C—>T)  Kpnl 1109 593pb +516pb 1109pb
NAT2*6  590(G—A) Taql 835 243+226+196+170 396+243+196
NAT2*7  857(G—A) BamHI 835 689+146 835pb
NAT2*14 191(G—A) Mspl 1109 618+209+189+93 618+282+209

a. L’alléle NAT2*5

L’amplification du gene NAT2 donne un fragment de 1109pb qui contient un site de
restriction polymorphe pour I’enzyme Kpnl.

Le profil de digestion des individus porteurs de 1’alléle sauvage est caractérisé par la
présence du site de digestion, donnant naissance a deux fragments dont la taille est de
593pb et 516pb. Les individus porteurs de 1’allele NAT2*5 sont caractérisés par 1’abolition
du site de restriction. Le génotype NAT2*5/5 est objectivé par un seul fragment de 1109pb
alors que I’hétérozygote a trois fragments : 1109pb, 593pb et 516pb.
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Le Tableau 16 montre les fréquences génotypiques pour le polymorphisme NAT2*5.
La fréquence de I’allele NAT2*5 est de 36.74% chez les patients et 32.27 % chez les
témoins. Cette différence est non significative. La valeur du OR ne montre pas la présence
d’une association significative  entre cet allele et [’augmentation du risque de

développement du carcinome hépatocellulaire (OR=1.22, IC a 95% 0.74-2.00).

Tableau 16 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme NAT2*5.

PATIENTS TEMOINS P OR
(IC 95%)
Nm:bre Fréquence Nombre Fréquence
% N %
NAT2*5/5 29 21.97 24 17.02
NAT2*5/+ 39 29.55 43 30.50
NAT2*+/+ 64 48.48 74 52.48
Alléle 36.74% 32.27% 0.517 1.22 (0.74-2.00)
NAT2*5

b. L’alléle NAT2*6

L’amplification du géne NAT2 en utilisant le couple d’amorces (G5, G3) génére un
fragment de 835pb. Ce produit d’amplification contient 3 sites de restriction de I’enzyme
Taql, deux sites constants et un site polymorphe en position 590 pb selon la présence ou de

I’absence de la substitution de la base G en A.
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1 et 3 : NAT2*6/+
2et5: NAT2*+/+
4 : NAT2*6/*6

6 : ADN non digéré
M : marqueur PM.

Figure 22: Profil de digestion de I’enzyme Taq]l.
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Les individus porteurs de 1’alléle sauvage s’accompagne de l'apparition du site de

restriction, alors que les individus porteur de I’alléele NAT2*6 s’accompagne d’une perte du

site de restriction tel que le montre la Figure 22 représentative du profil de digestion de

I’enzyme Taql. Le nombre et la taille des fragments de digestion nous renseignent sur le

génotype homozygote ou hétérozygote de I’individu.

La présence du génotype sauvage (NAT2*+/+) est objectivée par la présence des 4
fragments de 243pb, 226pb, 196pb et 170pb. Le génotype NAT2*6/6 est caractérisé par 3
fragments de 396pb, 243pb et 196pb, alors que les hétérozygotes NAT2*6/+ présentent les 5
fragments : 396pb, 243pb, 226pb, 196pb et 170pb.

Tableau 17 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme NAT2*6.

PATIENTS TEMOINS P OR
(IC 95%)
Nombre Fréquence Nombre Fréquence
n % N %
NAT2*6/6 38 28.79 31 21.99
NAT2*6/+ 28 21.21 33 23.40
NAT2*+/+ 66 50 77 54.61
Alléle 39.39 % 33.69 % 0.404 | 1.27(0.78-2.08)
NAT2*6

Le génotype homozygote NAT2*6/6 étaient plus fréquents chez les patients (28.79%)

que chez les témoins (21.99%). Les fréquences de 1’allele NAT2*6 chez les témoins et chez

les patients, ne montrent pas une différence statistiquement significative (Tableau 17).

La valeur du OR ne montre pas une grande association entre cet alléle et

I’augmentation du risque de développement du CHC (OR= 1.27, IC a 95% 0.78-2.08).

c. L’allele NAT2*7

Le méme fragment de 835pb est utilisé pour la mise en évidence de I’allele NAT2*7 par

une digestion enzymatique par 1’utilisation de I’enzyme BamHI.

Les individus ayant le génotype sauvage sont caractérisés par la présence du site de

digestion générant deux fragments de 689pb et 146pb. Les individus porteurs de 1’allele

NAT2*7 a I’état homozygote ne présenterons qu’un fragment de 835pb puisqu’ils présentent
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une abolition du site de restriction. Les individus hétérozygotes auront les trois fragments de

835pb, 689pb et 146pb.

D’apres les résultats portés dans le Tableau 18 le génotype NAT2*7/7 était absent
aussi bien chez les patients que chez les témoins. La fréquence de cet all¢le était par ailleurs
faible avec seulement 3.03% chez les patients et 3.55% chez les témoins. Cette différence
¢tait non significative. Aucune association entre cet alléle et ’augmentation de la
susceptibilité d’apparition du carcinome hépatocellulaire.

La valeur du OR (OR=0.855 IC a 95% 0.22-3.24) suggere que cet allele aurait plutot

un effet protecteur.

Tableau 18 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme NAT2*7.

PATIENTS TEMOINS P OR
(IC 95%)
Nombre Fréquence Nombre Fréquence

n % N %
NAT2*7/7 00 00 00 00
NAT2*7/+ 08 6.06 10 7.09
NAT2*+/+ 124 93.94 131 92.91

Allele 3.03 % 3.55 % 1 | 0.85(0.22-3.24)
NAT2*7

d. L’alleéle NAT2*14

Le produit d’amplification de 1109pb du géne NAT2 est aussi utilisé pour la mise en
¢évidence de 1’allele NAT2*14 par I'utilisation de I’enzyme Msp I. Ce fragment présente un
site constant et un site polymorphe en position 191pb par la substitution de la base G en la
base A.

Les individus porteurs de I’all¢le sauvage (+) présentent le site de restriction, en
comparaison aux individus porteurs de I’allele NAT2*14 chez qui le site est absent.

Les individus avec le génotype +/+ présentent un profil avec quatre fragments de
digestion de 618pb, 209pb, 189pb et 93pb. Les individus porteurs du génotype
NAT2*14/14 présentent trois fragments de 618pb, 282pb et 209pb, alors que les
hétérozygotes NAT2*14/+ auront donc les cinq fragments de 618pb, 282pb, 209pb, 189pb
et 93pb.
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La fréquence du génotype NAT2*14/14 étaient pratiquement similaire chez les témoins
et les patients avec 8.33% chez les patients et 8.51% chez les témoins.

La fréquence de I’allele NAT2*14 chez les patients ayant un carcinome hépatocellulaire
étaient de 12.50%, alors qu’elles étaient de 12.77% chez les témoins. Cette 1égere différence

¢tait statistiquement non significative (p>0.05) (Tableaul9).

Tableau 19 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme NAT2*14.

PATIENTS TEMOINS P OR
(IC 95%)
Nombre Fréquence Nombre Fréquence
n % n %

NAT2*14/14 11 8.33 12 8.51
NAT2*14/+ 11 8.33 12 8.51

NAT2*+/+ 110 83.33 117 82.98

Alléle 12.50% 12.77% 1 1.00(0.49-2.04)
NAT2*14

e. Analyse des associations génotypiques entre les alleles NAT2, ainsi que le
phénotype acétyleur lent
Les fréquences des génotypes associ¢es aux différents alleles étudiés du géne NAT2
chez les patients et les témoins sont représentées dans le Tableau 20.
La fréquence des associations génotypiques NAT2*5/6, NAT2*5/7, NAT2*5/14,
NAT2*6/7, NAT2*6/14 et NAT2*7/14 associées a un phénotype d’acétyleurs lents n’était pas

significativement différente entre nos patients et nos témoins.

75




Résultats

Tableau 20 : Les fréquences des associations génotypiques avec les alléles NAT2*5,
NAT2%6, NAT2*7, NAT2*14.

Patients Controles
132 141
Génotype n (%) n (%) P value
NAT2*5/6 15 (11.36) 19 (13.47) NS
NAT2*5/7 6 (4.55) 4(2.84) NS
NAT2%5/14 10 (7.58) 3(2.13) NS
NAT2*6/7 2 (1.52) 3(2.13) NS
NAT2*6/14 1(0.76) 3(2.13) NS
NAT2*7/14 0 (0.00) 1(0.71) NS

NS : non significative.

Cependant, la prise en considération de tous les individus ayant un phénotype acétyleur

lent représenté par les alleles NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 a I'é¢tat homozygote et

a I’état double hétérozygote montre une différence statistiquement significative (P<0.05) entre

les patients et les témoins, puisque les acétyleurs lents sont présent & une fréquence de

84.85% chez les patients, par rapport a 70.92% chez les témoins (Tableau 20).

Le calcul du OR témoigne d’une augmentation du risque de développer un CHC chez

les sujets porteurs du phénotype acétyleur lent (OR = 2.30, IC a 95% 1.26-4.18, p <0.01).

Tableau 21 : Distribution du phénotype NAT2 acétyleur lent dans notre population et

calcul du OR

NAT2 Patients (%) Controles (%) OR (IC 2 95%) P value
phénotype (N=132) (N=141)

Acétyleur rapide 20(15.15) 41(29.08) 1.0

Acétyleur lent 112(84.85) 100(70.92) 2.30(1.26-4.18) 0.006**

*P<0,05.**P<0,01.
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Le phénotype d’acétyleur lent est accompagné a l'échelle enzymatique par une
réduction de l'activité enzymatique. L’exposition aux xénobiotiques notamment le tabac,
favorise I’accumulation des métabolites dans la cellule, pouvant entrainer ainsi la formation
de liaison avec les macromolécules tel que 'ADN et générer des mutations cancérigénes.

Nous avons donc effectué 1’analyse conjointe des effets du tabac et de la présence du
phénotype d’acétyleur lent sur le risque de développement du carcinome hépatocellulaire
(CHC) et sont représentés dans le Tableau 22.

Une augmentation du risque a été observée chez les fumeurs porteurs du phénotype
d’acétyleur lent NAT?2 par rapport aux non-fumeurs, puisque le OR est plus important chez
les fumeurs (OR=2.55 IC a 95%1.22-5.34) que chez les non-fumeurs (OR=2.42, IC a 95%
0.82-7.15).

Tableau 22 : Calcul du OR pour les acétyleurs lent associé au statut tabagique.

Génotypes Patients/Controles OR (IC a2 95%)* P value
NAT2

Non Acetyleur rapide 05/16 1.0

fumeurs Acetyleur lent 40/53 2.42 (0.82-7.15) 0.105
NAT2

Fumeurs Acetyleur rapide 15/25 1.0
Acetyleur lent 72/47 2.55 (1.22-5.34) 0.012*

20R ajusté pour la consommation de tabac. ; *P<0,05.**P<0,01.

4. Analyse des interactions entre les génes GSTM1, GSTT1 et le phénotype

acétyleur lent

Les résultats de 1'analyse de l'interaction géne-gene sont répertoriés dans le Tableau 23.

A travers nos résultats,

il apparait que seul la combinaison GSTMI1 nul/acétyleur lent

présente une différence significative entre les patients et les témoins avec 55.30% chez les

patients et seulement 35.46% chez les témoins. Les autres associations ne présentaient pas de

différences significatives entre les deux populations.

La valeur du OR calculé¢ montre que la combinaison GSTM1 nul/acétyleur lent est

fortement associée au risque de CHC (OR=2.27, IC a 95% 1.29-4.01, p=0.005).
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Tableau 23 : Effet de l'interaction entre GSTM1, GSTT1 nul et les acétyleurs lent
sur le développement du CHC.

Fréquence Fréquence OR(IC a2 95%) P value
Combinaison génotypique Patients Témoins

(%) (%)
GSTMI1nul/ acétyleur lent 55.30 35.46 2.27(1.29-4.01) 0.005**
GSTM1nul/GSTT1nul 15.91 15.60 1.00(0.47-2.13) 1.000
GSTTl1nul/acétyleur lent 23.48 25.53 0.85(0.45-1.62) 0.623

*#P<0.01.
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Discussion

De plus en plus d’études indiquent une combinaison de facteurs environnementaux et
une susceptibilité génétique comme parametres majeurs déterminants pour le
développement de plusieurs formes de cancer dont le cancer de la vessie, sein et
hépatocellulaire.

Dans ce contexte, le polymorphisme génétique affectant les enzymes du métabolisme
des xénobiotiques semble étre un des facteurs génétiques des plus pertinents dans la
sensibilité¢ individuelle au risque d’apparition du cancer par défaut de détoxication
enzymatique.

Nous rapportons par cette étude et pour la premiére fois, la répartition des
polymorphismes génétiques de trois genes d’enzymes de la phase II de détoxication des
xénobiotiques (NAT2, GSTM1, GSTT1) et leur impact sur la susceptibilité¢ a développer un
carcinome hépatocellulaire (CHC) dans la population algérienne, en recherchant 1’effet de la
consommation du tabac sur le risque d’apparition de ce cancer.

Le carcinome hépatocellulaire faisant 1’objectif de notre étude représente le type le
plus fréquent de tumeur primitive du foie (Papoulas et Theocharis 2009). Les
caractéristiques ¢épidémiologiques de notre population d’étude montrent que notre
¢chantillon est caractérisé par une prédominance de patients de sexe masculin (83.33%)
dont I’age est supérieur a 60 ans. Ce résultat est en accord avec ce qui a été rapporté dans la
littérature (De Sanctis et al. 2020; Llovet et al. 2003).

La différence de la répartition en fonction du sexe est concordant avec d'autres
données d'enquéte et elle peut étre liée au mode de vie, car les hommes sont, de par leurs
professions, plus exposés aux toxines que les femmes. L’exposition au tabac est aussi plus
importante, sachant que le tabac multiplie le risque par deux ou trois le risque au cancer
hépatocellulaire (Fattovich et al. 2004). Nos patients étaient par ailleurs majoritairement
fumeurs.

D’autres études (De Sanctis et al. 2020) ont expliqué cette prédominance masculine par

une association au statut hormonal pouvant avoir un effet protecteur chez la femme.

Selon nos résultats, 1’age ne peut étre considéré comme un facteur de risque pour le
développement du CHC dans notre population d’étude (p>0.05). Cependant la tranche d’age
la plus représenté est celle de 60 ans et plus. Ceci peut s’expliqué par un diagnostic tardif et
une ¢évolution sur un mode silencieux pendant une longue période. Les symptomes
apparaissent tardivement et a un stade avancé de la tumeur et souvent peu spécifique du

cancer lui-méme.
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Concernant le tabac, nos résultats montrent qu’il s’agit d’un facteur de risque pour le
carcinome hépatocellulaire (OR=1.85, IC a 95% 1.14-3.02, p=0.013).Ceci est cohérent avec
les résultats de Trichopoulo et al(2011) d'Asim et al (2010), et de Franceschi et al (2006),
et constituant ainsi I’un des principaux facteurs étiologique du CHC, avec le VHB et le
VHC.

Ceci peut s’expliqué par le fait que la cigarette contient plusieurs produits chimiques
cancérigénes pouvant &tre métabolisés et activés, formant ainsi des adduits a I’ADN (Wang
et al. 1998; Staretz et al. 1997). Une forte corrélation entre le CHC et les adduits d'ADN
formés a la suite des hydrocarbures aromatiques polycycliques a ét¢ démontré (Chen et al.
2002).

En revanche, une absence d’association entre le tabac et le CHC a été signalé dans
plusieurs travaux de recherches (Gelatti et al. 2005; Hadziyannis et al. 1995; Tanaka et al.
1992).

Par ailleurs, dans notre étude, la consommation d'alcool n'était pas significativement
corrélée au risque d’apparition du CHC (p=0.669). Ce résultat est en contradiction avec les
résultats d'Asim et al (2010) et de Sakamoto et al (2006) qui considérent que ’alcool est un

facteur de risque important dans 1’étiologie du cancer hépatique.

Les enzymes de la phase II de détoxication et particulierement les GST et NAT2 ont
un rble trés important dans la biotransformation des substances xénobiotiques et
cancérigenes. De nombreuses recherches suggerent que leurs polymorphismes seraient liés
a un déficit total ou partiel conduisant a un défaut de détoxication a effet génotoxique,
favorisant ainsi I’apparition de cancer (Autrup 2000).

Les délétions homozygotes de GSTM1 et GSTT1 ont été associées a une réduction de la

fonction de détoxication et a une susceptibilité accrue au cancer (Li et al. 2012).

Les résultats de l'analyse génotypique montrent que la délétion homozygote de GSTM1
¢tait plus fréquente chez les patients (63.6%) que chez les témoins (48.23%) avec une
association entre ce génotype et un risque d’apparition du CHC (OR = 1.88, IC a 95% 1.16-
3.05, p=0.011). Des associations similaires ont également ¢té décrites dans les populations
asiatiques (Li et al. 2019; Asim et al. 2010; Wang et al. 2010; Dai Long et al. 2006), mais peu
ou pas d'associations ont été signalées pour les populations brésiliennes, caucasiennes et
africaines (Ferreira et al. 2021; Li et al. 2019; Wang et al. 2010; Ladero et al. 2006).

Des ¢études sur d'autres types de cancer ont également rapporté des associations

positives entre le polymorphisme de délétion de GSTMI1 et un risque accru de cancer
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colorectal dans la population brésilienne (Rodrigues-Fleming et al. 2018), du cancer de la
vessie dans la population mongole (Avirmed et al. 2021), et le cancer du sein dans la
population de Mizoram (Kimi et al. 2016).

Par contre, le polymorphisme de dé¢létion de GSTTI ne montre pas de différence
significative entre les patients et les contrdles, sans association avec le risque de CHC. Ceci
corrobore les résultats trouvés dans les populations asiatiques (Li et al. 2012; Asim et al.
2010), contrairement aux résultats trouvés dans les populations brésiliennes et italiennes qui
montre que le génotype GSTT1 nul augmenterait le risque d’apparition du CHC (Araujo et al.
2021; Boccia et al. 2015).

Une méta-analyse combinant les résultats de 46 études, incluant 6124 cas et 9781
témoins, établie par Li et ces collaborateurs en 2019 a rapporté que les génotypes GSTMI nul
GSTT1 nul étaient corrélés a une augmentation du risque d’apparition du carcinome
hépatocellulaire (OR = 1.37, IC a 95% 1.18-1.59 pour le génotype GSTM1 nul et OR = 1.43,
IC 2 95% 1.23-1.66 pour le génotype GSTT1 nul).

L'analyse des sous-groupes a montré que cette association serait plus évidente dans les
groupes ethniques asiatiques que dans les groupes caucasiens ou africains. Ceci est en accord
avec nos résultats ou on ne retrouve pas 1’association entre GSTT1 nul et le risque de CHC.
Ces données différents d’une population a une autre confirme que les fréquences du
polymorphisme de délétion des genes GSTMI1 et GSTT1 varient remarquablement selon
I’origine ethnique (Wang et al. 2010).

Ces larges différences dans la prévalence de ces polymorphismes de détoxication
décrites dans plusieurs groupes ethniques, influenceraient la susceptibilité au cancer, par
des modifications de I’activité de I’enzyme sur les carcinogénes environnementaux.

En effet, la gluthation-S-transférase, détoxifie des carcinogénes, y compris ceux de la
fumée de tabac, un role étiologique du tabagisme dans le CHC a donc été suggéré dans
plusieurs travaux de recherches (Wang et al. 1998; Staretz et al. 1997), démontrant une
association entre 1’augmentation du risque de développer le CHC, le génotype GSTM1 nul
et le statut fumeurs. Nos résultats sont en accord avec ces recherches et confirment cette
relation vu I’existence d’un lien direct entre le génotype de GSTMI1 nul et I'augmentation
du risque de CHC chez les fumeurs (OR = 2.0, IC a 95% 1.05-3.8, p=0.034).

Cependant, I'association du tabagisme avec le CHC n'est pas toujours clairement établie
puisque plusieurs études menées sur le cancer du CHC n'ont trouvé aucune association entre
la délétion de GSTMI et le statut tabagique (Gelatti et al. 2005; Munaka et al. 2003; Yu et al.
1999).
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Cette incohérence dans les résultats est probablement due a des différences dans les
populations étudiées, des antécédents génétiques, 1'ethnicité et la variation géographique, ainsi

que dans les environnements sociaux et de santé¢ (Wang et al. 2010; Wild et Hall 2000).

La N-acétyltransferase intervenant dans la phase II de détoxication, est responsable du
métabolisme des xénobiotiques, et des substances carcinogeénes dont celles présentent dans le
tabac. Certains polymorphismes sont associés sur le plan enzymatique a un défaut de
détoxication a pouvoir génotoxique, pouvant conduire a 1’apparition du cancer.

Le géne NAT2 présente plusieurs formes alleliques caractérisées par une ou plusieurs
substitutions nucléotidiques. Parmi ces différents alléles, certains sont associés a une
activité normale de I’enzyme, alors que d’autres sont associés a une activité réduite. Selon
la combinaison allélique, les humains présentent trois phénotypes différents caractérisant
I’activité enzymatique de NAT2. On parle des acétyleurs rapides, intermédiaires et
acétyleurs lents selon qu’ils possédaient ou non, a I’état homozygote ou a 1’état
hétérozygote d’un des alleles NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 (Agundez et
Garcia-Martin ~ 2018; Agundez et al. 1996). Les acétyleurs lents sont alors soit
homozygotes soit double hétérozygotes pour un des alléles précédents.

Ces dernicres années, ces polymorphismes ont fait I’objet d’importantes recherches.
Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a la répartition des alleles NAT2*5,
NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 qui ont été retrouvés respectivement avec des fréquences
de 32.27%, 33.69%, 3.55% et 12.77% dans la population témoin. Ces all¢les étaient
présents avec les fréquences de 45.8%, 26.6%, 1.93% et 0% dans la population
caucasiennes (Sabbagh et al. 2008) démontrant ainsi les différences des distributions
alléliques selon 1’origine ethnique.

Selon les fréquences enregistrés dans la littérature, les alleles NAT2*5 et NAT2*6
comptent parmi les plus fréquents dans le monde. L’allele NAT2*7 semble étre spécifique
de la population asiatique et I’allele NAT2*14 de la population africaine avec un gradient
allant de I’Est vers 1’Ouest (avec 19% en Guinée-Bissau, 3 % au Soudan et 1’absence totale
de cet allele en Somalie) (Cavaco et al. 2003; Garte et al. 2001; Lin et al. 1994). D’apres
nos résultats les alleles NAT2*5 et NAT2*6 sont aussi les plus fréquents. Par ailleurs,
I’allele NAT2*7 était tres peu représenté dans notre population témoin et I’alléle NAT2*14
qualifi¢ d’allele rare, puisqu’il est non détecté dans les populations Caucasiennes,
américaines et Indiennes (Umamaheswaran et al. 2014; Sabbagh et al. 2008), il est

rencontré avec une fréquence de 12.77% dans notre population témoin.
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Le calcul de I’odds ratio n’a montré aucune association entre les alléles NAT2*5,
NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 et le carcinome hépatocellulaire. Ce méme résultat a aussi
¢té obtenu sur la population égyptienne pour le cancer de la vessie ou aucun allele NAT2
n’a présenté une association avec le risque d’apparition du cancer de la vessie, méme en
prenant en considération le statut fumeur (Saleh et al. 2019). Une association
statistiquement significative est par ailleurs retrouvée entre les alleles NAT2*5 et NAT2*6
et le cancer de la vessie dans la population algérienne, que ce soit chez les patients
hétérozygotes (OR = 2.36, IC a 95% 1.44-3.86 et OR = 2.58, IC a 95% 1.52- 4.37
respectivement) ou chez les patients mutants homozygotes (OR = 2.54, IC 4 95% 1.47- 4.38
et OR = 2.67,IC a 95% 1.62- 4.40 respectivement) (Ribouh-Arras et al. 2019). Une autre
¢tude a montré que 1’allele NAT2*5 était fortement incriminée dans la survenue du cancer
du sein en particuliers chez les sujets fumeurs. Ceci confirme qu'une réduction de 1’activité
enzymatique et une exposition au tabac augmentent les risques au cancer (van der Hel et al.
2003).

En revanche, des études menées sur un groupe de patients atteints de cancer du cerveau
a Taiwan ont montré que certains types de cancers cérébraux (les astrocytomes et les
glioblastomes) sont plus fréquents chez les porteurs de 1'allele NAT2*7 (Liu et al. 2008).

En ce qui concerne les génotypes, nos résultats ne montrent pas d’associations
particuliéres avec le risque d’apparition du carcinome hépatocellulaire. Par ailleurs, nous
avons trouvés que le génotype NAT2*7/NAT2*7 était complétement absent chez les patients
et chez les témoins. Ceci indique un phénomene de sélection de 1’hétérozygosis.

Concernant le phénotype d’acétyleur lent, elle présente aussi d’importante variation
selon les groupes ethniques. Nos résultats montrent que ce phénotype est présent a une
fréquence de 70.92% dans la population témoin, Cette fréquence ce rapproche de celle
retrouvés dans la population marocaine (72.39%) et éthiopienne (73.6%). Au contraire ce
phénotype est moins fréquents (moins de 10%) dans la plupart des populations asiatiques
(Aklillu et al. 2018; Guaoua et al. 2014).

Dans notre population, la distribution entre la population de témoins et de patients
montre que les acétyleurs lents sont plus fréquent chez les patients (84.8%) que chez les
témoins (70.9%) et sont associés a une augmentation du risque d’apparition du CHC (OR=
2.30, IC a 95% 1.26-4.18, P=0.006). Ce résultat confirme les résultats de plusieurs études
similaires (Obada et al. 2016; Zhang et al. 2012; Farker et al. 2003).
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Une méta-analyse de 54 études cas-témoins a montré que les génotypes associés a une
acétylation lente étaient corrélé au risque de développer un cancer de la vessie, en particulier
chez les Caucasiens et les asiatiques fumeurs ou non-fumeurs (Song et al. 2020). Cela
témoigne que la capacité réduite des acétyleurs lents a détoxiquer les carcinogenes,
notamment ceux présents dans le tabac, les exposes a un risque plus élevé de développer ce

cancer par la formation d’adduits a I’ADN (Farker et al. 2003; Agundez et al. 1996).

La prise en considération du statut tabagique (Tableau 22) montre une augmentation du
risque chez les fumeurs porteurs du phénotype d’acétyleur lent par rapport aux non-fumeurs
¢tant donné que la valeur du OR est plus importante chez les fumeurs (OR=2.55 IC a 95%
1.22-5.34, p=0.012) que chez les non-fumeurs (OR=2.42, IC a 95% 0.82-7.15, p=0.105). Ces
mémes observations ont aussi été faites avec le cancer de la vessie (Avirmed et al. 2021),
mais ne semble pas s’appliquer au cancer du sein (Kocabas et al. 2004). Cette différence de
résultats pourrait €tre liée a la variation ethnique.

Au contraire, d'autres ¢études ont montré que ce sont les acétyleurs rapides qui
augmenteraient le risque de développer le cancer, notamment le carcinome hépatocellulaire
(Huang et al. 2003), et le cancer de la prostate chez les fumeurs dans la population indienne
(Srivastava et Mittal 2005), vu leur role dans ’activation des procarcinogenes tels que les
amines hétérocycliques.

Cette divergence sur le role du polymorphisme de NAT2 dans le CHC pourrait
s'expliquer par le fait que le polymorphisme de NAT2 est engagé dans différentes voies
métaboliques de diverses amines aromatiques (Gelatti et al. 2005). D’autre part 1’origine
ethnique différentes et la variabilit¢ de la nature des carcinogénes auxquels les populations

sont exposées sont aussi fortement impliqués (Zhang et al. 2005).
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Conclusion et perspectives

Le carcinome hépatocellulaire est un cancer dont 1’incidence ne cesse d’augmenter ces
derniéres années. Son étiologie multifactorielle résulte d’effets combinés entre facteurs
viraux, génétiques et environnementaux.

Notre étude avait pour but 1’é¢tude des polymorphismes génétiques des enzymes de
détoxication des xénobiotiques de la phase II a savoir la gluthation-S-transférase et le N-
acétyltransférase, afin de déterminer 1’existence d’éventuel relation entre ces enzymes et le
risque d’apparition du carcinome hépatocellulaire dans notre population algérienne. Certains
polymorphismes sont associés a un déficit fonctionnel et a un défaut de détoxication des
substances carcinogeénes dont I’accumulation est responsable de 1’effet génotoxique favorisant
I’apparition du cancer.

Notre travail montre que le polymorphisme de délétion du géne GSTM1 provoquant
I’absence total de la gluthation-S-transférase est associé¢ au risque d’apparition du CHC. De
méme que la présence du phénotype d’acétyleur lent associ¢ a une faible activité de la N-
acétyltransférase et représentatif du profil d’acétylation le plus présent dans notre population
(70.9%) est aussi associé a une augmentation de la susceptibilit¢é au carcinome
hépatocellulaire.

L’association de ces polymorphismes avec les substances du tabac, augmentent
nettement le risque de susceptibilité a ce carcinome. L’¢élimination des produits carcinogenes
tel que les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les amines aromatiques, largement
présents dans la fumée de cigarette devient difficile en raison du déficit fonctionnel des
enzymes du métabolisme des xénobiotiques

La connaissance des profils génotypiques des enzymes de biotransformation
caractéristique de notre population algérienne nous a permis d’établir des associations avec le
carcinome hépatocellulaire et les substances carcinogénes du tabac, fortement suspectée par

plusieurs chercheurs.

Il serait par conséquent intéressant de prévoir dans nos perspectives :

e Agrandir la taille de I’échantillon pour confirmer les résultats de la présente étude et
parvenir a de meilleures conclusions qui seront représentatif de la population
algérienne.

e Identifier avec plus de précision les facteurs de risque impliqués dans I’étiologie de ce
cancer notamment les facteurs environnementaux afin d’affiner le profil

épidémiologique caractéristique de ce cancer dans la population algérienne

85



Conclusion et perspectives

Etudier d’autres polymorphismes génétiques en rapport avec la carcinogenése
hépatique, notamment les polymorphismes des enzymes de détoxication de la phase I
comme le cytochrome P450 pour mieux déterminer les polymorphismes génétiques
de susceptibilité.

Rechercher un lien éventuel entre la distribution des polymorphismes génétiques et
I’hépatite B, hépatite C reconnu comme étant des facteurs de risque au carcinome
hépatocellulaire.

Prospecter I’implication d’autres polymorphismes génétiques impliqués dans les
systemes de réparation d’ADN fortement associé¢ dans la genese des cancers.
Effectuer une étude méta-Analyse entre plusieurs études publiées pour clarifier
certaines incohérence, confirmer la variabilité en association a 1’origine ethnique et
¢établir de manicre plus clair I’implication des GSTM1, GSTT1 et NAT2 avec le
carcinome hépatocellulaire.

mettre en place des compagnes de sensibilisation et de dépistage et créer des unités de

biologie moléculaire visant a accentuer les études génétiques.
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Annexe 1:

Classification TNM

Classification TNM

(American Liver Tumor Study Group)

Nodule unigue < 2 cm
Nodule unique 2-5 cm ou 2-3 nodules <3 cm

Nodule unique > 5 cm ou 2-3 nodules, dont au moins un > 3 cm

> 4 nodules, quelle que soit la taille

T2, T3, TAa plus envahissement vasculaire
veine porte ou veine hépatique infra-hépatiques

T4b

N1 | Atteinte ganglionnaire régionale (portal hepatis)

M1 Atteinte metastatique
ou veine porte ou veine heépatique extra-hépatiques
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Annexe 2

Consentement pour la participation a une étude scientifique
Intitulé de I’étude : Implication du polymorphisme génétique des enzymes de
détoxication dans le carcinome hépatocellulaire

AEMEUIANT Q... .t e ettt
déclare avoir été informé(e), de la nature, des objectifs et du déroulement de I’étude
scientifique concernant le carcinome hépatocellulaire.

A cet effet, je donne mon accord pour la participation a cette étude et je permets, I'utilisation
de mon ADN extrait a partir du sang prélevé.

Ma participation est totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me retirer de
I'étude a tout moment.

J’accepte que mes échantillons biologiques soient conservés et utilisés a des fins de recherche
médicale et /ou biologique, seulement dans le cadre de la maladie désignée ci-dessus. J’ai
compris que les résultats de I’analyse génétique me seront transmis si je désire et resteront
confidentiels. Je peux a tout moment demander la destruction de mon ADN.

Lieu, date

Signature du patient (e) Signature du médecin traitant

Signature du chercheur
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Annexe 3:
Questionnaire
Date de prélévement : .../.../....
N° du patient :.....ccovveiinniinnnnnns
Nom: ...
Prénom: ............................
Age ...l
Sexe t.......ooevninnnn.
Date et lieu de naissance :
AT @SS & ..o
Etat civil :Marié¢(e) Célibataire
Profession ........ ... i
Lieude travail ©.......... ...
Age du diagnostic :...........
HABITUDES
TABAC : CIGARETTES blonde brune
QUANLILE/JOUTS: .evveeiiieeiiee e et
Depuis combien d’année: .....................
Tabac a priser (NEFFA) harcha rotba
QUANTItE/JOUTS: .ovvieiieeiiee e e,
Depuis combien d’année: ....................
AUTRES.
Exposition a la fumée de cigarettes oui non
Tres exposé moyennement exposeé
ALCOOL quantités / jours Depuis combien d’année
ASPECT CLINIQUE

Symptomes :
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Marqueurs tUMOTAUX MESULES ... .euueueentttte ettt ettt ettt ateaeeeeneanenaenes
ANTECEDANTS FAMILIAUX :

L'un de vos proches parents est-il malade : antécédents familiaux notamment cancéreux
Pere Mere Fratrie Descendants

Si Oui, préciser : - lamaladie : .......ccovveeeiiieiiieeieeeeeee depuis

- Autres renseignements :
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Annexe 4 :

Questionnaire témoin

Date de prélévement: .../.../....

Profession & .. ... o s
Fumeur : Oui [ Non [ ancien fumeur [
Tabac a priser : Oui [ Non [ ancien consommateur [
Antécédent familial : cancer du foie Oui [ Non [

Autres cancers Oui [ Non []
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Annexe 5

* La solution lysante de globules rouge:
-72 mg de NH4CO3 1Mm

-7g de NH4cl 140mM

QSP 1000ml d' eau et agiter 20minutes.

*Solution tris Hcl pHS8.8 1M:

121.14g de trisma basique

Dissoudre cette quantité dans 800ml d'eau. Ajuster le pH a 8.8 en
ajoutant du Hcl concentré goutte a goutte

Ajuster le volume de la solution a 1000ml avec de 1'eau.

Aliquoter puis autoclaver.

*Solution lysante des globules blancs:
S5ml de Kcl 1M

Iml de tris pHS8.8

250ul de Mgcl2 1M

450ul NP 40 (Non Idet P40)

450ul tween 20

QSP 100ml d'eau

* Solution de Tris-EDTA 10-1 pH 8
10 ml tris Hel pHS 1M

2ml EDTA 0.5M

Compléter a 1000ml d'eau

*Solution EDTA 0.5M pHS8
18.6g EDTA
70ml d'eau
Dissoudre I'EDTA. Ajuster le pH a 8 a I'aide de NaOH 10N

Compléter a 100ml avec de I'eau
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*Solution de migration Tris-Borique-EDTA (TBE) 5x
27g de trisma basique

13.75g acide borique

10ml EDTA 0.5M pHS8

Compléter avec de 1'eau a 500ml

-pour TBE 0.5x

On mesure Iml de TBE 5x pour 10ml d'eau

-pour TBE1x

Om mesure 1ml de TBE 5x pour 5ml d'eau

*Solution de migration Tris-Acide acetique-EDTA (TAE) 50x
28.5ml acide acétique

121g Tris 1M

50ml EDTA 0.5M pH 8

Adjuster a 500ml avec de I'eau

- Pour le TAE 1x on mesure 1ml pour 50ml d'eau

*Bleu de depot
Xylenecyanol 0.25%

Bleu de bromophenol 0.25%
3.7g de ficole 400 (15%)

* Gel de polyacrylamide.

Le produit de digestion est déposé sur un gel d’acrylamidebis-acrylamide

29 :1 a 8%. Dans un Erlen-Meyer, on mélange :

* Solution mere a 40% d’acrylamide/bis-acrylamide : 8 ml

* Tampon 10X TBE : 4 ml

*H20 : 28 ml

On ajoute alors 350 pl de persulfate d’ammonium a 10% et 50ul deTEMED. Le gel est

ensuite immédiatement coulé entre des plaques de verre au moyen d’une seringue.
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Abstract

Implication of genetic polymorphism of detoxification enzymes in hepatocellular
carcinoma

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary liver cancer. Its
multifactorial etiology involves several factors such as the viral factor by the hepatitis C
virus (HCV), genetic and environmental factors. Individual susceptibility to this cancer
seems to be associated with genetic polymorphism of genes coding for detoxification
enzymes which then show differences in the metabolism of carcinogens.

Glutathione-S-transferases (GST) and N-acetyltransferase (NAT) are the main
detoxification phase II enzymes responsible for the biotransformation of carcinogenic
compounds implicated in the genesis of several cancers including HCC.

The objective of our work is to study a possible association between the genetic
polymorphism of these detoxification genes and hepatocellular carcinoma in a population
composed of patients and controls from Eastern Algeria and to evaluate the impact of
tobacco.

Materials and methods: Our study was conducted on 132 patients and 141 controls.
Genomic DNA was extracted. The presence of homozygous deletion of GSTM1 and GSTT1
genes was determined by multiplex PCR. The study of allelic polymorphism of the NAT2
gene uses the PCR-RFLP approach.The comparison of frequencies between the two groups
is established by a %2 test and the calculation of odds ratios (OR) with a 95% confidence
interval.

Results: Our results show that the GSTM1 null and slow acetylator genotypes of the NAT2
gene are associated with an increased risk of HCC (OR =1.88, 95% CI 1.16-3.05; OR=
2.30, 95% CI 1.26-4.18, respectively). This association was stronger in smokers (OR=2.00,
95% CI 1.05-3.8 and OR=2.55, 95% CI 1.22-5.34, respectively). No significant association
was observed for the GSTT1 null genotype and HCC.

Conclusion: Our study shows that a total enzymatic deficiency by a homozygous deletion
of the GSTM1 gene or a partial deficiency of NAT2 by slow acetylation leads to a
detoxification defect of carcinogenic substances favoring the appearance of hepatocellular
carcinoma in particular in smokers.

Keywords: hepatocellular carcinoma, GSTM1, GSTT1, NAT2, genetic polymorphisms,

xenobiotic metabolism enzymes.




Résumé
Implication du polymorphisme génétique des enzymes de détoxication dans le carcinome
hépatocellulaire

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le plus fréquent des cancers primitifs du foie. Son étiologie
multifactorielle implique plusieurs facteurs tels que le facteur viral par le virus de I’hépatite C (VHC), les
facteurs génétiques et environnementaux. La susceptibilité individuelle a ce cancer semble étre associée au
polymorphisme génétique des geénes codant pour les enzymes de détoxication qui présentent alors des
différences dans le métabolisme des carcinogenes.

Les glutathion S-transférases (GST) et la N-acétyltransférase (NAT) sont les principales enzymes de
la phase II de détoxication responsables de la biotransformation des composés cancérigénes incriminés
dans la genése de plusieurs cancers dont le CHC.

L’objectif de notre travail est d’étudier une éventuelle association entre le polymorphisme génétique
de ces geénes de détoxication et le carcinome hépatocellulaire chez une population composée de patients et
de témoins originaires de 1I’Est algérien et d’évaluer I’impact du tabac.

Matériels et méthodes :Notre étude a été menée sur 132 patients et 141 témoins. L’ADN génomique a été
extrait. La présence de la délétion homozygote des genes GSTMI1 et GSTT1 est déterminée par PCR
multiplex. L’étude du polymorphisme allélique du gene NAT2 utilise I’approche PCR-RFLP. La
comparaison des fréquences entre les deux groupes est €tablie par un test y2 et le calcul des odds ratio
(OR) avec un intervalle de confiance a 95%.

Résultats :Nos résultats montrent que le génotype GSTM1 nul et acétyleur lent du géne NAT2 sont
associés a une augmentation du risque de CHC (OR =1.88, IC 95% 1.16-3.05; OR= 2.30, IC 95% 1.26—
4.18, respectivement). Cette association est plus importante chez les fumeurs (OR=2.00, IC 95% 1.05-3.8
et OR=2.55, IC 95% 1.22-5.34, respectivement). Aucune association significative n'a été observée pour le

génotype GSTT1 nul et le CHC.

Conclusion :Notre ¢tude montre qu’un déficit enzymatique total par une délétion homozygote du geéne
GSTMI1 ou un déficit partiel de NAT2 par acétylation lente conduit a un défaut de détoxication des
substances carcinogeénes favorisant 1’apparition du carcinome hépatocellulaire en particuliers chez les
fumeurs.

Mots clés : carcinome hépatocellulaire, GSTM1, GSTT1, NAT2, polymorphismes génétiques, enzymes du

métabolisme des xénobiotiques.
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Résumé
Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le plus fréquent des cancers primitifs du foie. Son étiologie
multifactorielle implique plusieurs facteurs tels que le facteur viral par le virus de I’hépatite C (VHC), les
facteurs génétiques et environnementaux. La susceptibilité individuelle a ce cancer semble étre associée au
polymorphisme génétique des genes codant pour les enzymes de détoxication qui présentent alors des
différences dans le métabolisme des carcinogénes.

Les glutathion S-transférases (GST) et la N-acétyltransférase (NAT) sont les principales enzymes de la
phase II de détoxication responsables de la biotransformation des composés cancérigénes incriminés dans
la genése de plusieurs cancers dont le CHC.

L’objectif de notre travail est d’étudier une éventuelle association entre le polymorphisme génétique de
ces genes de détoxication et le carcinome hépatocellulaire chez une population composée de patients et
de témoins originaires de 1’Est algérien et d’évaluer I’impact du tabac.

Matériels et méthodes:Notre ¢tude a été menée sur 132 patients et 141 témoins. L’ADN génomique a
¢té extrait. La présence de la délétion homozygote des genes GSTM1 et GSTT1 est déterminée par PCR
multiplex. L’¢tude du polymorphisme allélique du gene NAT2 utilise 1’approche PCR-RFLP. La
comparaison des fréquences entre les deux groupes est établie par un test 2 et le calcul des odds ratio
(OR) avec un intervalle de confiance a 95%.

Résultats:Nos résultats montrent que le génotype GSTMI nul et acétyleur lent du géne NAT2 sont
associés a une augmentation du risque de CHC (OR =1.88, IC 95% 1.16-3.05; OR= 2.30, IC 95% 1.26—
4.18, respectivement). Cette association est plus importante chez les fumeurs (OR=2.00, IC 95% 1.05-3.8
et OR=2.55, IC 95% 1.22-5.34, respectivement). Aucune association significative n'a été observée pour
le génotype GSTT1 nul et le CHC.

Conclusion:Notre étude montre qu’un déficit enzymatique total par une délétion homozygote du gene
GSTMI ou un déficit partiel de NAT2 par acétylation lente conduit a un défaut de détoxication des
substances carcinogenes favorisant I’apparition du carcinome hépatocellulaire en particuliers chez les
fumeurs.

Mots clés : carcinome hépatocellulaire, GSTM1, GSTT1, NAT2, polymorphismes génétiques, enzymes

du métabolisme des xénobiotiques.
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