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Introduction



Introduction

Le cancer est un processus physiologique, dans lequel les cellules cancéreuses acquiérent ou perdent des
spécificités qui favorisent 1’invasivité, la prolifération et la résistance au traitement. C’est une maladie qui
représente un probléme de santé publique majeur, a 1’origine de plus de 18 millions de nouveaux cas

enregistrés en 2018 a travers le monde et de 9,6 millions de déces (Bray et al., 2018).

Le cancer de la vessie est I’un des cancers les plus malveillants du monde. Il occupe le 10°™ rang au
niveau mondial des cancers par ordre de fréquence. En Algérie, il représente la 5°™ cause de décés par cancers
et la deuxieme maladie maligne d'origine génito-urinaire chez I’homme aprés le cancer de la prostate (Bray
etal., 2018).

Le tabagisme et I'exposition professionnelle aux amines aromatiques sont les facteurs de risque les plus
incriminés dans cette étiologie (Freedman et al., 2011; Chu et al., 2013), mais d'autres facteurs liés au mode
de vie, environnementaux et genétiques ont également étaient impliqués, suggérant une susceptibilité

individuelle a la carcinogenése veésicale (Cohen et al., 2000; Chu et al., 2013).

Parmi les facteurs les plus importants qui peuvent initier le processus de tumorigénése : le métabolisme
limité des xénobiotiques et la défaillance des systémes de réparation de I’ADN.
En effet, les voies de biotransformation aboutissent normalement, aprés une exposition a un xénobiotique, a
la formation de métabolites faciles a éliminer. Cependant le métabolisme limité pendant la phase | et 1l de
détoxification augmente les concentrations des xénobiotiques favorisant leurs liaison a I’ADN en formant un
complexe physique connu sous le nom
d’adduits pouvant produire des mutations et initier ainsi le processus cancéreux (Hanahan & Weinberg,
2011). Ainsi, certains procarcinogenes chimiques pourront étre a I'origine de tumeurs dans les tissus cibles
excrétoires comme la vessie, en particulier dans le cas de déefaillance dans les mécanismes de détoxification
qui peut étre causé par des altérations sur plusieurs génes comme le géne du cytochrome P450 impliqué dans
la phase | et les génes de la famille N -Acétyltransférases (NAT) et de la famille Glutathion S-Transférases
(GST) impliqués dans la phase Il de détoxification. Par ailleurs, le risque de carcinogénese vesicale suite a la
formation d’adduits se trouve d’avantage augmenté si la personne présente en plus des défaillances au niveau
des systemes de réparation notamment le systéme de réparation par excision de nucléotides NER (de I’anglais

Nucleotide Excision Repair).



Introduction

Dans ce contexte, notre travail vise a réaliser une étude cas-témoins sur des patients atteints de cancers
vésicaux et des témoins seins par I’analyse génétique et statistique de plusieurs polymorphismes impliqués
dans ces deux voies. Il est & noter, que ce type de cancer reste peu étudié sur le plan moléculaire en Algérie.

Aprés une recherche bibliographique rigoureuse, nous nous sommes assigné les objectifs suivants :

- I’exploration moléculaire des différents SNPs du géne N-acétyltransférase de type 1l (NAT2) dans notre
population d’étude par s€quencage ;

- I’évaluation de l'association entre les polymorphismes NATZ2, leurs phénotypes acetylateur
correspondants et le risque du cancer vésical ;

- le génotypage du polymorphisme rs2228001 du gene Xeroderma pigmentosum complementation group
C (XPC) par discrimination allélique TagMan ;

- larecherche d’une éventuelle association entre le polymorphisme étudié du géne XPC et le risque de ce
type de cancer ;

- laprospection de I’interaction de ces variations entre elles et avec les facteurs environnementaux tels le
tabac et le risque professionnel ;

- la détermination des fréquences des variations étudiées dans notre population générale et leurs

comparaisons a celles rapportées par la littérature.
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1. La vessie

1.1. Embryologie de la vessie

Le développement de la vessie débute entre la quatrieme et la septieme semaine de la vie embryonnaire,
a partir du cloaque. Embryologiquement la vessie est formée de deux parties. L'une plus développée d'origine
allantoidienne (provenant de la formation du périnée secondaire et amenant a la division du cloaque a la
septieme semaine en deux parties entiérement distinctes : le canal ano-rectal en arriére et le sinus uro-génital
en avant d'ou naitra la vessie) avec un revétement entoblastique qui formera la muqueuse vésicale ; l'autre,
moins deéveloppée : le trigone vésical provenant des canaux de Wolff avec un revétement mésoblastique. Ce
dernier est provisoire ; progressivement, il est remplacé par I'épithélium entoblastique d'origine vésicale, qui
migre et vient le recouvrir, si bien qu'en définitive le revétement du trigone est aussi entoblastique. Ainsi la
vessie a une méme origine embryonnaire que I'intestin. Ce qui explique que I'on puisse utiliser I'intestin comme

mateériel de plastie en cas de cystectomie totale (Poirier et al., 2005 ; Larsen et al., 2011).

1.2. Anatomie descriptive de la vessie

La vessie est un réservoir musculo-membraneux, dans lequel I’urine s’accumule entre les mictions.

C’est un organe creux et extensible, situé dans la cavité pelvienne derriere la symphyse pubienne. Elle est
maintenue en place par des replis du péritoine et sa forme dépend de la quantité d’urine qu’elle contient. Quand
elle est 1égérement distendue a cause de 1’accumulation d’urine, elle est sphérique ; lorsqu’elle est vide elle
s’affaisse tout en présentant a la coupe une forme grossiérement triangulaire, aplatie de haut en bas et d’avant
en arriére, on lui decrit : trois faces, trois bords et trois angles. Au fur et a mesure que le volume d’urine
augmente, sa forme rappelle de plus en plus celle d’une poire et elle remonte dans la cavité abdominale
(Netter, 2004 ; Lacombe et al., 2006 ; Tortora & Derrickson, 2007).

Chez I’homme, elle repose sur la prostate qui la sépare du plancher pelvien. Délimité en bas par les vésicules
séminales et en arriere par le rectum, alors que chez la femme, elle repose en avant de I’utérus et du vagin, au-

dessus du plancher pelvien (Tortora & Derrickson, 2007) (Figure 1).
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Figure 1 : Anatomie de I'appareil urinaire chez I'nomme (gauche) et chez la femme (droite) (Bourillon et
al., 2003).

Dans le plancher de la vessie se trouve une petite région triangulaire appelée trigone vésical d’ou le trigone
de Lieutaud. Les deux sommets postérieurs du trigone contiennent les ostiums des ureteres (ouvertures par
lesquelles 1’urine s’écoule des uretéres a la vessie) et le sommet antérieur contient I’ostium interne de 1’urétre
(ouverture par laquelle ’urine s’écoule de la vessie a ’urétre (Figure 2). Le trigone présente une surface lisse

parce que sa mugueuse est solidement attachée a la musculeuse (Tortora & Derrickson, 2007).

Le trigone est important au point de vue clinique, car les infections tendent a y persister (Bourillon et al.,

2003).
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Uretéres
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(involontaire)
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Urbtis Sphincter externe de I'urétre

dans les muscles profonds
' du périnée (volontaire)
(pubis)

Sphincter externe de 'urétre

Ostium externe de I'urétre

Figure 2 : Coupe frontale de la vessie - vue antérieur (Tortora & Derrickson, 2007).

1.3. Histologie de la vessie

La paroi vésicale est constituée de trois principales couches de tissus : La muqueuse, le plan musculaire,

et I’adventice couvert par la séreuse a la partie supérieure de la vessie (Billerey & Sibony, 2001) (Figure 3).

1.3.1. La muqueuse

Elle est composée d’un épithélium transitionnel et d’un chorion sous-jacent. Elle est semblable a celle
des uretéres et présente aussi des replis muqueux qui permettent la dilatation de la vessie.
L’épithélium vésical est appelé urothélium: ¢’est un épithélium pseudo-stratifie, constitué de plusieurs assises
cellulaires, dont le nombre varie de 3 a 7 selon que la vessie est vide ou distendue. Il repose sur une membrane
basale trés mince qui recouvre le chorion ou lamina propria. Cette derniere est composée d’une lame de tissu
conjonctif qui tapisse le plan musculaire sous-jacent. Elle est trés mince au niveau du trigone et du col et plus
épaisse au pourtour des orifices urétéraux et sur le ddme (Wheater et al., 2001 ; Sherwood, 2015).

1.3.2. Le plan musculaire

La couche qui enveloppe la muqueuse est la musculeuse intermédiaire, aussi appelé muscle détrusor

(detrudere : pousser violement) ou encore muscle vésical. La musculeuse est composée de trois couches de
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myocytes lisses : une couche longitudinal interne, une couche circulaire moyenne et une couche longitudinal
externe. Autour de 1’ostium de 1’urétre, les myocytes lisses de la couche circulaire forment le sphincter lisse
de I'urétre (muscle involontaire) ; au-dessous se trouve le sphincter externe de 1’urétre (muscle volontaire),
qui est composé de fibres musculaires striees du plancher du bassin (Tortora & Derrickson, 2007 ; Nguyen
et al., 2008).

1.3.3. L’adventice

Elle est composée de tissus adipeux, elle couvre le plan musculaire et est tapissée d’un revétement

mésothélial au niveau de la calotte vésicale (Nguyen et al., 2008).

La graisse périvésicale

La musculeuse (détrusor)

La sous muqueuse (chorion)

La muqueuse (épithélium)

Figure 3 : Schéma montrant les différentes couches de la paroi de la vessie
(Nguyen et al., 2008).

1.4. Physiologie de la vessie

La capacité physiologique moyenne de la vessie est d’environ 350 ml. Cette capacité moyenne
correspond a un besoin pressant d’uriner. En dessous, (a 200 ml) la sensation de réplétion vésicale est réelle
et entraine un besoin moins pressant. Au-dessus de 500 ml, le besoin est alors franchement douloureux. Il est
a noter que la capacité maximum de la vessie dans certains états pathologiques peut dépasser trois litres
(Lacombe et al., 2006).

La vessie assure une double fonction : elle assure alternativement la continence urinaire et la miction
(Netter, 2004).
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Durant la phase de continence, la vessie se laisse progressivement distendre par 1’urine sécrétée par le rein.
Durant cette phase, les sphincters de I’urétre sont fermés et assurent 1’étanchéité de I’ensemble et I’absence de
contraction vésicale involontaire. Lorsque le remplissage de la vessie est terminé, on ressent le besoin d’uriner
(Brooker et al., 2000 ; Pan et al., 2012).

La miction est déclenchée volontairement par 1’augmentation de la pression intra-vésicale, produisant ainsi
une sensation de distension. Durant cette phase, il se produit une diminution des résistances sphinctériennes,

une contraction vésicale avec émission du jet urinaire (Brooker et al., 2000 ; Pan et al., 2012).
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2. Cancer de la vessie

2. 1. Epidémiologie du cancer de la vessie

2.1.1. Dans le monde

L’incidence du cancer vésical est en augmentation d’environ 1% par an au cours des

derniéres années (augmentation associée au taux de mortalité) (Pointreau et al., 2010).

En 2008, 386 300 nouveaux cas ont été diagnostiqués dans le monde avec 150 200 déces
(Jemal et al., 2011 ; Chen et al., 2012). Le taux de mortalité le plus élevé a été enregistré chez

les hommes Egyptiens (16,3/100.000 personnes) (Jemal et al., 2011).

En 2012, le nombre de nouveaux cas diagnostiqués a augmenté et a atteint 429 800 avec
165 100 déces en précisant que le taux de mortalité le plus élevé a été enregistré cette fois-ci en
Turquie (12,8/100.000 personnes) (Torre et al., 2015).

En 2018, le cancer de la vessie a occupé le 10eme rang des cancers les plus répandus dans
le monde, avec environ 549 393 nouveaux cas et 200 000 déces. Il est plus fréquent chez les
hommes que chez les femmes (Jemal et al., 2011 ; Torre et al., 2015 ; Bray et al., 2018). Il
occupe la 6éme place en terme de fréquence avec une incidence de 9,6 pour 100 000 hommes
et représente la 9éme cause de déces par cancer avec un taux de mortalité de 3,2 pour 100 000
hommes : environ 4 fois celles des femmes (0,9 pour 100 000 femmes) (Bray et al., 2018)
(Figure 1).
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Incidence Mortalité

Non-Hodgkin

lymphoma

Leukaemia Colorectum
2.6% 10.9%

Esophagus Bladder
4.2% 4.5%

Colorectum
9.0%

6.7%

Figure 4: Incidence et mortalité du cancer de la vessie chez ’homme dans le monde

(Bray et al., 2018).

L’incidence du cancer vésical varie considérablement selon la localisation géographique
et les différences ethniques (Gandomani et al., 2017), les hausses d’incidences sont observées
surtout dans les régions du Sud Europe (Gréce, Espagne; Italie), Europe occidentale (Belgique
et Pays-Bas), et en Amérique du Nord, alors que la plus faible incidence est présente dans les
pays Asiatiques orientales et ceux de I’ Amérique latine (Jemal et al., 2011 ;Torre et al., 2015
; Bray et al., 2018; Wong et al., 2018) (Figure 5). Il est a noter que les taux de mortalité les
plus élevés sont observés dans les régions de 1’Ouest de 1’ Asie et du Nord de 1’ Afrique (Wong
et al., 2018).
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Figure 5 : Taux standardisés d’incidence par cancer vésical dans le monde. ASR (W) : age-
standardised rate (World) (Bray et al., 2018).

2.1.2. En Afrique

Le cancer de la vessie est treés fréquent dans les pays du Maghreb et de I’ Afrique du Nord ;
en Egypte il représente 30% des cancers suivi par la Tunisie et la Lybie (EI Mawla et al .,

2001 ; Bray et al., 2018).

Au Maroc, son incidence est estimée a 4,6 % pour 100 000 habitants. Cette incidence est de
5,5 % au Mali, de 3,7 % au Sénégal et de ’ordre de 3,9 % au Gabon et Malawi (Bray et al.,
2018), tandis qu’au Cameroun et selon une étude rétrospective, ce cancer ne représente que
1 % de I’ensemble des cancers avec la particularité¢ du jeune age de la survenue. En effet, il a

été constate que presque 61% des patients ont moins de 40 ans lors du diagnostic (Sow et al.,

2006).

2.1.3. En Algérie

Le taux d’incidence du cancer de la vessie augmente de fagon significative, il est passé
de 1,6/100 000 personnes entre 1986 et 1990 a 10,3/100 000 personnes entre 2006 et 2010 chez
les hommes et de 0,2 a 1,2/100 000 personnes chez les femmes durant les mémes périodes

(Hamdi Cherif et al., 2010 ; Hamdi Cherif et al., 2014b). Durant la période 2006/ 2010, il a
10
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représenté 9,1% de 1’ensemble des cancers incidents et 55% des cancers urologiques (Hamdi
Cherif et al., 2014a).

En 2018, le cancer de la vessie a occupé le 4™ rang des cancers les plus fréquents derriére
le cancer du sein, le cancer broncho-pulmonaire et le cancer colorectal, avec un taux d'incidence
de 7,5/100 000 personnes et un taux de mortalité de 3,4 / 100 000. Il représente également la
5¢me cause de décés par cancers et a été classé deuxiéme maladie maligne d'origine génito-

urinaire chez I’homme aprés le cancer de la prostate (Bray et al., 2018).

2.2. Facteurs de risque des cancers de vessie
2.2.1. Tabac

Le tabagisme est le facteur de risque le plus clairement démontré en matiére de
cancérogenese vésicale pour les deux sexes et serait responsable de 50 a 65% des cas
diagnostiqués (Kuper et al., 2002 ; Zeegers et al., 2004 ; Volanis et al., 2010, Bray et al.,
2018). Il a été démontré que la fumée de tabac contient de nombreux cancérogenes tels que les
amines aromatiques (4-amino-biphényl, B-naphtylamine, orthotoluidine), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), ou encore les nitrosamines qui sont aussi présents dans
I'urine des fumeurs (Zeegers et al., 2004). Ces substances chimiques causent des dommages
aux cellules qui tapissent I'intérieur de la vessie (les cellules urothéliales) (Burger et al., 2013).
En effet, ’exposition a ces différentes substances chimiques augmente le risque de
I’accumulation d’altérations génétiques causant la transformation maligne et la carcinogenése
(Volanis etal ., 2010 ; Burger et al., 2013 ; Matic et al., 2013). Ce risque est lié également au
nombre de cigarettes fumées par jour, au nombre d’années pendant lesquelles une personne a
fumé et a ’age auquel une personne a commencé a fumer (Mitra et al., 2009 ; Hireche et al.,
2018). En effet, les ex-fumeurs risquent deux fois plus que les personnes qui n'ont jamais fumé
de développer un cancer de la vessie (Aveyard et al., 2002). Toutefois, I’arrét du tabagisme
réduirait & 40% le risque de parution ainsi que le risque de la récidive de la maladie au bout
d’un an, mais ce risque persiste quand méme jusqu’a 25 ans aprés le Sevrage tabagique

(Aveyard et al., 2002 ; Volanis et al ., 2010).

11
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2.2.2. Exposition professionnelle

Le deuxiéme facteur de risque le plus impliqué dans 1’étiologie du cancer de la vessie
concerne 1’exposition professionnelle réguliére et prolongée a certaines substances chimiques,
comme les amines aromatiques, les HAP, et les nitrosamines (Burger et al., 2013 ; Ferris et
al., 2013 ; Kherouatou-Chaoui et al., 2015).

I1 a été constaté que I’exposition a ces produits chimiques a été associée a plusieurs secteurs
professionnels comme 1’industrie du tabac, du pétrole, du plastique, du cuir, de I’automobile,
du métal, du papier, du caoutchouc, et des colorants (Volanis et al ., 2010 ; Cumberbatch et
al., 2018). D’autres produits chimiques tels que ceux liés a la fabrication et développement des
films photographiques, dérivés chlorés présents dans 1’eau des piscines, sel de cadmium ...etc,
ont été aussi signalés a étre causalement liés au cancer de la vessie (Malats et al., 2015).

Il a été démontré que I’exposition aux amines aromatiques, en particulier la B-naphthylamine,
la benzidine, le 4-amino-biphényl et la 4-o-toluidine (Ward et al., 1991 ; Ward et al., 1996),
aux HAP, et au gaz d’échappement des moteurs diesel font le plus souvent augmenter le risque

d’un cancer vésical (Carreon et al., 2010 ; Pira et al., 2010 ; Cumberbatch & Noon, 2019).

Il est a noter que le Centre International de Recherche sur le cancer (CIRC) ou IARC en anglais
(International Agency for Research on Cancer) a établi une liste d’agents, de circonstances
d’exposition et de secteurs d’activité professionnelle pour lesquels il existe des preuves
suffisantes ou limitées de cancérogénicité vésicale (Tableaul) (Cogliano et al., 2011, CIRC,
2019).

12
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1 : Cancérigenes veésicaux classés par le CIRC.

Preuves SUFFISANTES de
cancérogenicité vésicale

Preuves LIMITEES de cancérogénicité
vésicale

* Production d’aluminium

* 4 Aminobiphényl

* Arsenic et ses composés inorganiques
* Production d’auramine

* Benzidine

* Chlornaphazine

* Cyclophosphamide

* Production de magenta

* 2 Naphtylamine

* 4-Chloro-ortho-toluidine
* Brai de houille

* Café

* Nettoyage a sec

* Gaz d’échappement diesel
* Profession de coiffeur

* Imprimerie

* Suie

* Industrie textile

* Activités de peinture

* Industrie de production du caoutchouc
* Schistosoma Haematobium

* Tabagisme

* Ortho-toluidine

* Rayons X et Gamma

2.2.3. Facteurs infectieux

L’irritation chronique de la vessie semble augmenter le risque de développement de
cancers vésicaux. Elle peut étre due a une inflammation ou un traumatisme de la vessie. En
effet, I'inflammation de la vessie peut étre provoquée par une infection chronique des voies
urinaires, des calculs vésicaux, ou peut étre aussi causée par une schistosomiase (bilharziose) ;
une infection engendrée par un ver parasite (Schistosoma haematobium) qui apparait
habituellement dans les pays du Moyen Orient et en Afrique du Nord (Héry, 2009 ; Nesi et al.,
2015). En effet, chez les personnes infectées, les schistosomes adultes sont retrouvés dans les
veinules de la vessie. Lorsqu’ils pondent leurs oeufs, ceux-ci se retrouvent dans la vessie,
entrainent une irritation de la vessie et le développement d’une fibrose tissulaire qui peut
favoriser le développement de carcinome veésical (Zaghloul, 2012). 1l a été rapporté que cette
infection est a 1’origine de 75% des tumeurs vésicales de type épidermoide (Kantor et al.,
1985).

Egalement, le traumatisme vésical peut étre causé par des calculs vésicaux ou une sonde a
demeure en place depuis longtemps, ou les bactéries produisant des nitrates, peuvent alors

transformer les nitrates en nitrites puis en nitrosamines (Puppo et al., 1995).

13
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2.2.4. Facteurs alimentaires

Selon le CIRC, I’arsenic est classé dans le groupe 1 comme cancérogéne pour I’homme
(Annexe 1). Il est admis que sa présence dans 1’ecau potable augmente significativement le
risque de cancer de la vessie pour une ingestion supérieure a 80 pg/jour (Lamm et al., 2006 ;

CIRC, 2019).

D’autres part, les édulcorants artificiels comme ’aspartame ont été¢ au départ évoqués
comme facteurs de risques du cancer vésical mais le CIRC les a déclassés derniérement, passant

de la classe 2B a la classe 3 (agent inclassable quant & sa cancérogénicité) (Annexe 1).

D’autre part le manque d'apport hydrique nécessaire, en particulier d'eau, augmente le risque
du cancer de la vessie. En effet, I’accumulation de produits chimiques en raison du retard de la
miction, entraine un risque accru de cancers vesicaux en raison de I'exposition du tissu

urothélial aux carcinogénes pour une longue période (Ros et al., 2011).

L’acide aristolochique (composé faisant partie de la classe des amines aromatiques) présent
dans certains aliments notamment certaines herbes chinoises amaigrissantes a également été
évoqué comme facteur de risque de développer un cancer de la vessie (Fajkovic et al., 2011 ;
Mahdavifar et al., 2016).

L’implication de la consommation d’alcool dans I’apparition du cancer vésical a été un sujet de
débat depuis toujours, il a été démontré que parmi 19 études réalisées entre 1983 et 2009, deux
seulement ont révélé une association entre la consommation d’alcool et le risque de développer
un cancer de la vessie (Slattery et al., 1988 ; Donato et al., 1997 ; Pelucchi et al., 2002). Une
autre méta-analyse portant sur 10 pays européens cherchant I’implication de la consommation
d’alcool dans la carcinogénese vésicale n’a montré d’association que chez les hommes fumeurs.

D’aprées les auteurs cette association n’a été relatée qu’au tabagisme (Botteri et al., 2017).

Concernant la consommation de café et de the, les résultats de la littérature semblent étre
controversés ; certaines études s’attachent a démontrer qu’il existe une augmentation du risque
de cancer de vessie chez les consommateurs de café (Clavel & Cordier, 1991 ; Woolcott et
al.,, 2002 ; Wu et al., 2015, Yu et al., 2019), tandis que d’autres postulent qu’il n’existe
actuellement aucun élément probant permettant de mettre en cause une consommation

excessive de café ou de thé (Viscoli et al., 1993 ; Hachemian et al ., 2019).

14
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2.2.5. Facteurs médicaux

Le traitement des tumeurs primitives par radiothérapie pelvienne augmente le risque de
développer des cancers secondaires (Burger et al., 2013). En effet, il a été rapporté que les
patients sous radiothérapie pour des tumeurs malignes du bassin, y compris les cancers de la
prostate, de I’endomeétre et du col d’utérus sont sujets au risque du cancer de la vessie
(Godomani et al., 2017 ; Moschini et al., 2019). Il a été rapporté préalablement que ces
tumeurs secondaires a la radiothérapie sont généralement de haut grade et localement avancés
lors du diagnostic (Quilty et Kerr, 1987 ; Abern et al., 2013).

La consommation massive et chronique d’antalgiques a base de phénacétine (Fortuny et
al., 2007), ou encore les chimiothérapies composées de chlornaphazine ou de
cyclophosphamide (Figueroa et al., 2015 ; Hadkhal et al., 2017) sont des facteurs favorisant
la survenue de tumeurs vésicales. Il est a rappeller que la phénacétine a une structure chimique
similaire a celle des colorants anyline et donc des amines aromatiques. La période de latence
est longue et implique au moins deux décades (Fortuny et al., 2007). D’autres part, certaines
méta-analyses ont montré une forte corrélation entre la prise de pioglitazone (anti-diabétique
oral) et la survenue du cancer vésical. Ce risque se trouve augmenté par la prise d’une dose

journalere supérieure a 28 g (Li et al., 2017).

2.2.6. Prédisposition génétique

Le cancer de la vessie est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre plusieurs
facteurs. Ainsi, en plus des facteurs environnementaux influencant le risque de survenue des
cancers vésicaux, des facteurs génétiques peuvent également étre a 1I’origine de 1’émergence de

ce type de cancer (Chu et al., 2013 ; Burger et al., 2013 ; Cumberbatch et al., 2018).

L’expression de certains enzymes impliques dans divers voies métaboliques comme le le
métabolisme du folate, le métabolisme des xénobiotiques et les voies de la réparation de I’ADN
est trés variable en fonction de facteurs environnementaux, physiopathologiques et notamment
génétiques. Il est & savoir que I’expression de ces geénes est elle-méme modulée par le
polymorphisme génétique porté par chaque géne (An etal., 2015 ; Zhu et al., 2015 ; Wu et al.,
2016).

Dans ce contexte, plusieurs études ont montré une association entre les polymorphismes

portés par les génes codant les enzymes du métabolisme des xénobiotiques et la survenue du
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cancer de la vessie. En effet, les délétions des genes des Glutathion S-Transférases mu 1 et /ou
theta 1 « GSTM1 et/ou GSTT1 » ont été décrites chez les malades atteints du cancer de la vessie
dans plusieurs populations (Rouissi et al., 2011 ; Savic-Radojevic et al., 2013 ; Chirili et al.,
2015 ; Hireche et al., 2018).

De méme, la N-acetyltransferase-2 «<NAT2» qui est une enzyme impliquée dans le métabolisme
des xénobiotiques, a été corrélée a une augmentation de risque de cancer de la vessie chez les
individus présentant un profil d’acétylation lent. Ainsi chez ces derniers, le mécanisme de
détoxification moins rapide conduit & une persistance des molécules carcinogénes dans
I'organisme (An et al., 2015 ; Zhu et al., 2015 ; Silverman et al., 2017).

Il a été rapporté que I’effet additif du profil acétyleur lent du géne NAT2, de la délétion du géne
GSTM1, du tabagisme ou de I’exposition professionnelle a certains composés carcinogenes
augmenterait d’avantage le risque d’atteinte par cancers vésicaux (Antonova et al., 2015 ;

Silverman et al., 2017 ).

Dans ce sens, une étude cas-témoins incluant 143 patients présentant des cancers vésicaux
suspectés d’origine professionnelle et 337 témoins ont été génotypés pour les polymorphismes
suivants : N-acetyltransferase 2 (NAT2), glutathion S-transferase M1 (GSTML1), glutathion S-
transferase T1 (GSTT1), UDP-glucuronyltransferase 1A rs11892031 (UGT1A), rs9642880
(proche du géne MYC), and rs710521 (proche du géne TP63). D’aprés les résultats de cette
¢tude les polymorphismes les plus incriminés dans la carcinogénése vésicale d’origine
professionnelle serait la coéxistance des génotypes GSTM1 nul et rs11892031[A/A]. Il est a
signaler que le génotype GSTML1 nul est apparu plus fréguemment chez les patients exposés
aux amines aromatiques, au carbolineum, peintres et vernisseurs, tandis que le génotype
rs11892031[A/A] semble étre plus fréquent chez les cas exposés au carbolineum, HAP, aérosols

detecteurs de fissures et également chez les peintres et vernisseurs (Lukas et al., 2017).

Une étude GWAS a montré également que parmi 12 SNPs testés les variants : NAT2 (8p22),
UGT1A6 (2937.1), GSTM1(1p13.3), PSCA (8g24.3), MYC (8g24.21),et CBX6 /APOBEC3A
(22913.1) ont présenté un effet additif avec le tabac dans la carcinogénese vésicale (Garcia-
Closas et al., 2013).

Des ¢études cherchant I’implication des génes de réparation de I’ADN dans 1’étiologie du

cancer vésical ont montré que les polymorphismes (Lys939GIn, Ala499Val and PAT-/+) du
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géne XPC (pour en anglais Xeroderma pigmentosum group C) augmentent considérablement

le risque du cancer de la vessie (Dai et al., 2014).

Par ailleurs certaines certaines méta-analyses ont suggeéré aussi que les polymorphismes XRCC3
(Thr241Met), XRCC1 (Arg399GIn) et XRCC1(Arg280His) étaient associés a un risque accru
de cancer de la vessie, en particulier chez les Asiatiques (Li et al., 2013). Cette association a
été également observée pour le géne XRCC6 (rs2284082) (Corral et al., 2014).

D’autre part, il a été rapporté que les malades doubles homozygotes recessifs de 1’XPC
(Lys939Gln) et de ’XRCC7 (G6721T) présentent quatre fois plus de risque d’atteinte par cette
étiologie (Zhi et al., 2012).

2.3. Classification des cancers vésicaux

2.3.1. Classification histologique

D’un point de vue histologique, les tumeurs de la vessie peuvent se présenter sous
différentes formes en fonction du type cellulaire qui compose la tumeur. Le carcinome
transitionnel, aussi connu sous le nom de carcinome urothélial, est le type le plus fréquent des
tumeurs vésicales avec une fréquence de 90%. Ces tumeurs sont caractérisées d’une part par
leur degré d’infiltration dit : stade tumoral et d’autre part par leur différentiation cellulaire dite :
grade histologique. Dans ce contexte ces carcinomes peuvent étre non infiltrants restreints aux
couches superficielles de la paroi de la vessie (TVNIM) ou infiltrants (TVIM) s’ils envahissent
le muscle vésical (Camilo & Thomas, 2006).
Les autres types histologiques englobent 10 % des tumeurs vésicales. Ces tumeurs sont plus
rares et sont représentés par les carcinomes a cellules squameuses ou épidermoides, qui sont
causés généralement par la schistomiase et ne représentent que 5 % des tumeurs de la vessie.
On retrouve également les adénocarcinomes avec une fréquence allant de 0,5 % a 2% des
tumeurs malignes de vessie. Enfin, avec une fréquence d’environ 1%, vient les cancers a
cellules indifférenciées qui regroupent tous les autres cancers y compris les cancers a petites
cellules (Tiguert et al., 1999 ; Prasad et al., 2011).

2.3.2. Classification clinicopathologique
La classification clinicopathologique repose sur deux facteurs histologiques qui sont le
stade tumoral et le grade de différenciation des cellules tumorales. Ces deux parametres sont

définis suite a 1’étude histologique des copeaux de résection de la tumeur primitive, permettant
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ainsi le bon diagnostic de la pathologie et le bon choix de la thérapie a suivre (Pointreau et al.,
2010).

2.3.2.1. Stade
Le stade tumoral est un facteur de pronostic trés important qui décrit le degré d’infiltration
de la tumeur dans la paroi vésicale, I’extension de la tumeur en dehors de la vessie et méme

I’envahissement éventuel des ganglions et d’autres organes a distance (Adrian et al., 1998 ;

Van der Meijden et al., 1998).

La détermination du stade tumoral repose principalement sur la classification (Tumor-Node-
Metastasis) TNM approuvé par 1’Union International Contre le Cancer (UICC) et I’ American
Joint Committee on Cancer (I’AJCC). Ce systéme repose sur 1’évaluation de trois critéres
symbolisés par des lettres: la lettre « T » représente la taille de la tumeur et invasion des tissus
avoisinants, la lettre « N » I’atteinte des ganglions lymphatiques et enfin la lettre « M » indique
la présence de métastases ou la propagation du cancer a un autre organe du corps. Les
métastases du cancer de la vessie sont généralement les os, les poumons, et les ganglions
lymphatiques €loignés de la vessie. Il est a noter également que le suffixe « is » peut étre ajouté
a toute catégorie T pour indiquer 1’existence de carcinome in situ associé, qui est une lésion de
haut grade, développée en muqueuse plane (Pointreau et al., 2010).

Les caractéristiques de cette classification sont répertoriées dans un seul tableau regroupant les

différents stades possibles pour une tumeur de la vessie (Tableau 2).

Tableau 2: Classification TNM 2010 du cancer de la vessie (Flaig et al., 2018).

PTX Tumeur primitive non évaluable
T PTO Tumeur primitive non retrouvée
Tumeur PTa Carcinome papillaire non invasif
primitive PTis Carcinome in situ « plan »

PT1 Tumeur envahissant le chorion

PT2 Tumeur envahissant la musculeuse

— T2a Tumeur envahissant le muscle superficiel (moitié
interne)
— T2b Tumeur envahissant le muscle profond (moitié

externe)
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PT3

PT4

N NX
Ganglions NO
lymphatiques N1

régionaux N2

N3
M Mx
Métastases a MO
distance M1

Tumeur envahissant le tissu péri-vésical

— T3a Envahissement microscopique

— T3b Envahissement extra-vesical macroscopique
Tumeur envahissant une structure péri-vésicale
— T4a Prostate, vagin ou utérus

— T4b Paroi pelvienne ou abdominale

Ganglions non évaluables

Absence de métastase ganglionnaire régionale
Métastase ganglionnaire unique <2 cm
Métastase ganglionnaire unique >2 cmet<5cm
ou métastases ganglionnaires multiples <5 cm
Métastase(s) ganglionnaire(s) > 5 cm

Métastase non évaluable

Absence de métastase a distance

Métastase (s) a distance

Le systeme TNM est directement liée a la classification TVNIM / TVIM (InfoCancer, 2016 ;

Flaig et al., 2018) puisque les tumeurs de vessie non infiltrantes du muscle (TVNIM) ne

touchent que la muqueuse et regroupent les stades PTis, PTa et PT1, alors que les tumeurs de

vessie infiltrantes du muscle (TVIM) atteignent le muscle vésical et englobent les PT2 et plus

(Figure 6).

Tumeur non infiltrante Tumeur infiltrante

Tis Ta
Urothélium iz
b X ' ¢ . ¢ .
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,/ p > A
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_}: -t Adventice ol o
Organes voisins

Figure 6 : Représentation de la classification des tumeurs de vessie (Pointreau et al., 2010).
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2.3.2.2. Grade

Repose sur I’examen microscopique de 1’échantillon prélevé lors de la biopsie et permet
d’analyser 1’aspect architectural ainsi que le comportement et le degré de différenciation des
cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales.

Deux classifications distinctes existent a nos jours : la classification WHO (World Health
Organisation) ou OMS en francais (Organisation Mondiale de Santé) de 1973 qui distingue 3
grades d’agressivité : grades G1 (cellules bien différenciées), G2 (cellules moyennement
différenciées) et G3 (cellules indifférenciées), et celle datant de 2004 qui classe les tumeurs en
carcinome de bas grade ou en carcinome de haut grade. Les urologues et pathologistes
européens recommandent d’utiliser la classification de 2004, cependant certains protocoles
thérapeutiques mentionnent encore les 3 grades de ’OMS 1973. Dans ce contexte il est
préférable, d’établir le grade des tumeurs vésicales selon les deux classifications a la fois (Clark
etal., 2013).

Nous pouvons proposer le tableau d’équivalence regroupant les 2 classifications de ’OMS

(Tableau 3) :

Tableau 3 : Equivalence entre les classifications OMS 1973 et OMS 2004

OMS 1973 Carcinome G1 Carcinome G2 Carcinome G3
OMS 2004 Tumeur uréthéliale | Carcinome bas Carcinome de haut
papillaire de faible grade grade
potentiel de malignité

D’apres le tableau 3, le grade 1 de la classification de 1973 a été réassigné aux tumeurs
urothéliales papillaires de faible potentiel de malignité et aux carcinomes de bas grade dans la
classification 2004, le Grade 2 aux carcinomes de bas et haut grade. Finalement toutes les
tumeurs de grades 3 de la classification 1973 ont été réassignés aux carcinomes de haut grade

dans la classification 2004 (Pavone-Macaluso et al., 2006).
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2.4. Symptdmes, diagnostique et traitement

2.4.1. Symptomes
Le cancer de la vessie, ne provoque presque pas de symptdmes aux stades précoces
(Massard et al., 2010), cependant certains signes cliniques -peu spécifiques- peuvent étre

observés tels que:

v" L’hématurie : ¢’est le symptome le plus fréquent du cancer de la vessie, il consiste en la
présence du sang dans les urines, ces derniéres, qui prennent alors une couleur allant du
roux tres claire au rouge vif (Chopin et al., 2001). Elle peut étre macroscopique ou
microscopique (suite a une analyse réalisée sur bandelette urinaire) (Bourillon et al.,
2003). C’est un phénoméne indolore (pour 85% des patients) (Bouchet et al., 2006 ;
witjes, 2016).

v Mictions impérieuses : mictions dont 1’urgence raccourcit considérablement la phase
d’attente, surtout chez des patients présentants des tumeurs avancées (comme les TVIM)
(Bourillon et al., 2003 ; witjes, 2016).

v" Pollakiurie: mictions fréquentes (Koehly et al., 2010).

v’ Lacystite : infection vésicale caractérisée par des mictions fréquentes, et douloureuses
Koehly et al., 2010 ; witjes, 2016).

v Et plus rarement la dysurie : le besoin d’uriner sans toutefois en étre capable (miction
nécessitant un effort) (Chopin et al., 2006 ; Koehly et al., 2010; witjes, 2016).

Dans le cas de découverte métastatique, ou plus avancée, les patients peuvent présenter
d’autres symptomes comme : la fiévre, I’anorexie, douleurs dans la région rectale, anale ou
pelvienne, douleurs lombaires et osseuses, manifestations hépatiques et altération de I’état
général (Bourillon et al., 2003; witjes, 2016).

Il est également possible que le cancer de la vessie, bloque 1’écoulement d’urine
provenant du rein, ce qui conduit a une hydronéphrose (distension du rein) suite a une rétention
d’urine dans cet organe (Bouchet et al., 2006).

En effet, ces symptdmes ne sont pas spécifiques aux tumeurs vésicales, et peuvent
également suspecter une infection urinaire, des calculs rénaux ou méme une hyperplasie
bénigne de la prostate, et ¢’est la raison pour laquelle un examen clinique ainsi qu’une série de
tests sont recommandés afin de confirmer le diagnostic et mieux évaluer le stade qui

déterminera par la suite la meilleure stratégie de prise en charge.
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2.4.2. Diagnostic

Le diagnostic des tumeurs vésicales est basé sur plusieurs examens :

v/ Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

Cette analyse comporte un examen direct de l'urine au microscope et une mise en culture
afin de rechercher et d'identifier la présence de germes. L'ECBU permet de rechercher une
infection urinaire (cystite, pyélonéphrite) et d'identifier le(s) germe(s) en cause (Claude &
Jhuret, 2002).

v' L’examen clinique

Cet examen consiste a examiner le rectum et le vagin (chez la femme), et permet de
déterminer la taille de la tumeur et de mesurer son étendue en cas de propagation (Claude &
Jhuret, 2002 ; Bourillon et al., 2003).

v Echographie vésicale
C'est I'¢tude de la vessie par ultrasons, elle objective la présence d’une tumeur dans la

cavité vésicale (Claude & Jhuret, 2002).

v Lacytologie urinaire
Permet de déterminer s’il y a présence ou non de cellules malignes, par la recherche de
cellules néoplasiques desquamées dans 1’urine (Fernandes et al., 2007). Si la sensibilité est
bonne pour les tumeurs de haut grade, elle est par contre faible pour les tumeurs de bas grade.
La présence de cellules malignes dans I’urine détectées lors d’un test de cytologie, indique donc
la présence d’une tumeur n’importe ou dans le systéme urinaire, a contrario, un test négatif ne
peut pas exclure la présence d’une tumeur. Il est donc important de réaliser d’autres tests de

validation, notamment une cystoscopie (Babjuk et al., 2013).

v' Examen radiologique
Réalisé suite a un examen anatomopathologique, si ce dernier révéle que la tumeur c’est
propagée dans les couches musculaires de la vessie.
L’examen radiologique est nécessaire pour déterminer si la tumeur s’est également développée

dans les ganglions lymphatiques et les tissus situés a I’extérieur de la vessie.
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I1 consiste en la réalisation d’un scanner ou d’une imagerie par résonance magnétique (IRM)
de ’abdomen et du bassin (Claude & Jhuret, 2002; Bourillon et al., 2003 ; Bouchet et al.,
2006).

v La cystoscopie

Elément de base du diagnostic, qui permet de confirmer ou d’exclure la présence d’une
tumeur vésicale.
La cystoscopie peut étre réalisée par anesthésie locale ou générale, et se fait par I’insertion dans
I’urétre d’un tube lumineux dont I’extrémité est dotée d une caméra afin de rechercher la tumeur
a I’intérieur de la vessie et de ’urétre.
Le médecin peut insérer un instrument chirurgical tres fin dans le tube du cystoscope afin de
prélever une biopsie (Sun & Trinh, 2015).

v' Examen anatomopathologique

Cet examen révele les caractéristiques spécifiques de la tumeur et permet de déterminer
le type du cancer de la vessie.
En fait, Il s’agit de ’analyse en laboratoire des cellules tumorales. Cette analyse est effectuée

sur le ou les échantillons de tumeur retirés lors de la cystoscopie (Bouchet et al., 2006).

2.4.3. Traitement

De nos jours plusieurs options du traitement peuvent étre proposées au patient dont la
chirurgie, la chimiothérapie, la thérapie biologique et la radiothérapie.
En effet, la prise en charge d’un patient souffrant d’un cancer de la vessie dépend du stade de
la tumeur ainsi que la localisation de cette derniére avec prise en considération de I’age et de

I’état de santé général du patient.

v' Traitement des tumeurs superficielles (TVNIM)

La prise en charge thérapeutique repose alors sur un traitement conservateur par résection
transurétrale de la vessie RTUV suivie dans la plus part des cas par un traitement
complémentaire, ce dernier est administré au patient sous formes d’instillations endoveésicales
de mitomycine C ou de BCG selon le risque de récidive ou de progression avec prise en
considération bien sdr des capacités du patient a tolérer les effets secondaires (Van der
Meijden, 1998 ; Babjuk et al., 2013).
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v Traitement des tumeurs invasives (TVIM)

Le traitement de référence consiste en une cystectomie totale associée a une dissection
ganglionnaire pelvienne. Selon les circonstances, une intervention chirurgicale peut étre
complétée par une chimiothérapie adjuvante.

Selon plusieurs études, une chimiothérapie néo-adjuvante est recommandée pour les patients
présentant des tumeurs de stades T2 (Van der Meijden, 1998) afin de diminuer le volume
tumoral rendant opérables certaines tumeurs jugées initialement inextirpables.

En cas de refus d’intervention ou de patient non éligible a la chirurgie, d’autres options
thérapeutiques sont disponibles comme la réalisation d’une radiochimiothérapie ou le
traitement trimodal qui consiste en une combinaison d’une radiothérapie, une chimiothérapie
et une résection transurétrale de la vessie qui permet la conservation de la vessie, mais jusqu’a
nos jours la cystectomie totale reste I’option la plus fiable (Kim et al., 2017).

On connait également la thérapie génique qui est proposé comme cible thérapeutique -
toujours en essais clinique- dans les cancers de vessie, cette derniére consiste a développer des
médicaments visant les récepteurs a activité tyrosine kinase qui envahissent le muscle vésical
en présence de tumeurs tels : EGFR, ERBB2, FGFR3 (Smith et al., 1989 ; Peyromaure et al.,
2005 ; Hussain et al., 2007 ; Villares et al., 2007 ; Qing et al., 2009 ; Lae et al., 2010 ; Pruthi
etal., 2010, Tony et al., 2019).

2.5. Les voies de progression tumorales

En effet, I’évolution des cancers de la vessie se fait différemment tout dépend la voie selon
laguelle la tumeur va progresser, puisque a chacune des deux voies correspondent des
altérations génétiques et épigénétiques affectant des protéines dans des voies de signalisation
intra-cellulaire différentes (Castillo-Martin et al., 2010 ; Goebell & Knowles, 2010 ; Kamat
& Mathew, 2011) (Figure 7).

2.5.1. Les tumeurs de la voie dite « Ta »

Les tumeurs de la voie dite « Ta » sont des carcinomes papillaires superficielles de bas grade
Ta G1/G2 - n’ayant pas franchi la membrane basale-, elles représentent 70 a 80 % des tumeurs
de vessie a la premiére constatation du diagnostic. Ces tumeurs récidivent frequemment a un
pourcentage variant entre 60 a 70% mais progressent rarement vers des tumeurs T1 puis T>2
(7 2 17%) (Billerey et al., 2001 ; Jebar et al., 2005). Donc elles n’évoluent que trés rarement
en maladie métastatique. La mortalité liée a ce type de cancer reste faible (Kamat & Mathew,

2011).
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Ces tumeurs sont porteuses de mutations des oncogénes FGFR3, H-RAS (et PI3K, 3.entrainant
un gain de fonction (Sibley et al., 2001, Rhijn et al., 2001, Rieger-Christ et al., 2003).

2.5.2. Les tumeurs de la voie dite « des carcinomes in situ »
Les tumeurs de la voie dite « des carcinomes in situ », sont des carcinomes urothéliaux de haut

grade dont I’origine est actuellement incertaine; elles pourraient effectivement provenir a partir
de lésions de carcinome in situ « Cis », de tumeurs papillaires de bas grade Ta G1/G2 dont le
degré d’anaplasie aurait augmenté, mais aussi survenir de novo, a partir de I’urothélium normal
(Billrrey et al., 2001 ; Knowles, 2008).

Ces tumeurs récidivent fréquemment et peuvent progresser vers des tumeurs T1 puis T>2 avec
une probabilité d’environ 40% (Heney et al., 1983). Donc, elles évoluent en grande majorité
vers une maladie agressive et envahissante, aboutissant & la formation de meéstastases. Ces
derniers possédent un risque élevé de mortalité lié au cancer (Kamat & Mathew, 2011).

Elles sont caractérisées par la perte de fonction des géenes suppresseurs de tumeurs tels p53, Rb
et PTEN (Castillo-Martin et al., 2010 ; Kamat & Mathew, 2011).

Urothelium

Basal Membrane
Chorion

Smooth Muscle
(Detrusor)

Adventitia

Urothélium normal

Ta G3- Cis

Figure 7 : Les voies de progression des tumeurs vésicales.
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3. Bases de I’oncogenése dans le cancer de la vessie

Les données cliniques préecédemment exposées ont donc permis d'établir qu'il existait
deux voies de progression tumorale des carcinomes de vessie : I'une passant par les tumeurs Ta,
qui progressent peu mais récidivent fréquemment, l'autre passant par les carcinomes in situ,
plus rares mais progressant souvent vers des stades invasifs. Ces observations cliniques ont été
confortées par des études moléculaires. Dans ce sens, de nombreux travaux de biologie
moléculaire ont clairement démontré qu’il existait deux voies majeures dans la cancérogénése
vésicale : I'une pour les tumeurs infiltrantes et a haut risque de malignité caractérisée
généralement par la présence de mutations du gene suppresseur de tumeur p53 (Tumor Protein
of 53 Kilo dalton), I’autre pour les tumeurs non-infiltrantes et a faible risque de malignité
caractérisée essentiellement par des mutations de 1I’oncogene FGFR3 (Fibroblast Growth Factor
Receptor 3) (Bakkar et al., 2003 ; Van Rhijn et al., 2004).

3.1. Oncogenes
3.1.1. Géne FGFR3

Le FGFR3 appartient a une famille de récepteurs a activité tyrosine kinase, codés par 4
genes différents (FGFR 1-4). Il est codé par un gene de 19 exons localisé sur le bras court (p)
du chromosome 4, en position 16.3, et plus précisément de la paire de base 1795038 jusqu'a la
paire de base 1810598.
Ce récepteur est une glycoprotéine transmembranaire de 115 kDa, formée de 806 acides aminés
et divisée en 3 régions : un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un
domaine intracellulaire. La partie extracellulaire posséde 2 a 3 domaines de type
immunoglobuline et la partie intracellulaire un domaine tyrosine kinase (Figure 8).
Suite a son interaction avec le ligand, le récepteur FGFR3 subit une dimérisation, et une
transphosphorylation des domaines kinases, permettant ainsi son activation. Une fois activé, le
récepteur devient alors capable de lier et de phosphoryler des protéines effectrices, déclenchant
ainsi dans la cellule différentes voies de signalisation.

Le FGFR3 est impliqué dans différents syndromes de nanisme, il a un contréle négatif de
la croissance osseuse. Son rdle oncogénique avait été mis au point pour la premiere fois dans
les myélomes puis dans les carcinomes vésicaux (Chopin et al., 2001 ; Radvanyi et al., 2001
; Golka et al., 2011).
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Dans une étude réalisée sur des échantillons issus de tumeurs de patients humains, une
surexpression de FGFR3 était observée dans 85% des tumeurs présentant une mutation de ce
géne et cette expression était significativement plus fréquente dans les tumeurs non invasives
de bas grade (Ta) comparée aux tumeurs invasives (T2) (Tomlinson et al., 2007). Il a été
rapporté que les mutations de FGRF3 sont associées a des tumeurs de vessie de bon pronostic
(Hernandez et al., 2009).

Ce sont les mutations apparaissant dans le domaine tyrosine kinase ou dans la région
extracellulaire, induisant une stabilisation du dimeére, qui sont susceptibles d’engendrer une
activation constitutive du récepteur, et ainsi une activation permanente des cascades de
signalisation (Tomlinson et al., 2007) (Figure 8).
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Figure 8 : Fréquence relative et position des mutations de FGFR3 dans les cancers de la
vessie (Tomlinson et al., 2007).

3.1.2. Locus c-ha-ras-1 : H-RAS

Officiellement connu sous le nom : Harvery rat sarcoma viral oncogene homolog.
Le géne c-ha-ras 1 est localisé sur le bras court (p), du chromosome 11 en position 5.5 et plus
précisément de la paire de base 532241 jusqu'a la paire de base 535549.
Il code pour la protéine H-Ras ou la p21, impliquée dans la régulation du cycle cellulaire ainsi
que la transduction du signal. C’est une protéine dite GTPase ; dont I’activation se fait aprées

liaison & une molécule GTP.
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Le géne H-Ras appartient a la famille d’oncogéne « Ras », qui contient deux autres
génes : K-Ras et N-Ras, impliqués dans la régulation de la division cellulaire, la différenciation

et le phénomene d’apoptose.

HRAS a été le premier oncogéne mis en évidence dans les carcinomes urothéliaux (Reddy et
al., 1982). La mutation, qui concerne le plus souvent les codons 12, 13 et 61, provoque
I’activation constitutive de HRAS. Le géne KRAS et beaucoup plus rarement le géne NRAS sont
retrouves également mutes.

Il est & noter que les mutations activatrices des génes RAS, et notamment HRAS avaient été
rapportées dans 30 a 40 % des cas des tumeurs papillaires de bas grade (Mitra et al., 2006;
Pasin et al., 2008).

3.1.3. EGFR et ses ligands
Le facteur de croissance pour I’épiderme EGF (Epidermal growth factor), est une protéine
de 53 acide aminés, dont le gene est localisé sur le bras court (p) du chromosome 7 en position

12, et plus particuliérement de la paire de base 55086724 a la paire de base 55275030.

L’importance de ’EGF dans la carcinogénése vésicale a été suggérée par de nombreuses études
qui ont démontré 1’association de la surexpression du récepteur EGFR ainsi que la
surexpression du récepteur EGFR associé a un de ces ligands (EGF, TGF alpha principalement)

a la progression tumorale vésicale (Chopin et al., 2001 ; Izumi et al., 2012).

3.1.4. Géne PI3K

Le géne PI3K, situé sur le chromosome 3 code pour une sous unité catalytique appelée
pl10 o.. Cette derniere associée a une autre sous unité dite régulatrice (p85) forme la
phosphoinositide tri-phosphate 3 kinase de type | (PI3K3 de type I), lequel constitue le
messager activateur d’AKT (Figure 9). Dans ce sens, le géne P13k prend place dans une voie de
signalisation intracellulaire indispensable dans I’homéostasie cellulaire, dont I’activation est

dépendante de FGFR3 et liée aux genes RAS.

Le géne PI3K, possede une mutation activatrice dans 20-30% des tumeurs superficielles de la
vessie de bas grade et de faible stade (Lopez-Knowles et al., 2006 ; Goebell et al., 2010) Par
opposition, ces mutations ont une prévalence tres faible dans les tumeurs de vessie de haut grade
et invasives. Ces mutations sont aussi retrouvées dans les néoplasmes urotheliaux papillaires a
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potentiel malin incertain, ce qui suggere que la mutation de PI3K, survient précocement dans
la carcinogénese urothéliale. 1l a été rapporté également que la mutation PI3K, est fortement
associée a la mutation FGFR3 (Lopez-Knowles et al., 2006).
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Figure 9 : Voie MAPK/PI3K dans les cancers de la vessie (Goebell et al., 2010).

3.2. Les genes suppresseurs de tumeurs
3.2.1. Géne P53

La P53 ou TP 53 (Tumor Protein of 53 kDa), est une phosphoprotéine nucléaire de 393
acides aminés, dont le géne est localisé sur le bras cout (p) du chromosome 17 au locus 17p13.1
La TP53, est une protéine exprimée sur toutes les cellules, elle possede une demi-vie tres
courte, et a pour role de bloquer le cycle cellulaire en phase G1 et d’activer I’apoptose, lorsque
I’ ADN est altéré et qu’il existe une possibilité de dégénérer en croissance non régulée ; la cellule
potentiellement tumorale est donc détruite.
A I’opposé, la protéine mutée -dont la demi-vie est plus longue- n’a pas les mémes propriétés
anti-oncogenes ; elle permet a la cellule de croitre anarchiquement en accumulant des
mutations.
La mutation TP53 jouerait un role central dans le développement et la progression du carcinome
urothélial, avec environ 50% des TVIM qui contiendraient cette mutation contre seulement 25%
dans les TVNIM. Ceci soulignerait donc le mauvais pronostic de cette mutation (Goebell et al.,

2010).
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3.2.2. Géne RB

Localisé sur le bras long (g) du chromosome 13, au niveau du locus 13q14. Il code pour
la protéine RB (rétinoblastome), dont la fonction est de se lier et d’inhiber le facteur de
transcription E2F. Ce facteur de transcription, lorsqu’il est libre, a pour role de promouvoir la
transcription de génes indispensables a la continuité du cycle cellulaire.
Il est & noter que I’expression, et la fonction de RB sont fréquemment perdues dans différents
types de cancers. Les personnes ayant des mutations germinales de RB présentent un risque
accru de développer un carcinome épithélial, notamment celui de la vessie (Fletcher et al.,
2004). La perte d’hétérozygotie du géne RB1 est fréquente dans le cancer de la vessie (Cairns
et al., 1991) entrainant dans 30 & 40 % de tumeurs invasives (Lee & Droller, 2000).
Ainsi le cancer de la vessie a stade avance et/ou métastatique est caractérisé par des mutations
des genes P53 et RB1 (Ouerhani et al., 2009 ; Neuzillet et al., 2012).

3.2.3. Géne PTEN

Le gene PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) situé sur le chromosome 10 code pour
la protéine PTEN, impliquée dans la régulation négative de la voie PI3K, et apparait donc
comme un répresseur de la prolifération cellulaire (Figure 9). La protéine PTEN est une
phosphatase impliquée dans la déphosphorylation du phosphatidil inositol tri-phosphate (PIP3).
Le phophatidil inositol bi-phosphate (PIP2) ainsi formé ne peut plus activer la voie AKT. La
délétion du gene PTEN est fréquemment retrouvée dans les tumeurs invasives, mais rare dans

les tumeurs non invasives (Puzio-Kuter et al., 2009).

3.3. Profil cytogenétique des tumeurs veésicales

Des instabilités génomiques ont été également rapportées. Alors que les tumeurs
papillaires superficielles de bas grade apparaissent le plus souvent génétiquement stables, ne
montrant pas d'autres anomalies que des pertes du chromosome 9 (Habuchi et al., 1995), les
tumeurs invasives présentent de nombreux remaniements chromosomiques (Tilborg, 2000).
Il s'agit d'une instabilit¢ chromosomique (CIN) entrainant des pertes d’hétérozygotie.
Yamamoto et al. (2007) ont suggeré que la surexpression de BUB1 (budding uninhibited by
benzimidazoles 1), protéine impliquée dans la régulation de la formation du fuseau mitotique,

est associée avec cette instabilité chromosomique des tumeurs invasives.
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L'anomalie la plus fréquente et la plus recherchée en cytogénétique est la délétion du
chromosome 9 observée dans plus de 50 % des tumeurs (Goebell et al., 2010). Les pertes
d’hétérozygotie sont fréquemment retrouvées a la fois sur les bras court et long du chromosome
9. Elles touchent les régions 9p22.1, 9922.3 et 9932-33.1, sur lesquels on trouve les génes
suppresseurs de tumeurs PTCH (Patched gene) et DBCCR1 (Deleted in Bladder Cancer
Chromosome Region 1) (Wada et al., 2003), mais aussi 9p21 sur lequel se trouve les locus des
inhibiteurs de kinase cycline dépendants CDKN2A et CKN2B, et 9g34 sur lequel se trouve le
géne TSC1 (Tuberous Sclerosis 1) (Figure 10).
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Figure 10 : Chromosome 9 et ses régions délétées (Goebell et al., 2010).

Il est a noter que le locus CDKN2A code pour les protéines p16 et p14, et le locus CDKN2B
code pour la protéine p15 (Pasin et al., 2008). p16, p14 et p15 étant impliquées dans le contrdle
du cycle cellulaire (Chapman et al., 2005).

Le géne TSC1 code pour une protéine nommée hamartin, qui interagit avec le produit du géne
TSC2 impliqué dans la voie de signalisation PI3Kinase/AKT en promouvant la régulation
négative de mTOR, protéine centrale dans le contrdle de la synthése protéique et de la
croissance cellulaire (Pasin et al., 2008). Des mutations du gene TSC1 ont eté identifiees dans
14,5% des tumeurs de vessie (Pymar et al., 2008).

Il a été rapporté aussi que des gains ou délétions de matériel génétique ont également été mis
en évidence sur plusieurs chromosomes. Ces régions contiendraient des oncogenes ou des
suppresseurs qui par une sur-expression ou sous expression et/ou des mutations ponctuelles

participent a la genese du cancer vésical invasif. Selon les travaux de Claude & Jhuret. (2002),
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le résultat de 1’établissement de 120 caryotypes de tumeurs vésicales, a conduit a deux
remarques :
v Aucune anomalie de structure spécifique de type translocation réciproque n’a été décrite
v' Le profil cytogénétique globale est dominé par des pertes chromosomiques que des gains
(Figure 11).
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Figure 11 : Récapitulatif des anomalies chromosomiques dans les carcinomes de
vessie (Claude & Jhuret, 2002).

Les anomalies chromosomiques ayant été décrites sont comme suit :

v' Chromosomel : caractérisé par une délétion 1p ; les bandes les plus souvent touchées
sont 1p22 et 1g31. Des duplications 1q sont fréquemment retrouvées en CGH dans les
stades et/ou grades avances, et des amplifications en 1p32 et 1q21-24 ont été notées.

v' Chromosome 2 : caractérisé par des délétions 2q, en particulier dans les stades/grades
avancés

v' Chromosome 3 : une amplification en 3p21-24 et/ou 3924 a été notée. Avec des
délétions 3p qui semblent associées a un haut grade/stade.

v' Chromosome 4 : des délétions ou pertes d'hétérozygotie en 4q, plus rarement en 4p au
niveau des locus, 4p16 et 4q13-23. Une amplification en 4926 a également éte notée.

v" Chromosome 5 : un déséquilibre entre le nombre de copies de 5p et de 5q, souvent par
formation d'un isochromosome i(5p) avec une perte d'hétérozygotie en 5p12-13,
corrélée a une progression tumorale
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Chromosome 6 : il existe une délétion 6q, qui pourrait étre corrélée avec l'invasion
tumorale. Une amplification a été trouvée par CGH en 6p22.

Chromosome 8 : une délétion 8p, les pertes d'hétérozygotie en 8p22 ou plus largement
en 8p12 peuvent étre associées a un haut grade/stade. Des gains de 8q pourraient, quant
a eux, étre associés a une progression tumorale, en particulier en 8923.

Chromosome 10 : une délétion/perte d'hétérozygotie a été retrouvée en 10923-25, avec
des amplifications en 10p12-14 et en 10913-14 sont possibles.

Chromosome 12 : une délétion 12q et une amplification de 12913-15 et/ou 12915-24 a
été décrite.

Chromosome 14 : une délétion 14q, en particulier au niveau des bandes 14q12 et 14932
semble associée a la progression tumorale.

Chromosome 18 : il existe une délétion ou perte d'hétérozygotie en 18q, corrélée avec
le grade/stade et une amplification de 18911 et/ou de 18q22.

Chromosome 20 : une duplication 20q, et, moins souvent 20p, corrélée avec le
stade/grade.

Chromosome 21 : une délétion du 21g comme seule anomalie a été décrite dans 2
tumeurs.

Chromosome 22 : il existe une amplification possible en 22q11-12.

Chromosome Y : la perte de I'Y est fréquente (30 % des cas) et ne semble, finalement,

pas associéee au stade, au grade.

La complexification du caryotype est progressive : les remaniements de structure, de

nombre, de ploidie s'accumulent. Le passage a la tétraploidie est un phénomeéne secondaire,

associée aux tumeurs de haut grade. Il existe des tumeurs pseudo-octoploides (Claude & Jhuret,
2002).

Par ailleurs, ces derniéres années le groupement de chercheur TCGA (The Cancer Genome
Atlas) (TCGA, 2014) a également identifié 2529 aberrations structurales et plus de 1000 fusions

de genes incluant des translocations pouvant favoriser le développement et la progression du

cancer. Parmi ces derniéres, dans le cas des cancers vésicaux, le FGFR3 est retrouvé

fréguemment dans les translocations notamment avec TACC3, un géne jouant un rdle dans la

stabilisation des microtubules durant la mitose. La fusion FGFR3-TACC3 induit 1’activation

constitutive de FGFR3, générant 1’activation de la voie des MAP-kinase et la prolifération
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cellulaire. Nous signalons que le géne TACC3 a été étudié par notre équipe de recherche et a

fait I’objet d’un article soumis (Hireche et al., 2019).
3.4. Altérations épigénétiques

Des modifications épigénétiques, notamment des changements dans la méthylation de
I’ADN, la modification des histones et le remodelage de la chromatine ont également été
rapportés dans les tumeurs de vessie. Ainsi un grand nombre de mutations somatiques dans les
génes de remodelage de la chromatine ont été retrouvés dans les carcinomes urothéliaux (59%)
tels que KDM6A (Lysine Deméthylase 6A) aussi connu sous le nom de UTX (Ubiquitously
Transcribed X Chromosome), qui joue le réle de déméthylase (déméthylase de H3K27Me2 et
H3K27Me3) clé dans le code des histones et qui est frequemment muté (mutation inactivatrice)
dans les tumeurs de vessie (TCGA, 2014 ; Glaser et al., 2017). 34% des tumeurs présentent
des ilots CpG, contenant les génes suppresseurs de tumeurs, hypermethylés, induisant la
répression de ces genes (Lauss et al., 2012). D’apres les travaux du TCGA, 76% des tumeurs
analysées renfermeraient aussi des mutations non-sens dans les génes de remodelage de la
chromatine (TCGA, 2014).

3. 5. Génes d’intéréts

3.5.1. Genes de detoxification : les N-acétyltransférases

Les arylamine-N-acétyltransférases (NAT) sont une famille unique d’enzymes impliqués
dans la phase Il de biotransformation des xénobiotiques (Weber & Hein, 1985). Deux
isoenzymes des NATs, NAT1 et NAT2, ont été identifiées chez I’homme. Elles agissent comme
des enzymes importantes dans la voie métabolique des amines primaires, des hydrazides,
hydrazines et des xénobiotiques contenant des amines aromatiques par N- et/ou O-acétylation
(Lang et al., 1994).

3.5.1.1. Mécanisme de détoxification
La métabolisation des amines aromatiques et des carcinogénes hétérocycliques par les

NATS correspond a une activation ou une détoxication de ces xénobiotiques.

Les NATs acétylent les composés arylamines, arylhydrazines et arylhydroxylamines, en

utilisant ’acétylcoenzyme A (acétylCoA) (Weber & Hein, 1985) comme cofacteur. lls

34



Partie bibliographique — Bases de 1’oncogenése

catalysent le transfert d’un groupement acétyl issu de 1’acétylcoenzyme A, sur I’azote du
groupement amine primaire (-NH2) ou hydrazine (-NH-NH2) d’une molécule aromatique ou
arylamine receveuse. Le produit formé est une arylamide. 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 composes N-hydroxylés et
N-acétylés. La N-acétylation est considérée de fagcon générale comme exercant une détoxication
relative des arylamines puisque cette réaction les rend en effet moins actives, alors que la O-

acetylation serait plutdt activatrice (Figure 12).
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Figure 12 : Activation et inactivation des arylamines par N-acétylation, O-acetylation, et N-,
O-acétylation catalysées par la NAT2. Ces réactions sont représentées pour le cancérogene ABP
(arylamine 4-aminobiphényle), conduisant finalement & la formation d'électrophiles hautement réactifs
qui se lient a I'ADN et pouvant entrainer des phénomeénes de mutagénese et de cancérogénése (Hein et

al., 1992).
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3.5.1.2. NAT2 géne et enzyme
v’ Localisation et structure du géne :

Le géne NAT2 appartient a la famille des N-acétyltransférases qui comprend trois genes
dont NAT1, NAT2 et NATp. NAT1 et NAT2 sont deux genes codant pour des enzymes actives,
contrairement a NATp qui est un pseudogene, et qui n’est pas transcrit en protéine (Boukouvala
& Fakis, 2005 ; Westwood et al., 2006 ; Minchin et al., 2007 ; Sim et al., 2007 et 2008).

Le géne NAT2 est localisé sur le bras court du chromosome 8 et plus précisément au
niveau de la région 8p22, en aval du pseudogene NATp qui est lui-méme précédé par le géne
NAT1 avec une distance de 25 kb séparant les deux génes NAT1 et NAT2 I’un de I’autre (Toure
etal., 2012 ; Di Pietro et al., 2012) (Figure 13).

NATZ2 a une taille de 31 kDa et est codée par deux exons dont seul I’exon 2 qui est répartit sur
870 pb est transcrit en une protéine de 290 acides aminés. Avec NATL, il partage 87 %
d’homologie nucléotidique dans la région codante, ce qui se traduit par 81 % d’homologie au

niveau de la séquence des acides aminés (Grant et al., 1983 ; Blum et al., 1990).
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Figure 13 : Localisation et structure du géne NAT2.
v Polymorphismes génétiques du géne NAT2

De nos jours, il est bien connu que le géne NAT2 est polymorphe et son polymorphisme

génétique a bien été identifié chez plusieurs espeéces y compris ’homme.

36



Partie bibliographique — Bases de 1’oncogenése

En effet, plus de 25 polymorphismes dans la séquence codante du géne humains NAT2 ont été
mis en évidence a travers les différentes populations, dont treize substitutions nucléotidiques
ou SNPs ponctuelles sont les plus importants (c.191G>A, ¢.341T>C, ¢.590G>A, c.857G>A,
c.803A>G, ¢.282C>T, ¢.481C>T, ¢.345C>T, ¢.403C>G, c.434A>C, c.481C>T, c.638G>A,
€.838G>A) (Hein, 2002 ; Di Pietro et al., 2012), puisque les autres SNP ont été retrouvés a des
fréquences faibles chez certains groupes ethniques. En effet, dépendant de la nature de ces
variations génétiques, ’activité enzymatique est affectée décrivant ainsi trois phénotypes
differents de la N-acétyltransférase : lent, rapide et intermédiaire (Sanderson et al., 2007 ;
Song et al., 2009 ; Guaoua et al., 2014).

Selon le consensus de la nomenclature du géne NAT2 humain, la combinaison de d’un ou de
quatre SNPs présents dans le méme alléle caractérise les variants alléliques (Vatsis et al., 1995
; Hein et al., 2000 ; Boukouvala, 2016). Ainsi, 36 variants alléliques du gene NAT2 existent
selon la base de données sur la nomenclature des NATs (Khedhiri et al., 2010 ; Di Pietro et
al., 2012).

Il est intéressant de souligner que I’ensemble des alléles du NAT2 connus sont issus de la
combinaison d’une vingtaine d’SNPs seulement, situés aux positions 111, 190, 191, 282, 341,
345, 364, 403, 411, 434, 481, 499, 590, 638, 759, 803, 838, 845, 857 et 859 de la région codante
de laNAT2 (Boukouvala, 2016). Parmi ces alléles, treize sont considérés comme majeurs, c'est-

a- dire rencontrés a des fréquences significatives dans plusieurs populations (Hein, 2002).

NAT2*4 est considéré comme I’allele sauvage, et est associé au phénotype d’acétylation rapide.
I1 est I’all¢le intacte qui ne présente aucun polymorphisme au sein de sa séquence nucléotidique
(Hein et al., 2000 ; Walker et al., 2009 ; Toure et al., 2012). En fait, les individus
homozygotes pour 1’allele lent, sont considérés comme acétylateurs lent, les individus
homozygotes pour I’allele rapide sont considérés comme acétylateurs rapide, alors que les
individus hétérozygotes possédant un alléle lent et un alléle rapide sont considérés comme

acétylateurs intermediaire (Hein, 2006).

Une trés grande variation selon I’origine ethnique caractérise les différents polymorphismes -
et donc formes alleliques- a travers les populations. C’est ainsi que les populations caucasiennes
comptent en moyenne des proportions équivalentes d’acétyleurs rapides, intermédiaire et lents,
alors que les populations Nord-africaines comptent parmi les plus riches en acétyleurs lents
(Hein, 2002).
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De nombreuses études ont analysés la relation entre 1’acétylation lente et le risque du cancer
de la vessie, cependant, les résultats sont controversés a travers les populations (Vatsis et al.,
1995 ; Hein, 2002 ; Garcia-Closas et al., 2005 ; Sanderson et al., 2007).

v’ Protéine NAT2
Sujette a un polymorphisme génétique, 1’expression de la protéine NAT2 est trimodale :
lente, rapide ou intermédiaire, tout dépend de sa vitesse de dégradation des substances qui lui
sont soumises. Chez les individus de type acétyleur rapide, la NAT2 est exprimée dans le foie
en quantité supérieure -comparée a celle de la NAT1- (12 fois environ). Chez les acétyleurs
lents, les contenus hépatiques en enzymes NATL1 et NAT2 seraient par contre comparables
(activité NAT2 jusqu'a deux fois plus forte seulement) (Hein et al., 1993).

Chez ’Homme, I’enzyme présente une triade catalytique située au niveau de la partie N-
Terminale. Elle est composée de la cystéine 68, de I’histidine et de ’aspartate (Cys-His-Asp).
Des analyses structurales ont permis de distinguer trois domaines au niveau de la protéine
NAT2 (Butcher et al., 2002 ; Walraven et al., 2008) (Figure 14).

Figure 14 : Structure tridimensionnelle de la NAT2 humaine : diagramme en ruban.

La couleur du ruban indique les domaines protéiques de la NAT2 : domaine | (bleu), la région interdomaine
(rouge), domaine Il (orange), et le domaine 11 (vert). Deux orientations sont représentées, une sur le site d'entrée
de substrat dans le site actif (A) et I'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 1’acide aminé 90. Il forme
une partie de la crevasse ou de la fente composee par la triade catalytique et constitue
le lieu ou la cystéine 68 va se combiner aux substrats. Ce domaine est le plus conserve

entre les especes.
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e Le deuxieme 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 f.
Cette zone est spécifique de I’enzyme NAT?2.

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

diversifié entre les espéces.

3.5.2. Géne de réparation de ’ADN : Xeroderma pigmentosum

complementation groupe C (XPC)
Les mécanismes de réparation de I’ADN jouent un réle crucial dans la préservation de
I’intégrité du génome. Ils permettent également de lutter contre les dommages de I’ ADN induits

par une grande majorité d’agents endogénes et €xogenes.

3.5.2.1. Mécanisme de réparation par NER

Le systeme de réparation par excision nucléotidiqgue (NER : Nucléotide- Excision
Repair) est I’un des les différentes voies existantes pour réparer le génome humain. Bien que
son existence soit probablement liée a la réparation des 1ésions de I’ADN induites par les
rayonnements ultraviolets de la lumiére solaire, ce systeme est capable de reconnaitre une
grande variété d’adduits volumineux induits par des carcinogenes d’origine environnementale
ou medicamenteuse.
Le NER fait intervenir un trés grand nombre de protéines incluant les protéines XP (A a G)
dont la déficience chez I’homme provoque une maladie récessive rare appelée xeroderma
pigmentosum, qui se caractérise par une hypersensibilité aux rayons ultraviolets de la lumiere
solaire et une prédisposition de développer le cancer de la peau (Sak et al., 2005 ; Xiao et al.,
2010).

Le NER repose sur deux voies : le GG-NER (Global Genome-NER), qui répare les Iésions
de ’ADN indépendamment de leur localisation dans le génome, et le TC-NER (Transcription-
Coupled-NER) qui est induit par la présence de lésions au niveau des régions transcrites de
I’ADN (Figure 15). Seules les étapes de reconnaissance de la Iésion varient entre ces deux
voies. Dans le GG-NER, c’est le complexe formé par XPC et hHR23B (Rad23 homolog B) qui
reconnait la distorsion de I’ADN associée a la Iésion, alors que dans Ile

TC-NER, le mécanisme est induit par I’arrét de la progression de ’ARN polymérase II au
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niveau de la lésion sur le brin transcrit et fait intervenir deux facteurs spécifiques, CSA et CSB
(pour Cockayne syndrome A et B) (Fousteri & Mullenders, 2008). Il est & signaler que certains
auteurs ont rapporté I’implication d’une autre protéine nommeée la centrine 2 avec le complexe
XPC- hHR23B dans la reconnaissance de la lésion dans la voie GG-NER (Nishi et al., 2005,
Schéfer et al., 2013).

Dans les deux cas, le maintien de 1’ouverture de la double hélice d’ADN est assuré par les deux
hélicases XPD et XPB faisant partie de la dizaine de facteurs du complexe TFIIH. Cela rend la
Iésion accessible aux autres facteurs du NER et permet le recrutement du complexe XPA-RPA
et de I’endonucléase XPG. XPA reconnait et vérifie la présence de la 1ésion, RPA (Replication
Protein A) se lie a I’ADN simple brin non endommagé et XPG incise le brin endommagé en 3’
de la lésion. Dans un deuxiéme temps, 1’endonucléase XPF, en association avec le facteur
ERCC1 (Excision Repair Cross Complementation groupl), réalise la coupure de I’ADN
endommageé en 5’ de la 1ésion et libére un fragment de 24 a 32 bases. L’ADN polymérase et
I’ADN ligase sont alors recrutées pour effectuer une nouvelle synthése de brin et restaurer la

continuité de I’ADN (Pourquier, 2006).
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ADN non transcrit (GG-NER) ADN transcrit (TC-NER)
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Figure 15 : Mécanisme de réparation par excision de nucléotides (NER). Il existe deux
voies du NER selon que la lésion se trouve dans I’ADN non transcrit (GG-NER) ou I’ADN
transcrit (TC-NER) (Pourquier, 2006).

Plusieurs études dans la littérature ont rapporté la relation existante entre les genes de la
famille XP, notamment les différents polymorphismes du géne XPC et le cancer de la vessie.
Cependant les résultats sont controversés (Dou et al., 2013 ; Dai et al., 2014 ; Sankhwar et
al., 2016).

3.5.2.2. XPC gene et enzyme

v’ Localisation et structure du géne
Le gene XPC I’un des génes de la famille XP qui regroupe huit (8) genes, nommeés selon leur
chronologie de découverte: A, B, C, D, E, F et G, et XPV. L’XP du groupe C est le plus

41



Partie bibliographique — Bases de 1’oncogenése

fréquent, et sa prévalence prédomine dans les pays mediterranéens et Nord-Africains
(Pourquier, 2006).
Le géne XPC est localisé sur le bras court du chromosome 3 et plus précisément au niveau de

la région 3p25.1, et comprend 18 exons au total (Figure 16).
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Figure 16 : Structure et localisation du géne XPC.

v Polymorphismes génétiques de I’XPC :

En raison du role de I’XPC dans la réparation de I’ADN et des conséquences biologiques
des variations de ce geéne, un intérét significatif s’est porté sur la recherche de polymorphismes
afin d’identifier des roles potentiels dans la prédisposition au cancer de la peau mais également
a d’autres types de cancer y compris le cancer de la vessie. Divers polymorphismes dont
Ala944Val et Lys939GIn ont été investigués a la recherche de I’impact que peuvent porter ces
mutations sur le cancer de la vessie. Plusieurs études cas témoins, méta-analyses et TSA (Trial
Sequential Analysis) ont montré I’implication du polymorphisme Ala944Val dans 1’étiologie
du cancer de la vessie notamment chez les Européens (Sak et al., 2006 ; De verdier et al.,
2010 ; Sankhwar et al., 2016). Par ailleurs, d’aprés 1‘analyse TSA et la méta-analyse de
Sankhwar et al. (2016), le polymorphisme Lys939GIn ne semble pas étre un facteur de risque
de ce type de cancer quel que soit le groupe ethnique. Peu d’études cas témoins ont rapporté

son implication (Wen et al., 2009 ; De verdier et al., 2010 ; Rouissi et al., 2011).
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v Protéine XPC :

La protéine XPC est constitué¢e de 940 acides aminés et est d’une taille de 125 kDa. Elle
existe sous la forme d’un hétérotrimére avec les protéines Rad23B et la centrine 2 (Araki et al.,
2001).

Ce complexe est essentiel pour le recrutement des autres composants de la machinerie NER,
pour former le complexe de pré-incision de ’ADN (Wood et al., 2005). La centrine 2 et
Rad23B permettent de stabiliser le complexe, inhibent la polyubiquitination de XPC et le
protégent de la dégradation par le protéasome (Ng et al., 2003).

Le complexe XPC/Rad23B reconnait les photoproduits, des cross-links intra-brin ADN-
cisplatine, les mono-adduits de psoraléne mais également des cross-links inter-brin en
coopération avec XPA (Thoma et al., 2005). Pour accomplir son role dans la reconnaissance
des lésions et le déclenchement du NER, la protéine XPC doit interagir avec différents
domaines et facteurs protéiques, tous situés dans sa partie C-terminale (Uchida et al., 2002 ;
Popescu et al., 2003) (Figure 17).

XPC

. 940
l #47-863 w Centrine 2

Liaison 4 Rad23B
496-734 TFIIH
816-940

. ADNsb
607742

XPC3
Figure 17 : Domaines d’interaction entre I’XPC et I’ADN ou ses partenaires protéiques. Ils sont
situés dans la moitié C-terminale de XPC. Les domaines de liaison a Rad23B et I’ADN se chevauchent,

ainsi que les domaines d’interaction avec la centrine 2 et TFIIH. XPC3 : peptide utilisé pour [’obtention

d’anticorps anti-XPC (Renaud, 2008).

Il est a noter que le complexe XPC/Rad23B présente une certaine affinité pour I’ADN sain, et

celle-ci augmente d’un facteur 400 quand I’ADN est endommagé (Batty et al., 2000).
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1. Population d’étude
L’étude entreprise est transversale de type cas-témoins ; elle a porté sur 364 individus non
apparentés. Tous les sujets sont originaires du Nord Algérien, agés de 24 a 90 ans. La population

d’étude est subdivisée en deux groupes :

1.1. Groupe des patients

Ce groupe est composé de 175 patients (165 hommes et 10 femmes) diagnostiqués
porteurs de tumeurs vésicales (TV) de différents stades et grades de sévérité et ayant subis soit
une cystectomie soit une résection trans-urétrale de la vessie. Ces patients ont été recrutés au
sein des départements d’Urologie de la Clinique Rénale Daksi de Constantine et du Centre
Hospitalier Universitaire de Tizi-Ouzou, entre Janvier 2014 et Mai 2016. Tous les cas
présentaient un compte rendu anatomopathologique confirmant le diagnostic avec précision du
stade -selon la classification TNM de 1’Union Internationale Contre le Cancer (UICC ; 1997)-
et du grade -selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS ; 1973)- de la tumeur.

Seuls ont été exclus de 1’étude les sujets métastasiques ou ayant subis une transfusion sanguine.

1.2. Groupe des témoins

Les 189 témoins inclus dans cette étude sont des sujets présumés sains des deux sexes,
recrutés de facon aléatoire dans les différents milieux professionnels avec exclusion de tout
sujet présentant un antécédent familial d’un type de cancer. Ces témoins ont été appariés selon
I’age le sexe et 1’origine avec les patients.

Un consentement éclairé a été signé par tous les patients et les témoins ayant participés
dans cette recherche, aprés lecture et explication nous autorisant a utiliser leur matériel

génetique (Annexe 2).

2. Etude épidémiologique

Un questionnaire detaillé a été établi et complété pour tous les patients suite a une étude
exhaustive des dossiers médicaux, ainsi que des informations obtenus directement des patients
ou de leurs médecins traitants (Annexe 3).
L’objectif de cette étude est d’établir la répartition des patients selon les parametres étudiés

(I’age, le sexe, lorigine géographique, le statut tabagique, [’exposition aux risques
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professionnels, le stade et le grade tumoral) dont le but est de déceler lequel de ces facteurs est
impliqué dans la carcinogenese vésicale.
Dans le cadre de I’étude cas-témoins, la tracabilité de chaque sujet témoin a été également

enregistrée en utilisant un questionnaire (Annexe 4).

3. Etude moléculaire

L’extraction de I’ADN s’est réalisée au niveau du laboratoire de Biologie et Génetique
Moléculaire de I’Université Constantine 3. L’analyse moléculaire comprenant le séquengage du
géne NAT2, I’étude des différents variants qui lui sont associés ainsi que le séquencage et la PCR
en temps réel du polymorphisme Lys939GIn du géne XPC s’est déroulée au niveau de la

plateforme de Biologie Moléculaire de ’institut Curie, Paris, France.

3.1. Extraction de ’ADN génomique

Les préléevements sanguins préconisés pour I’extraction de ’ADN génomique ont été
recueillis dans des conditions stériles par ponction veineuse dans des tubes vacutainer EDTA
(Acide Ethylene Diamine Tétracétique), en quantité de 5 a 10 ml. L’ADN génomique est ensuite
extrait a partir des leucocytes en utilisant la méthode d’extraction au NaCl « salting out » (Miller
et al., 1988).

3.1.1. Principe

Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique des globules rouges ; ils
seront ensuite traités en premier lieu par I’SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) qui posséde une action
Iytique sur les membranes cellulaires, dénature les protéines par destruction de leur structure
tertiaire et inhibe 1’action des nucléases. L’ ADN des leucocytes ainsi libéré est ensuite traité par
la protéinase K qui le débarrasse de toutes les protéines qui lui sont associées. Ces dernieres sont
digérées et eliminées par précipitation au NaCl hautement concentré. Suite a I’ajout de 1’éthanol
pur, I’ADN est précipité sous forme de filaments blanchatres formant une pelote appelée méduse.
Enfin, aprés séchage a température ambiante I’ADN pur est solubilisé en phase aqueuse (eau

stérile bidistillée) (Annexe 5).

3.1.2. Controle de qualité de ’ADN et estimation de sa concentration
Pour éviter tout doute et réserve dans I’interprétation des résultats, il convient des le

départ de s’assurer de la pureté des différents extraits d’ADN en mesurant 1’absorbance pour
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chaque échantillon a une longueur d’onde de 260nm et aussi de 280nm, a I’aide d’un
spectrophotometre NanoDrop (Thermo Scientific, France). En effet les acides nucléiques
absorbent aussi bien a 260nm qu’a 280nm mais ont un spectre d’absorption maximum en UV
a 260nm, alors que les protéines qui représentent les témoins de contamination absorbent a
280nm (longueur d’onde d’absorption des protéines).

Avoir un ADN pur signifie que le rapport (R) des densités optiques (DO):
R = DO 260nm/ DO 280nm soit compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R < 2). Un rapport < 1,6 témoigne
une contamination par les protéines et un rapport > 2 indique une contamination par les ARN.
Par ailleurs, la DO est aussi déterminée a 270 nm et le rapport DO 260nm/ DO 270nm est
calculé pour s’assurer que la solution contient peu ou pas d’alcool résiduel. Pour cela, le rapport

doit étre inférieur a1 (R < 1).

La concentration des ADN extrait est estimée par la mesure de I’absorbance a 260nm. Sachant
qu’une unité¢ de DO a 260nm est équivalente a 50 pg /ml d’ADN, il est possible d’évaluer la
quantité d’ADN d’un échantillon par la formule : facteur de dilution x 50 x DO260.

Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu’a utilisation (ou congelés a — 20°C dans le but de

les conservés pour une longue durée).

3.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)-Sequencage du gene NAT2
L’identification des différents polymorphismes du géne NAT2 (OMIM : 612182) au sein
des deux populations d’étude (cas et témoins) a été réalisée par la technique de PCR-séquencage
directe. Ces analyses ont été complétées par 1’étude des différentes combinaisons existantes entre
les SNPs (Single Nucleotid Polymorphisms) obtenus permettant ainsi de déterminer les différents
alleles NAT2, de prédire les phénotypes NAT2 et de classer les sujets en acétyleurs lents,

intermédiaires ou rapides selon les combinaisons des différents variants du géne d’intérét.

3.2.1. Principe du séquencage

Le séquencage utilisé dans notre travail repose sur le principe de la méthode enzymatique
de Sanger (Sanger et al., 1977). Cette méthode consiste en la synthése d’un brin d’ADN, a
partir de la séquence que 1’on veut explorer, par une Taq polymérase d’une haute-fidélité.
L’enzyme polymérise a partir de I’extrémité 3’ d’une amorce, ajoutant des nucléotides
complémentaires de ceux du brin d’ADN qu’elle copie, avec pour substrats des

désoxynucléotides triphosphates normaux (dNTP) mélangés avec des didésoxynucléotides
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(ddNTP). Un ddNTP différe d’un dNTP, par I’absence du groupe hydroxyle (OH, nécessaire a
I’extension) et la présence d’hydrogéne (H) en position 3° du carbone (empéchant alors la
poursuite de 1’¢longation). Il en résulte un mélange de fragments de taille croissante, se
terminant tous au niveau d’un des ddNTP.

Les ddNTP incorporés sont marqués specifiquement par des molécules fluorescentes. Les
fragments synthétises sont alors séparés dans un séquenceur en fonction de leur longueur et
identifiés grace a une lecture par laser, permettant aprés extraction et analyse des données

d’obtenir des électrophorégrammes ensuite traduits en séquences (Tracy & Mulcahy, 1991).

3.2.2. Mode opératoire
La réalisation du séquencage passe par trois étapes : I’amplification du fragment du géne
d’intérét par PCR, la purification du produit PCR, la réalisation d’une PCR séquence par

marquage du fragment purifié.

3.2.2.1. Amplification par PCR du fragment a séquencer

Pour une réaction de séquencage par la méthode de Sanger sur le géne NAT2, un fragment
de 771 pb couvrant la région codante du géne NAT2 a été amplifié par réaction de polymérsation
en chaine PCR. Une paire d’amorces sens et antisens a été congue (Tableau 4) par le biais du

logiciel Primer3 afin de réaliser cette amplification.

Tableau 4 : Amorces utilisées pour I’amplification du géene NAT2

Geéne Noms Séquences des amorces 5° —> 3’ Orientation

NAT2 | NAT2 Forward 5’- CATGGAGTTGGGCTTAGAGG-3’ Sens

NAT2 Reverse 5’-GGGTGATACATACACAAGGGTTT-3’ Antisens

Un total de 364 échantillons d’ADN a ¢été amplifié. Pour chaque échantillon, la PCR a été
réalisée dans un mélange réactionnel d’un volume final de 20 ul (Tableau 5).

35 cycles ont été réalisés dans un thermocycleur (Mastercycler pro, Eppendorf, France). Chaque
cycle repose sur trois étapes indispensables : la dénaturation, 1’hybridation et 1’élongation avec
les conditions décrites sur le Tableau 6. Des témoins négatifs ont permis de contrdler I’absence

de contamination pendant la manipulation.
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Tableau 5 : Milieu réactionnel pour I’amplification du géne NAT2.

Réactifs [C]linitiale [C]finale  Volume initial (ul)
Tampon 10X 1X 2
dNTP 1mM 0,2mM 4
Oligos F 5uM 0,3 uM 1,2
Oligos R 5uM 0,3 uM 1,2
Taq Hotstar 5 U/l 0,05 U/l 0,2
ADN ng 10 ng/pl 20 ng 2
H20 qgsp 20ul 10,6

Tableau 6 : Conditions optimisées du programme PCR de la NAT2

Etape de la PCR Température Durée
Dénaturation initiale 94 °C 10 min
Dénaturation 94 °C 1 min
. 35 cycles
Hybridation 56 °C 30 sec
Extension 72 °C 1 min
Elongation finale 72 °C 10 min

3.2.2.2. Controle des amplicons par électrophorése sur gel d’agarose

Le controle de la taille des fragments amplifiés s’est effectué par une électrophorese sur
gel d’agarose a 1,5 %. Ce dernier est préparé par mélange de 1,5 g d’agarose avec 100 ml de
TBEL1X (Tampon Tris-Borate-EDTA) et 4 ul de SybrSafe. Dans chaque puits du gel, ont eté
déposés : 5 ul de produit d’amplification + 1 pul de Bleu/Orange 6x loading Dye de promega, ce
dernier permet de suivre le front de migration. On dépose également 5 pl d’un marqueur de
taille (DNA leader 100-1500 pb de promega). La cuve d’électrophorese est ensuite soumise a
un champ électrique de 100V/mA pendant 10 min. Aprés la migration éléctrophorétique, le gel
est soumis aux rayons UV permettant ainsi la visualisation des fragments amplifiés
(Photographie 1).
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Photographie 1 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 1,5% des fragments
amplifiés par PCR.

3.2.2.3. Purification enzymatique des amplicons

Cette étape a été réalisée grace a I’ExoSAP-IT (GE HEALTHCARE) composeé de deux
enzymes hydrolytiques : I'exonucléase | et la SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase). Ce mélange
enzymatique permet de supprimer les dNTPs et les amorces indésirables a partir des produits
de laPCR. 5 pul du produit de PCR ont été mélangés a 2 ul d’ExoSAP et 6 ul d’H20 et le tout
a été soumis dans le thermocycleur (Mastercycler pro, Eppendorf, France). Ce dernier a été
programmeé pour deux phases : une phase d’activation des enzymes a 37 °C pendant 15 min

puis une phase de leur inactivation a 80 °C pendant 15 min.

3.2.2.4. PCR séquence ou Marquage des fragments purifiés

La réaction de séquence consiste en une PCR classique des produits amplifiés purifiés qui
s’effectue dans un thermocycleur (Mastercycler pro, Eppendorf, France) avec un milieu
réactionnel et des conditions d’amplifications comme décrit dans le Tableau 7. Deux plaques
de séquences ont été préparées en utilisant I'une des deux amorces NAT2F ou NAT2R, ainsi que
les composants du Kit de sequencage BigDye® Terminator V.3.1. (Applied Biosystems,
France). Ce dernier, comprend le BigDye terminator contenant I’ADN polymérase, les ANTP,
ainsi que les ddNTP marqués et le tampon de séquencage (permettant la polymérisation des

fragments dans des conditions optimales).
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Tableau 7 : Les compositions d’un mix réactionnel d’un volume final de 10 pl et le programme

d’amplification de la PCR séquence.

Réactifs Volume (pl) Conditions d’amplification Cycles
Produit PCR 2 ul 96°C, 1min 1
BigDye V1.3 1pl
Tampon 5X 1,5 ul 96 °C, 20s
Amorce F ou R (5uM) 1l 50 °C, 15s 25
H20 4,5 ul 60 °C, 4min

3.2.2.5. Purification des produits de la PCR séquence

La réaction de séquence est suivie par une purification afin d'éliminer 1’excés des réactifs
de séquencage : amorces libres, dNTPs, ddNTPs non incorporés, et toutes les impuretés, qui
peuvent altérer la lecture de la séquence. Pour ce faire, a 10 pl du produit de PCR séquence (par
puits) sont ajoutés 80 ul d’éthanol 76 %, en laissant les plaques sur paillasse ou sur glace
pendant 15 a 30 min. Les plaques de séquences sont par la suite centrifugées pendant 15min a
4000 tpm a température ambiante et renversées rapidement afin de retirer le surnageant.
Centrifuger a nouveau les plaques a I’envers sur papier absorbant (Wathman) pendant 1 min a
1000 tpm. Une fois terminée, 10 pl d’ H20 (par puits) sont ajoutés aux échantillons a fin d’éviter

I’évaporation de ces derniers une fois dans le séquenceur.

3.2.2.6. Séquencage sur automate et analyse des résultats

Les échantillons sont ensuite introduits dans le séquenceur automatique ABI 3130 XL
Genetic analyzers (Applied Biosystems, France) ou les fragments amplifiés vont subir une
électrophorese capillaire. Les bandes issues de la PAGE passent devant un détecteur de
fluorescence, capable d’identifier chaqu’un des différents marqueurs des ddNTP qui seront
ensuite converti par un algorithme en fluorogramme coloré. Ces fluorogrammes sont assemblés

donnant la sequence du fragment étudié (Figure 18).
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Figu re 18 : Schématisation d’un résultat de séquencage apres traitement informatique.

Les courbes obtenues du séquencage ont été analysés par le logiciel Sequencher V 5.0 qui
permet de détecter les différences existantes entre la séquence d’étude et la séquence de
référence.

La séquence de référence utilisée est issue de la base de données d’Ensembl Genom Browser

(http://ww.ensembl.org/index.html) et la séquence sauvage utilisée est ENST00000286479.

(Annexe 6). Sequencher V5.0 nous a permis de détecter toutes les mutations présentes sur la

séquence d’étude que ce soit a I’état homozygote ou hétérozygote.

L’utilisation du logiciel NAT2PRED ( Kuznetsov et al., 2009) nous a permis de
déterminer le phénotype de la NAT2 en utilisant les résultats de génotypage de cette enzyme.
Le logiciel NAT2PRED est un serveur qui met en ceuvre un modele surveillé afin de déterminer
la méthode de reconnaissance et de déduction du phénotype de la NAT2 en fonction des
mutations retrouvées au niveau du géne de la NAT2 dans les positions 282, 341, 481, 590, 803
et 857. Cette reconnaissance des mutations a été complétée par le consensus sur la nomenclature
des alléles de la NAT2 publié en 1995 et reactualisé en juillet 2011

(http://nacetyltransferasenomenclature. louisville.edu/).
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3.3. Génotypage du gene XPC par technique des sondes TagMan

3.3.1. Principe de la technique

Contrairement a la PCR quantitative conventionnelle ou les amplicons ne sont détectés
qu’a la fin du processus au niveau de la phase de saturation, la PCR en temps réel (RT-PCR) -
aussi appelée Real Time PCR- permet le suivie et la collecte des données d’amplification au
point de départ de la phase exponentielle, rendant ainsi la quantification beaucoup plus fiable

et sensible que la PCR classique (Figure 19).

Fluorescences
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Figure 19 : Représentation de la méme amplification par PCR réalisée trois fois. Les courbes
sont identiques au niveau de la phase exponentielle et différentes au niveau de la phase plateau
(saturation) (Collot et al., 2001)

La collecte des données d’amplification par PCR en temps réel repose sur le suivi de la
fluorescence émise durant chaque cycle de la réaction. Cette fluorescence est directement

proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant le processus.

Deux systéemes majeurs de détection des données de la PCR en temps réel ont été mises en
place : les agents intercalants et les sondes (Poitras & Houde, 2002). Ces derniéres connaissent
a I’heure actuelle plusieurs technologies dont la technologie des sondes TagMan qu’on a utilisé

pour le génotypage de I’exon 15 du gene XPC.

La technologie des sondes TagMan repose sur la fonction 5’-3” exonucléatique de la Taq

polymérase et sur ’utilisation de deux sondes fluorescentes bi-marquées. Ces derniéres
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différent uniquement par un nucléotide et sont complémentaires soit de 1’all¢le sauvage soit de
’allele muté (Verstuyft et al., 2003).

Chaque sonde est marquée par un fluorochrome dit reporter (FAM ou VIC) a son extrémité 5’
et un fluorochrome dit quencher (MGB: Minor Grove Binder) a son extrémité 3°. Lorsque le
reporter transfert son énergie au quencher par le principe de FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), I’émission du reporter est atténuée « quenchée » produisant ainsi de la
chaleur plutét que d’émettre de la fluorescence (Mackay et al., 2002). Ce phénoméne est

extrémement sensible a la distance existante entre les deux fluorochromes.

Durant I’étape d’extension, l'activité 5'-3' exonucléasique de la polymérase dégrade uniquement
la sonde préalablement fixée sur la séquence cible entrainant 1’¢loignement des deux marqueurs
et le reporter peut alors & son tour émettre une fluorescence. A chaque brin synthétisé, une
molécule reporter est ainsi libérée et la quantité de fluorescence est par conséquent directement
proportionnelle au nombre de copies du géne amplifié (Collot et al., 2001; Poitras & Houde,
2002) (Figure 20).
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Figure 20 : Principe de la technique des sondes TagMan. (a) Durant I’étape de dénaturation, la sonde
est libre en solution. (b) 4 la température d’appariement, la sonde et les amorces s hybrident a leurs séquences
cibles respectives et la proximité des fluorochromes permet [’inhibition de la fluorescence. La polymérisation
débute. (¢c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de l’environnement

du suppresseur permettant ainsi I’émission de la fluorescence (POitras & Houde, 2002).

Puisque la Taq polymérase hydrolysera la sonde seulement lorsque celle-ci est hybridée a sa
séquence complémentaire, la technologie TagMan utilise une étape combinée d’hybridation et
de polymérisation a 60-62°C permettant I’hybridation et la stabilit¢ de la sonde durant

I’extension.
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3.3.2. Mode opératoire

Le génotypage du géne XPC a été réalisé a I’aide du Kit TagMan® SNP Genotyping
Assays de life technologie (Thermo Fisher®). Ce Kit contient deux amorces sens et antisens
spécifiques de la région qui renferme le polymorphisme étudié, et deux sondes, identiques a
leur extrémité 3’ car marqué par le méme fluorochrome MGB mais différentes au niveau d’un
seul nucléotide d’ou I’une est complémentaire a la séquence de 1’allele sauvage (marquée par
le fluorochrome FAM™ 3 son extrémité 5°) et 1’autre est complémentaire a la séquence de

I’alléle muté (marquée par le fluorochrome VIC® a son extrémité 5°).

Suivant les instructions du fournisseur le Kit TagMan® SNP Genotyping Assays a été conserveé
entre -15 & -25 °C a I’abri de la lumié¢re. La PCR a été réalisée dans un volume total de 10ul
(Tableau 8).

Tableau 8 : Milieu réactionnel pour I’amplification de I’exon 15 du géne XPC.

Réactifs Volume (pl)
TagMan genotyping master mix X2. 5,0
TagMan genotyping assay X20. 0,5
ADN 1,0
H20 3,5

Une centrifugation breve est recommandée afin de ramasser tous les composant en culot et
¢liminer les bulles d’aires des mixes. Ces derniers sont ensuite déposés sur des plaques Star
Lab transparentes (réf: 11402-9909-BC) adaptées au thermocycleur Lightcycler 480 (Roche®)

puis recouvertes avec un film adhésif.

Les conditions optimisees de la gPCR au sein du thermocycleur Lightcycler 480 sont présentees
dans le Tableau 9. Des échantillons issus de notre propre banque d’ADN ont été préalablement
génotypés par PCR-Séquengage afin d’étre utilisés comme calibrateurs de la PCR fluorescente :

calibrateur alléle sauvage (AA) et calibrateur allele muté (CC).
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Tableau 9 : Conditions optimisées de la qPCR de I’exon 15 du géne XPC.

Etape Température  Durée
Activation de I’enzyme 95°C 10 min
Dénaturation 95°C 15sec
40 cycles
Hybridation/ Extension 60°C 1min

3.3.3. Analyse des résultats

Les résultats ont été analysés grace au logiciel LightCycler® 480 Software V1.5. La
fluorescence émise par les sondes VIC ou FAM, hybridées a I’alléle sauvage et 1’alléle muté
respectivement a permis la distinction de trois génotypes différents : le génotype homozygote
sauvage (AA) lorsque la fluorescence est émise par FAM uniguement, le génotype homozygote
muté (CC) lorsque la fluorescence est émise par VIC uniquement et le génotype hétérozygote

si les deux fluorescences VIC et FAM sont émises simultanément.

4. Etude statistique

Les résultats statistiques de la distribution des mutations dans les populations ainsi que
tous les parametres considérés ont été traités par le logiciel R VV3.3.3. La comparaison de tous
les parameétres étudiés a été réalisée par le test khi-deux ( x 2) ou le test Fisher par le calcul de
1’Odds Ratio (OR) avec un seuil de signification maximum de 5 % et un intervalle de confiance
calculé & 95 %. Le test a été choisi en fonction du nombre des échantillons ; si le nombre
d’échantillons est supérieur ou égale a 30 les calculs sont réalisés par le test khi-deux et si le

nombre d’échantillons est inférieur a 30 les calculs sont réalisés par le test Fisher.
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Afin de déterminer les facteurs de risque favorisant le cancer vésical au sein de la population
Algérienne, nous avons réalise deux études : une étude épidémiologique visant I’analyse des
différentes caractéristiques générales des deux populations d’études (cas et témoins) avec
détermination des différents facteurs pouvant étre impliqués dans la survenue de ce type de
cancer, et une étude moléculaire au cours de laquelle deux genes ont été analysés (NAT 2 et
XPC), dans le but d’étudier les différentes mutations existantes dans la population Algérienne et
rechercher d’éventuelles associations entre ces genes et la carcinogénese vésicale.

Ce travail a été complété par 1’¢tude de la combinaison des différents alleles obtenus avec

les facteurs environnementaux.

1. Caractéristiques générales de la population d’étude

Cette étude a été portée sur 364 sujets, (189 témoins supposés sains et 175 patients atteins
de tumeurs vésicales de différents stades et grades).
Les témoins sont répartis en 21 (11,11%) sujets de sexe féminin et 168 (88,89%) sujets de sexe
masculin, avec un sexe ratio de huit hommes pour une femme et une moyenne d’age de
60,83+14,87 ans. Parmi les 189 sujets, 76 (40,21%) sont fumeurs, 113 (59,79%) non-fumeurs et
aucun d’entre eux ne présente d’antécédents familiaux.
D’autre part, I’age moyen des patients est de 59,57 + 16,56 ans et regroupe 162 (92,57%) hommes
et 13 (7,43%) femmes (le sexe Ratio est de 12:1). Parmi les 175 patients étudiés, 122 (69,71%)
sont fumeurs et 113 (64,57%) présentent des risques professionnels. La présence de tumeurs
vésicales chez ces patients a été prouvée par des examens histologiques (Anapathologie) et
cliniques (scanner, échographie, IRM) permettant de classer ces tumeurs en stade et grade; en
effet, nos patient sont répartis en 33 patients de grade G1, 42 patients de grade G2 et 100 patients
de grade G3 parmi lesquels 119 cas présentent des tumeurs superficielles ou non invasives du
muscle (TVNIM) tandis que 56 cas présentent des tumeurs invasives du muscle (TVIM) (Tableau
10).
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Tableau 10 : Caractéristiques générales de la population d’étude.

Caracteéristiques Cas % Témoins % OR (Cl 95%) p-valeur
(n=175) (n=189)
Genre
Hommes 162 (92,57%) 168 (88,89%) 0,280
Femmes 13 (7,43%) 21 (11,11%)
Age (années)
<50 35 (20%) 42 (22,22%)
>50 140 (80%) 147 (77,78%) 0,60 =
Statut tabagique
Non-fumeurs 53(30,29%) 113 (59,79%)
Fumeurs 122 (69,71%) 76 (40,21%) 3,42 (2,21-5,28) 2,78¢78a
Grade
Gl 33 (18,86%)
G2 42 (24%)
G3 100 (57,14%)
Stade TNM
Ta 36 (20,57%)
T1 83 (47,43%)
T2 40 (22,86%)
T3 16 (9,14%)

a Test khi-deux (32) - ®» Test Fisher

1.1.Répartition des sujets selon le sexe
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Figure 21 : Répartition des sujets selon le sexe.
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Dans la population étudiée, on a noté une predominance masculine frappante, avec un sexe
ratio de 12 hommes pour une femme pour les patients, cela signifie que dans la population
originaire du Nord Est Algérien les hommes sont préférentiellement touchés par le cancer vésical
que les femmes (Figure 21). Cette prédominance masculine est rapportée dans la totalité des
travaux réalisés sur ce type de cancer quel que soit le groupe ethnique mais avec des incidences
variables d’une population a une autre (sexe ratio compris en général entre 4: 1 et 6: 1) (Parkin
et al., 2001; Irani, 2003; Pointreau et al., 2010; Fajkovic et al., 2011). Ces mémes constations
ont été signalées par les statistiques mondiales qui ont montré que le cancer de la vessie est le
6emecancer le plus fréquent chez les hommes et vient au 17éme rang chez les femmes, avec
549393 nouveaux cas et 199922 déces, ce qui représente un taux de mortalité standardisé
respectivement chez I’homme et chez la femme de 3,2 et de 0,9 pour 100 000 habitants (Bray et
al., 2018).

En Algérie, I’étude réalisée dans I’Est Algérien (région de Sétif) (Hamdi Cherif et al.,
2014b) a révélé que depuis 1986 I’incidence des cancers de la vessie est stable dans la
population féminine, cependant elle ne cesse d’augmenter chez les hommes (sex-ratio : 10:1).
Ce méme résultat a été retrouvé dans 1’Ouest Algérien (région de Sidi Bel Abas) (Salah et al.,

2015). Ce qui est presque comparable a celui de notre population d’étude.

Ce fait, que les hommes aient un risque d’atteinte plus accrus par rapport aux femmes peut étre
expliqué par I’exposition des hommes a un certains nombres de facteurs de susceptibilité qui sont
soit environnementaux soit moléculaires. A ce sujet, Irani (2003) a montré que la mortalité est 5
fois plus élevée chez ’homme que chez la femme suite a la consommation de tabac, ainsi qu’a
I’exposition professionnelle aux produits chimiques. Silverman et al. (1989) et Vineis &
Simonato. (1991) ont également montré que le facteur professionnel augmente le risque du
cancer vésical de 27% chez ’homme et de 11% chez la femme. D’autre part, 1’étude de Plna &
Hemminki. (2001) et celle de Cheng et al. (2004) ont suggéré que le cancer de la vessie peut
étre une maladie récessive liee au chromosome X expliquant ainsi la survenue plus fréquente de

ce dernier chez les hommes que chez les femmes.

D’autres études (Kadlubar et al., 1991; van Haarst et al., 2004) ont expliqué cette
prédominance masculine par le fait que 1’'uréthélium masculin soit potentiellement plus exposé
aux substances cancérigénes que 1’uréthélium féminin suite au fait que la fréquence mictionnelle

journaliere est plus élevée chez les femmes comparée a celle des hommes. Plusieurs études
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(Madeb & Messing, 2004; Prizment et al., 2007; Wolpert et al., 2010; Burger et al., 2013)
ont associé cette différence sexuelle dans la fréquence de survenue du cancer vésical aux facteurs
anatomiques et hormonaux qui peuvent avoir un effet protecteur chez la femme. En effet, il a été
rapporté récemment que 1’expression du récepteur aux androgénes (AR) se trouve augmenté dans
les tumeurs des patients atteints de cancers de la vessie et que I’ AR serait impliqué dans plusieurs
voies de signalisation favorisant la tumorigénese et la progression de ce type de cancer
(Lombard & Mudryj, 2015 ; Li et al., 2017).

1.2. Répartition des sujets selon la tranche d’age
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Figure 22 : Répartition des sujets selon la tranche d’age.

L’histogramme représentant la répartition des cas selon les tranches d’ages, montre bien
que Dl’apparition du cancer vésical augmente proportionnellement avec 1’age. La fréquence
maximale des tumeurs vésicales tous types confondus lors du diagnostic se situe entre 60 et 69
ans (32 % des cas) avec une moyenne d’age de 59,57 + 16,56 ans (Figure 22). Nos résultats se
trouvent rapprochés de ceux de nos voisins Marocains (Benchekroun et al., 2003 ; Dehayni et
al., 2018) et Tunisiens (Ayadi et al., 2016) et différent de la moyenne d’age internationale
comprise entre 65 et 73 ans (Martinache et al., 2008; Pointreau et al., 2010; Hamdi Cherif et
al., 2010; Kiriluk et al., 2012). Par ailleurs, ils sont complétement différents de ceux des séries

Africaines rapportant un diagnostic précoce de la maladie (&ge moyen allant de 45 a 49 ans) qui
59



Résultats et discussion

s’expliquerait par une schistosomiase (la Bilhaziose) qui reste le principal facteur de risque de la

carcinogénese veésicale dans les pays Africains (Nesi et al., 2015).

Par contre, nos résultats ont montré que les fréquences de survenue de cette étiologie avant
I’age de 40 ans sont un peu élevées (8%), comparées aux années précédentes et aux résultats de
la littérature rapportant que les tumeurs veésicales chez le sujet jeune sont rares et ne représentent
que 0,4 2 1% de I’ensemble des tumeurs de vessie (Blanchard et al., 2003; Statoua et al., 2014).
Cecli peut étre expliqué par le fait que de nos jours 1I’exposition a certains facteurs de risques tel
le tabac, la pollution, le régime alimentaire...etc, se fait @ un jeune age induisant la survenue
précoce du cancer vésical. Dans ce contexte, le rapport de ’OMS 2018 montre que 15,5% des
fumeurs sont 4gés de 13 a 15 ans sachant bien que sur I’ensemble des fumeurs 24% d’entre eux
ont commencé a fumer avant 1’age de 10 ans.

D’autre part, nous avons trouvé que les hommes sont plus agés par rapport aux femmes
lors du premier diagnostic ceci peut étre expliqué par la survenue fréquente des infections
urinaires chroniques chez les femmes induisant 1’apparition précoce du cancer vésical chez ces
derniéres. Les mémes constatations ont étés signalées par Dobruch et al. (2016). Cependant, ce
résultat se trouve contradictoire avec ceux de Puente et al. (2003) et Nicholson et al. (2014).

1.3. Répartition des sujets selon le statut tabagique
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Figure 23 : Répartition des sujets selon le statut tabagique.

L’association entre le risque de développement d’un cancer vésical et la consommation du

tabac fumé est présentée dans le Tableau 10 et Figure 23.
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Selon les fréquences obtenues, il s’avere que tabagisme actif est plus répandue dans le groupe
des patients atteints de cancer vésical (69,71%) que dans le groupe des témoins (40,21%) (OR
=342 ; Cl 95% : 2,21- 5,28; p = 2,78 e'8), confirmant 1’implication de ce facteur dans la
carcinogénese vésicale. Ce résultat est en accord avec ceux de Brennan et al. (2000) et de Baris
et al. (2009), qui ont montré que la fumée du tabac est le facteur de risque le plus incriminé
dans la survenue de ce type de cancer. Ces mémes conclusions ont été tirées au cours de la
méta-analyse de Zeegers et al. (2000) -portant sur 43 études épidémiologiques-notant qu’en
Europe environ la moitié des cas des cancers vésicaux chez les hommes et un tiers des cas chez
les femmes pourraient étre imputables au tabagisme actif.

En effet, il a été démontré que le risque de développer un cancer de vessie chez un individu
non-fumeur serait 2 a 6 fois moindre que le risque chez un fumeur (Zeegers et al., 2000) et ceci
est dii a D’action des substances carcinogénes tels : la alpha- naphthylamine, la beta-
naphthylamine et la 4-Amino-biphényl sécrétées dans ’urine des fumeurs (Zeegers et al.,
2000; Burger et al., 2013). Ces substances chimiques causent des dommages aux cellules qui
tapissent l'intérieur de la vessie (les cellules urothéliales), ce qui augmente le risque de

I’accumulation d’altérations génétiques causant la transformation maligne et la carcinogenese.

D’autre part, selon le recueil d’informations lors du questionnaire nous avons noté que la
durée du tabagisme s’avere longue pour la majorité des patients fumeurs actifs (93/98 ont fumé
plus de 10 ans) sachant bien que la moitié¢ d’entre eux sont de gros fumeurs (49/98 consomment
entre 20 et 40 cigarettes ou plus). En effet, une relation dose-durée du tabagisme et cancer
vésical a été mise en évidence dans un grand nombre d’études (Zeegers et al., 2000; Negri &
La Vecchia, 2001), démontrant que le risque de survenue du cancer vésical est lié au nombre
de cigarettes fumées par jour, au nombre d’années pendant lesquelles une personne a fumé et a
I’age auquel une personne a commenceé a fumer. Certaines études ont rapporté qu’un tabagisme
méme occasionnel expose a un plus grand risque d’atteinte de ce type de cancer par rapport a
un non-fumeur (Bjerregaard et al., 2006). 1l a été prouvé également que dans le cas du sevrage
tabagique le risque diminue lentement et rejoindrait celui de la population générale au bout de
vingt ans (Zeegers et al., 2000; Freedman et al., 2011). Aveyard et al. en 2002, ont rapporté
que P’arrét de la consommation du tabac réduit le risque de récidive de cette étiologie et aurait
donc un impact bénéfique sur la santé d’un patient atteint d’un cancer vésical. Ce qui a été
confirmé par les résultats d’une récente étude américaine (Boeri et al., 2019) qui a démontré

que les patients traités pour un cancer de la vessie augmentaient leur risque de récidive lorsqu'ils

61



Résultats et discussion

fumaient et que le tabac serait également lié a une faible réponse au traitement par

chimiothérapie.

Par ailleurs, dans notre population d’étude le risque de développer le cancer vésical chez
les fumeurs n’a été retrouvé que chez les hommes puisque les patientes de notre population
d’études ont déclaré toutes €tre non fumeuses, cependant certaines d’entre elles ont t¢émoigné étre
exposées au tabagisme passif. A ce sujet, une étude a montré que le tabac passif est
significativement implique dans la survenu du cancer de la vessie chez les femmes, et ce risque
demeure plus accru chez les femmes n’ayant jamais fumé comparées a celles qui fument (Jiang
et al., 2007). En effet, le risque li¢ a la fumée secondaire semble important puisque d’aprés la
méta-analyse de Yan et al. (2018) -portant sur 14 études- il s’avére que le tabagisme passif
augmenterait le risque de survenue du cancer vésical chez les sujets non-fumeurs exposés a la

fumée secondaire de 22 % comparés au sujets non-fumeurs non exposeés.

1.4. Répartition des sujets selon I’exposition aux facteurs professionnels
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Figure 24 : Répartition des sujets selon I’exposition aux facteurs professionnels.

Une forte corrélation entre le risque d’atteinte par le cancer vésical et 1’exposition aux
différents facteurs professionnels a été observée. En effet, nous avons enregistré une fréquence
élevée de 64,57 % des patients atteints de cancers vésicaux d’origine professionnelle (Figure 25).
Ces résultats sont en accord avec ceux de Burger et al. (2013) qui ont montré que le risque
professionnel est considéré comme le deuxiéme facteur favorisant le cancer de la vessie apres le
tabac. Kogevinas et al. (2003) ont également démontré dans une méta-analyse impliquant 3346
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cas et 6840 témoins qu’entre 5 a 10% des cas de cancers de la vessie dans les populations
Européenne ont été attribués au risque professionnel, ce dernier été de 20% dans les populations
ameéricaines.

En effet, ’origine professionnelle des cancers de vessie a été évoquée dés 1895 par Rehn qui a
décrit la survenue de cancers de vessie pour des travailleurs dans I’industrie des colorants (Rehn,
1895).

Il est admis que les 3 principales familles de substances chimiques impliquées dans la
cancérogénese vésicale d’origine professionnelle sont les HAP, certaines amines aromatiques et
les nitrosamines, substances qui se retrouvent dans de nombreux secteurs d’activité (Chopin et
al., 2001; Kogevinas et al., 2003 ; Cumberbatch et al., 2015). Dans ce sens, nous avons recueilli
les données concernant les différents secteurs de travail aux quels notre population d’¢étude a di
étre exposée aux agents carcinogenes et essayer d’identifier de ce fait les secteurs présentant un

risque dans la survenue et le développement du cancer vésical.

Tableau 11 : Répartition des patients et des témoins selon la profession.

Secteur de profession Nb (%) p-valeur OR (IC)
Agents de Fonderie/ Caoutchouc/ Textiles 24 (21,24%) 0,02 2,33 (1,08- 5,31)
Chimistes et utilisateurs de produits chimiques 23(20,36 %) 0,03 2,22 (1,02- 5,08)
Agriculteurs et fermiers 28 (24,78%) 0,03 2,05 (1,03- 4,24)
Femmes et hommes de ménage 19 (16,81%) 0,01 2,74 (1,11- 7,47)
Macgons 19 (16,81%) 0,7 0,88 (0,43- 1,76)

Selon les informations recueillis lors du questionnaire et aprés calcul de I’OR et de la p-

valeur, on constate que les patients qui travaillent dans les secteurs de fonderies, du meétal, du
textile, du plastique et du caoutchouc sont & haut risque. Ces résultats concordent avec ceux

rapportés par d’autres auteurs (Kogevinas et al., 2003; Colt et al., 2004).

Selon la méta-analyse de Nurminen & Karjalainen (2001), il s’avérerait que 1,9% des
cancers de vessie seraient attribuables a une exposition professionnelle aux HAPs. Ces derniers

sont impliqués a 70% dans le domaine du métal, du caoutchouc et de la fabrication des produits
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pétroliers (Colt et al., 2004). De méme, il a été montré que la fraction de cancers vésicaux
attribuables a des expositions professionnelles a des amines aromatiques est estimée a 5,4%
(Nurminen & Karjalainen, 2001). Ces deniers tout comme les nitrosamines sont impliqués dans
I’industrie du caoutchouc par I'utilisation d’accélérateurs de vulcanisation ainsi que dans
I’industrie du textile par I’emploi de la benzidine dans les procédés de coloration (Andujar &
Pairon, 2010). En effet, les mécanismes par lesquels ces substances induisent la carcinogénese
vésicale sont référés a leur accumulation lorsque les voies de détoxication sont altérés ce qui
entraine la formation des adduits par interaction avec I'hnémoglobine et lI'urothélium vesical,
conduisant de ce fait a la formation de cellules mutantes potentiellement cancéreuses (Hours et
al., 1994; Calvert et al., 1998).

D’autres part, d’apres le recueil des informations, nous avons trouvé une forte association
entre le secteur des utilisateurs de produits chimiques et le risque du cancer vésical, notamment
chez les peintres, les infirmiers, les travailleurs dans le domaine de la santé, les agents de
laboratoires pharmaceutiques et de laboratoires de recherches. En effet, 'IARC a classé le métier
de peintre comme étant cancérogéne pour 1’étre humain. Ainsi, en 2010, Guha et al. ont démontré
qu’il y’avait significativement une forte association entre le cancer de la vessie et le métier de
peintre apres analyse de 41 études cohortes impliquant 2900 cas. Ceci est dii a I'implication de
certains amines aromatiques dans la fabrication des peintures (Andujar & Pairon, 2010). Ces
mémes constatations ont été faites par Hadkhale et al. (2017) lors de I’exploration de 73 653 cas
de cancer vésical d’origine professionnel dans les pays Nordiques et Canadiens. Colt et al. (2011)
ont également montré que le risque été élevé chez les travailleurs dans le domaine de la santé, ce
qui peut étre di a I’exposition a certains produits de la chimiothérapie d’ou le contact avec les
agents chimiothérapeutiques et les différents fluides des patients traitant contre les différents
types de cancers. Une autre étude a également mentionné I’utilisation de certaines amines
classées comme cancérogenes par les laboratoires de recherches, ce qui peut en étre la cause de
I’augmentation du risque de développer le cancer vésical chez les travailleurs de ce secteur

(Andujar & Pairon, 2010).

Nos résultats ont révélés également une forte association entre les métiers d’agriculteurs
et de fermiers et le risque du cancer de la vessie (OR = 2,05, p = 0,03). A ce sujet, les résultats
de la littérature sont controversés ; selon diverses études, ’utilisation de pesticides serait un

facteur de risque du cancer vesical accru chez les travailleurs du monde agricole (Kogevinas et
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al., 2003; Colt et al., 2011). Ainsi, le chlordimeform acaricide a base de 4-chloro-o-toluidine,
a été cité comme facteur favorisant le développement du cancer de vessie lors des étapes de sa
fabrication (Stasik, 1988). De méme, 1’étude de cohorte de Koutros et al. (2009), a conclu que
les applicateurs d’Imazethapyr (une amine aromatique hétérocyclique utilisée comme pesticide
aux Etats-Unis) présentaient un risque accru de développer un cancer de vessie (étude menée
aupres de plus de 20 000 applicateurs de 1993 a 1997). Ce méme auteur sur une étude ultérieure
(menée sur 57 310 applicateurs de pesticides de 1993 a 2011) a montré I’implication de deux
herbicides dans 1’étiologie du cancer vésical : I’imazethapyr et ’imazaquin (deux amines
aromatiques) (Koutros et al., 2016). Par ailleurs, 1’étude de Pelaez et al. (2004) a démontré
que des sujets ayant une exposition professionnelle aux pesticides sans distinction avaient un
risque plus élevé de développer cette pathologie.
A contrario, la littérature a rapporté également I’existence d’un certain nombre d’études ou
I’exposition au pesticides chez les agriculteurs n’avaient aucun impact sur la survenue et le
développement du cancer de la vessie (Schoenberg et al., 1984; Barbone et al., 1994; Band
et al., 2005; Samanic et al., 2008).

Nous avons aussi remarqué 1’existence d’une association frappante entre le cancer de la
vessie et le métier femme ou homme de ménage (OR = 2,75, p = 0,01). Cette association peut
étre liee a I'utilisation de différents solvants chlorés. Dans ce contexte, les représentants de la
famille des solvants chlorés les plus connus du grand public sont le tétrachloroéthylene et le
perchloroéthyléne (PCE), principalement utilisé dans le secteur du nettoyage, sont classés dans
le groupe 2A par I'TARC en 1995 (Lynge & Hemminki, 1997).

La littérature a ramené des résultats divergents en ce qui concerne I’implication des solvants
chlorés et la tumorigénése vésicale. Ainsi, Kogevinas et al. (2003) n’ont pas rapporté un exces
de risque du cancer vésical chez des hommes exposés a des solvants chlorés apres analyse de
11 études cas-témoins conduites de 1976 a 1996, tandis que Cordier et al. (1993) et Pesch et
al. (2000), ont démontré qu’il y avait significativement plus de cas de cancers de vessie déclarés

chez des personnes exposees a ces mémes substances.

Selon nos résultats, nous n’avons pas constaté une association statistiquement
significative entre les métiers de chauffeurs ou de conducteurs d’engins et le cancer de la vessie
(OR =0,9, p =0,8). Ce résultat est contradictoire avec celui de Kogvinas et al. (2003) qui ont

démontré I’implication de ces métiers dans la survenue du cancer de la vessie suite a
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I’exposition au gaz d’échappement des moteurs diesels. Sachant bien que le diesel a été classé
comme cancerogene certain pour 1’étre humain en 2012 par I'TARC.

En effet, le faible effectif des patients exercant ce métier comparé a celui des témoins peut étre
en cause de ce résultat ce qui implique de viser dans I’avenir a ¢élargir d’avantage notre
¢échantillonnage d’étude afin de mieux explorer cette profession et mieux identifier son

implication dans I’étiologie du cancer vésical au sein de la population Algérienne.

Selon la littérature, plusieurs autres professions tels : la sidérurgie, I’industrie automobile,
le domaine de la coiffure et I’industrie du cuir ont été considérés comme facteur favorisant le
cancer de la vessie (Samanic et al., 2008; Bourgkard et al., 2009; Coltetal., 2011). Cependant
le nombre restreint des patients fonctionnaires dans ces domaines nous a privés d’étudier leurs

implications dans la carcinogénése vésicale dans notre population.

Pour ce qui est du domaine de coiffure, il est a mentionner que I’JARC a classé
I'exposition professionnelle aux colorants capillaires pour coiffeurs / coiffeuses probablement
cancérogenes (IARC Groupe 2A) ; cependant, il n’existe aucune preuve claire a I’appui d’une
association entre le cancer de la vessie et les personnes utilisant la teinture pour cheveux a
domicile et de ce fait, le risque pour ces derniers reste inclassable (IARC Groupe 3) (Baan et
al., 2008).

Lors du recueil des informations nous avons remarqué que les patients avaient pratiqué
une profession au moins 10 ans. En effet, plusieurs études ont rapporté que le risque de
développer un cancer vésical augmentait avec le nombre d’années de pratique des professions
confirmant ainsi I’effet dose c'est-a-dire 1’accumulation des effets nocifs au fil des temps
(Kogevinas et al., 2003; Samanic et al., 2008).

La base de données FINJEM (FINish Job-Exposure Matrix) a également noté une relation dose-

réponse entre les HAP et I’augmentation du risque de ce type de cancer.
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1.5. Répartition des sujets selon le statut clinicopathologique

B Ta

mG1
mT1
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Figure 25a: Répartition selon le stade tumoral Figure 25b: Répartition selon de grade tumoral

Figure 25 : Répartition des sujets selon le statut clinicopathologique.

Notre étude a porté sur 175 patients atteints de tumeurs vésicales au premier diagnostic a
différents stades et grades.
La classification anatomopathologique TNM a permis de diviser la population cas en quatre
groupes : Ta, T1, T2 et T3 avec les pourcentages respectifs de 20,57%, 47,43%, 22,86% et
9,14%.

D’apres la Figure 25a, les tumeurs superficielles ou non-invasives (TVNIM) représentent
68% (119/175) de I’ensemble des tumeurs vésicales. Cette valeur est plus faible que celles
décrites dans la littérature qui estime une fréquence des tumeurs superficielles au moment du
premier diagnostic de 70 a 80% (lrani 2009). Notons que les tumeurs invasives (TVIM),
représentent 32% (56/175) de I’ensemble des tumeurs vésicales; valeur un peu ¢€levée par
rapport a celles rapportées par la littérature (20 a 30%) (lrani 2009).

D’apres la Figure 25b les tumeurs vésicales sont classées selon la classification de grade
de ’OMS-1973 en tumeurs de grade G1 : 18,68% (33/175), tumeurs de grade G2 : 24%
(44/175) et tumeurs de grade G3 : 57,14% (100/175).
Il est a noter que la plupart de nos patients présentent des tumeurs superficielles (Ta et T1) le
plus souvent de grade G3 (54,62%) ce qui renseigne sur 1’agressivité des tumeurs de vessie

dans notre population d’étude.

Au cours de notre étude, nous avons aussi essayé de suivre ’histoire évolutive du cancer
de la vessie chez nos patients depuis son initiation jusqu’a sa progression. Le suivi des patients
a été réalisé entre trois a cinq ans aprés 1’apparition des tumeurs primaires. Le suivi de

I’évolution de la maladie a été réalisé apres le traitement. Nous avons constaté que le taux de
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récidive semble étre important dans notre population, puisque plus de la moitié des malades
(53,71 %: 94/175) rechutent apres une simple résection vésicale ou aprés un traitement.

Le taux de récidive le plus important est observée chez les patients présentant des tumeurs pTa
(G1 et G2) (18/20 cas) et ceux présentant des tumeurs pTa G3 (13/16 cas). En effet, dans ce
contexte, il a été rapporté que les tumeurs de faible grade auront tendance a récidiver alors que
celles de haut grade risquent plus de progresser. Le groupe des tumeurs superficielles «pTa »
présente le risque le plus élevé de récidive et de progression vers un stade plus agressif
(Martinache et al., 2008).

Suite a la consultation des dossiers médicaux, il s’avére que la plupart des patients pT1 ont subi
plusieurs résections (2 a 8 resections). Ces informations nous donnent une idée sur la gravité de
I’état de nos malades qui probablement résistent aux traitements et sont de mauvais répondeurs
d’ou la récidivité ou la progression tumorale.

L’importance des fréquences de récidive reste un probléme majeur dans le cancer de la vessie
ce qui nécessite une surveillance des patients a vie et un intérét de chercher de nouvelles
thérapies qui limitent la rechute, la résistance aux traitements et qui augmentent les chances de

guérison.

68



Résultats et discussion

2. Séquencage du gene NAT2

Dans cette étude nous avons mené une investigation pour prospecter 1’implication des
difféerents polymorphismes du géne NAT2 dans la genése du cancer de la vessie en Algérie.
Le génotypage a été fait par sequencage dans le but de rechercher les mutations et/ou SNPs sur
la totalité de I’exon 2 pour les cas et les témoins. Le profil d’amplification est représenté dans

la Photographie 2.

Absence d’amplification

- - w LA A4 A A 4 A A A 2 2 B A B X & A 2 J

Photographie 2 : Profil d’amplification de I’exon 2 du géne NAT2.

La réussite de I’amplification se traduit par une bande nette. L.’absence de bande d’amplification
dans certains échantillons (encerclés en rouge sur la photographie 2) correspond a un probléme
technique (échec de 1’amplification, probléme de dépdt sur gel). La vérification de ces
échantillons a été faite par une autre amplification, présentant les mémes résultats et témoignant
d’ADN dégradé¢ a éliminer.

Les résultats du séquencage formulés en fichier (Abi) ont été traités et analysés sur ordinateur
grace au logiciel Sequencher V5.0, permettant ainsi de repérer les différentes positions de
mutation et/ou polymorphismes présentes sur le géne NAT2 avec distinction entre les
échantillons homozygote sauvage, homozygote muté et hétérozygote.

Une analyse statistique a été réalisé par la suite grace au logiciel R software version 3.2.1 afin
d’étudier la relation existante entres les différents SNPs du gene NAT2 et le cancer de la vessie.
En effet, cette étude a abouti a la caractérisation de treize polymorphismes répartis sur la totalité
du fragment d’intérét du géne NAT2. 1l est & noter que tous ces SNPs ont déja été décrit dans la

littérature et qu’aucune nouvelle mutation n’a été repérée dans notre population d’étude.
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2.1. Frégquences génotypiques et alléliques des variants du gene NAT2 et

leurs association au risque du cancer de la vessie
Les fréquences alléliques et génotypiques des différents polymorphismes détectes dans

notre population d’étude et leurs OR correspondants sont présentés dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes du gene NAT2 et leur

association au risque de cancer de la vessie

Identifiant SNP | Génotypes N(%) p-valeur OR Cl (95%)
" & alléles Cas Témoins
GG 125 (71,43) | 146 (77,24) 1,00 (ref)
GA 21 (12,00) 13 (06,89) 0,10°® 1,88° 0,85- 4,27
rs 1801279 | G191A AA 29 (16,57) | 30 (15,87) 0,77 1,120 0,61- 2,06
G 271 (77,43) | 305 (80,69)
A 79 (22,57) | 73(19,31) 0,282 1,05+ 0,78- 1,41
cC 110 (62,86) | 126 (66,67) 1,00 (ref)
CT 35 (20,00) 32 (16,93) 0,41+ 1,252 0,72-2,15
rs1041983 | C282T TT 30 (17,14) | 31(16,40) 0,72 1,10°® 0,63-1,94
C 255 (72,86) | 284 (75,13)
T 95 (27,14) | 94 (24,87) 0,48 2 1,120 0,80-1,56
TT 44 (25,14) | 85 (44,97) 1,00 (ref)
TC 77 (44,00) 63 (33,34) 0,0006 = 2,362 1,44- 3,86
rs 1801280 | T341C CcC 54 (30,86) 41 (21,69) 0,0007 = 2,542 1,47- 4,38
T 165 (47,14) | 233 (61,64)
C 185 (52,86) | 145(38,36) | 9,17e75a 1,802 1,34- 2,41
cC 87 (49,72) 125 (66,14) 1,00 (ref)
CT 45 (25,71) 36 (19,05) 0,022 1,792 1,07-3,01
rs 45532639 | C345T TT 43 (24,57) | 28(14,81)
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C 219 (62,57) | 286 (75,66)
T 131(37,43) | 92 (24,34) 0,18 0,55 0,22-1,27
cC 169 (96,57) | 187 (98,94) 1,00 (ref)
CG 6 (03,43) 2 (01,06) 0,16 ® 3,30° 0,58- 33,95
rs12720065 | C403G GG 0 (00,00) 0 (00,00)
C 344(98,29) | 376 (99,47)
G 6 (01,71) 2 (00,53) 0,16 ® 327" 0,58- 33,37
AA 175 (100) | 189 (100,00) 1,00 (ref)
AC 0 (00,00) 0 (00,00)
1s72554616 | A434C cc 0 (00,00) 0 (00,00)
A 350 (100,00) | 378 (100,00)
C 0 (00,00) 0 (00,00)
cC 71(40,57) | 95 (50,26) 1,00 (ref)
CT 54 (30,86) | 48 (25,40) 01¢ 1,50 0,91- 2,47
1s1799929 | C481T TT 50 (28,57) | 46 (24,34) 0,14 1,454 0,87- 2,40
C 196 (56,00) | 238 (62,96)
T 154 (44,00) | 140 (37,04) | 0,05= 1,338 0,99- 1,79
GG 50 (28,57) | 97 (51,32) 1,00 (ref)
GA 56 (32,00) | 42(22,22) | 0,0003@ 2,58 1,52- 4,37
rs1799930 | G590A |  AA 69(39,43) | 50(26,46) | 0,0001= 2,674 1,62- 4,40
G 156 (44,57) | 236 (62,43)
A 194 (55,43) | 142 (37,57) | 1,55e6» 2,06 1,53-2,77
cC 175 (100,00) | 189 (100,00) 1,00 (ref)
CT 0 (00,00) 0 (00,00)
rs138707146 | C638T TT 0 (00,00) 0 (00,00)
C 350 (100,00) | 378 (100,00)
T 0 (00,00) 0 (00,00)
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AA 46 (26,28) | 55 (29,10) 1,00 (ref)
AG 82(46,86) | 83 (43,92) 0,51¢ 1,18+ 0,71-1,94
rs1208 | AS03G GG 47 (26,86) | 51(26,98) 073% 1,10+ 0,63-1,92
A 174 (49,71) | 193 (51,06)
G 176 (50,29) | 185(48,94) | 0,71¢ 1,05+ 0,78- 1,41
GG 175 (100,00) | 188 (99,47) 1,00 (ref)
GA 0 (00,00) 1 (00,53)
rs563935 | G838A | AA 0 (00,00) 0 (00,00)
G 350 (100,00) | 377 (99,74)
A 0 (00,00) 1 (00,26)
AA 173 (98,86) | 189 (100,00) 1,00 (ref)
AC 2 (01,14) 0 (00,00)
rs 56054745 | A845C cc 0 (00,00) 0 (00,00)
A 348 (99,43) | 378 (100,00)
C 2 (00,57) 0 (00,00)
GG 168 (96,00) | 180 (95,24) 1,00 (ref)
GA 7 (04,00) 9 (04,76) 08" 0,83° 0,25- 2,57
rs179931 | G857TA |  AA 0 (00,00) 0 (00,00)
G 343(98,00) | 369 (97,62)
A 7 (02,00) 9 (02,38) 08" 0,83° 0,26- 2,55

a2 Test khi-deux (32) - » Test Fisher

Parmi les treize polymorphismes étudies, seuls ceux en position T341C et G590A ont
montré une association statistiquement significative avec le risque de développer un cancer de
la vessie, que ce soit chez les patients hétérozygotes (OR = 2,36, 95% CI = 1,44- 3,86 et OR =
2,58, 95% CI = 1,52- 4,37 respectivement) ou chez les patients mutants homozygotes (OR =
2,54,95% Cl =1,47- 4,38 et OR = 2,67, 95% CI = 1,62- 4,40 respectivement).

Ces résultats sont partiellement en accord avec ceux trouvés lors de 1’é¢tude de

Brockmoller et al. (1996), réalisée en Allemagne sur 374 cas et 373 témoins ou le
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polymorphisme NAT2 T341C et non pas le pomymorphisme NAT2 G590A été associé au risque
de développement du cancer de la vessie.

Selon la littérature, il a été rapporté que les mutations T341C et G590A sont des mutations
faux-sens entrainant une forte réduction de 1’activité de la protéine NAT2 par dégradation de
celle-ci (Hein, 2006 ; Zang et al., 2007 ; Selinski et al., 2013 ; Boukouvala, 2016).

Par ailleurs, les études fonctionnelles de ces deux variantes chez les bactéries, les levures et les
cellules de mammiféres ont démontré que la substitution T341C conduit a une réduction du
taux de la protéine NAT2 suite a un changement structurel aboutissant a sa dégradation sans
altérer sa stabilité tandis que la mutation G590A provoquerait une réduction du taux de la
protéine NAT?2 ainsi que de son activité suite a la réduction de sa thermostabilité (Zang et al.,
2007 ; Walraven et al., 2008). De plus, ces mémes auteurs ont rapporté que ces deux SNPs
sont associés a une réduction de la capacité de I’N- et O-acétylation dans différents systemes

d'expression bactériens et eucaryotes.

D’autre part, les SNPs en position C282T, C345T, C481T et A803G n’ont révélé aucune
association avec le cancer de la vessie au sein de notre population d’étude. Ces mémes
constations ont été rapportées par Selinski et al. (2013) dans une méta-analyse qui a porté sur
1712 cas et 20120 témoins. Ceci peut s'expliquer par les différences de nature des SNPs et du
mécanisme par lequel ils affectent I'activité de I'enzyme NAT2.

En effet, plusieurs études ont montré que les polymorphismes C282T et C481T sont des
mutations silencieuses qui n’ont aucun effet sur la capacité enzymatique d’acétylation ou la
stabilité protéique (Zang et al., 2007; Selinski et al., 2013; Boukouvala, 2016).

D’autre part, les polymorphismes C345T et A803G sont des mutations faux-sens qui causent
des changements au niveau de la chaine des acides aminés de la protéine mature (Walraven et
al., 2008 ; Toure et al., 2012; Boukouvala, 2016), et qui ne présentent aucun effet sur la

fonction enzymatique.

Dans notre population d’étude, le variant G191 A semble ne pas étre impliqué dans
I’étiologie du cancer de la vessie, bien qu’il a été démontré que ce méme polymorphisme réduit
nettement le taux et I’activité de la protéine NAT2 par perte des interactions hydrogenes et
¢lectrostatiques et réduction de ce fait de la thermostabilité de 1’enzyme (Toure et al., 2012 ;
Boukouvala, 2016). Cette non association peut s’expliquer par le fait que le nombre d’individus
porteur du génotype mutant homozygote ou hétérozygote est moins important comparé a celui
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des individus portants le génotype sauvage (GA+ AA = 28,57% vs GG = 71 ;43%) sachant que
cette mutation demeure tres fréquente chez les Africains (Hein, 2006 ; Sabbagh et al., 2008).

Nos résultats ont également montré que les polymorphismes NAT2 C403G et G857A
n’ont pas €té associés au risque de la carcinogénése vésicale. Cela peut étre expliqué par la
structure génétique particuliére de notre population pour laquelle nous avons observé un
nombre restreint d’individus portant ces deux variantes (SNP C403G :6 cas et 2 témoins pour
le génotype hétérozygote ; SNP G857A : 7 cas et 9 témoins pour le génotype hétérozygote).
Patin et al. (2006) et Teixeira et al. (2007) ont suggéré que la substitution en position 403 peut
ou pas altérer ’activité enzymatique de la protéine tout dépend de la population dans laquelle
elle s’exprime. D’autre part le polymorphisme G857A a ét¢ identifié¢ dans la littérature comme
étant une mutation inactivatrice substrat-dépendante entrainant la réduction de 1’activité
enzymatique (Toure et al., 2012 ; Boukouvala, 2016), et s'est avérée plus fréquente en Inde

du Sud et en Corée que dans les autres populations testées (Hein, 2006).

Les substitutions NAT2 A434C, C638T, G838A et A845C étaient absentes aussi bien chez
les patients que chez les témoins de notre population d’étude. Ceci confirme que la nature et les
fréquences des polymorphismes du gene NAT2 varient remarquablement selon 1’origine
ethnique. Dans ce contexte, Patin et al. (2006) et Teixeira et al. (2007) ont démontré que ces
quatre SNPs peuvent ou pas altérer 1’activité d’acétylation de I’enzyme NAT2 et que leurs
substitutions correspondantes ont été retrouvées a de faibles fréquences dans certaines régions

comme le Brésil et I’ Afrique subsaharienne.
2.2. Fréguences des génotypes NAT2, de leurs phénotypes correspondants

et leurs associations au risque du cancer de la vessie

Baseé sur le consensus de la nomenclature des variants alléliques du géne NAT2 (Vatsis et
al., 1995 ; Hein et al., 2000 ; Boukouvala, 2016), un total de 8 alléles-identifiés préalablement
dans la littérature- a été retrouvé chez les 364 sujets testés. En plus de 1’alléle sauvage NAT2*4,
les alleles NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*12, NAT2*13, NAT2*14, et
NAT2*18 ont été mis en évidence ; en effet chaque alléle est caractérisé par la présence d’un
polymorphisme spécifique, par exemple les polymorphismes T341C, G590A et G191A sont les
SNPs caractéristiques des alleles respectives NAT2*5, NAT2*6 et NAT2*14.
La combinaison des différents SNPs décrivant I’all¢le sauvage NAT2*4 ainsi que les autres

alleles identifiés au sein de notre population d’étude sont présentés dans le Tableau 13.
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Tableau 13 : Nature des alléles du géne NAT2 identifiés au sein de notre étude.

G191A C282T T341C C345T C403G C481T G590A AB03G G838A AB45C  G857A

NAT2*4 G C C C C G A G A G
NAT2*5
*5A
*5B
*5C
*5D
*5E
*5G T
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La combinaison des 8 alleles obtenus dans notre étude ont été utilisés pour prédire le statut
d’acétylation (phénotype) correspondant a tous les individus de notre population d’étude
(Tableau 14).

Tableau 14 : Fréquences génotypiques et phénotypiques du gene NAT2 et leur association au
cancer de la vessie.

Génotypes Phénotype prédit Patients (%) Témoins (%) p-valeur OR (CI 95%)
NAT2*5/*5 Lent 53 (30,29) 40 (21,16) 0,0008* 2,91 (1,55- 5,45)
NAT2*5/*6 Lent 41 (23,43) 28 (14,81) 0,0008° 3,19 (1,55- 6,68)
NAT2*5/*7 Lent 03 (01,71) 04 (02,12)

NAT2*5/*14 Lent 02 (01,14) 00 (00,00)
NAT2*6/*6 Lent 15 (08,57) 30 (15,87)
NAT2*6/*7 Lent 00 (00,00) 02 (01,06)

NAT2*7/*14 Lent 00 (00,00) 02 (01,06)

NAT2*6/*14 Lent 17 (09,71) 03 (01,59)

NAT2*14/*14 Lent 19 (10,86) 25 (13,23)
Total lent 150 (85,71) 134 (70,90) 0,0009» 2,45 (1,41- 4,35)
NAT2*4/*6 Intermediaire 02 (01,14) 10 (5,29)
NAT2*4/*7 Intermédiaire 01 (00,57) 00 (00,00)

NAT2*4/*14 Intermediaire 02 (01,14) 09 (04.76)

NAT2*5/*12 Intermédiaire 04 (02,29) 12 (06,35)

NAT2*5/*13 Intermediaire 00 (00,00) 02 (01,06)

NAT2*6/*12 Intermédiaire 00 (00,00) 03 (01,59)

NAT2*6/*13 Intermediaire 01 (00,57) 03 (01,59)
NAT2*4/*5 Intermédiaire 12 (06,86) 09 (04,76)
NAT2*4/*4 Rapide 00 (00,00) 02 (01,06)

NAT2*4/*12 Rapide 01 (00,57) 01 (00,52)

NAT2*12/*13 Rapide 00 (00,00) 02 (01,06)

NAT2*13/*14 Rapide 01 (00,57) 02 (01,06)

NAT2*14/*18 Rapide 01 (00,57) 00 (00,00)

Total rapide/Intermédiaire 25 (14,29) 55 (29,10) 1 (Référence)

a Test khi-deux (32) - ® Test Fisher

Les différents génotypes observés ont permis de classer les sujets en acetyleurs lents,
intermédiaires et rapides. Chez les 364 sujets séquencés (175 patients et 189 témoins), 85,71%
des patients et 70,90% des témoins été de phénotype lent, alors que les acétylateurs rapides /
intermédiaires ont été identifiés chez 14,29% et 29,10% des patients et des témoins,
respectivement (Tableau 14).

Nos résultats montrent que 1’acétylation lente est le profil d’acétylation le plus fréquent dans la
population algérienne (70,90% des témoins), et concordent avec ceux publiés sur les

populations marocaine, éthiopienne et saoudienne avec des pourcentages respectifs
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d’acétyleurs lents de 72,39%, 73,6% et 78,5% (Guaoua et al., 2014 ; Aklillu et al., 2018 ; Al-
Ahmed et al., 2017). En effet, le pourcentage d’acetyleurs lents varie remarquablement selon
les groupes ethniques allant de 90% dans les pays Nord-africains a moins de 10% dans la plupart
des populations asiatiques avec une fréquence d’environ 50% chez les blancs (El Desoky et al.,

2005 ; Hein, 2006).

Comme présenté dans le Tableau 14 et suite a la comparaison au groupe de référence (acétyleurs
rapides/intermediaires), nous avons enregistré une association remarquablement significative
entre les phénotypes acétylateurs lents et le risque de cancer de la vessie (OR= 2,45, 95% CI =
1,41- 4,35, p = 0,0009). Ce résultat est en accord avec plusieurs travaux de la littérature qui ont
expliqué que les acétyleurs lents sont moins efficaces dans la detoxification des arylamines et
d’autres cancérigénes environnementaux (Garcia-Closas et al. 2005 ; Gu et al., 2005 ;
Rothman et al., 2007 ; Song et al., 2009 ; Moore et al., 2011 ; Pesch et al., 2013).
Effectivement il a été rapporté que la balance entre ’activation et la détoxification des
carcinogenes affecte la quantit¢é d’ADN endommagé dont I’effet sera traduit par la suite au
niveau cellulaire (Safarinejad et al., 2013). Les métabolites des arylamines sont transportés
par le systeme circulatoire et sont absorbés par 1'épithélium de la vessie d’ou l'activation
métabolique aboutit a l'acquisition de propriétés cancérigénes par la formation d'adduits a
I'ADN pouvant éventuellement conduire au développement d'un cancer vésical (Zang et al.,
2004).

En ce qui concerne les génotypes, les résultats montrent que les génotypes NAT2*5/5 et
NAT2*5/6 -caractérisés par les SNPs T341C et G590A respectivement- été aussi associés au
risque du cancer vésical (OR = 2,91, 95% CI = 1,55- 5,45, p = 0,0008 et OR = 3,19, 95% CI =
1,55- 6,68, p = 0,0008 respectivement). Ce résultat a été confirmé par d’autres études ayant
montré que le risque de développer un cancer de la vessie été plus éleve chez les individus
possédant I’allele NAT2*5 qui entraine une dégradation accrue de la protéine NAT2
s’exprimant par la diminution de son taux et de son activité enzymatique (Brockmoller et al.,

1996 ; Okkels et al., 1997 ; Zang et al., 2004 ; El Desoky et al., 2005).

Les quatre variants NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 sont les variants les plus

répondus dans notre population d’étude avec les fréquences alléliques respectives de 71,43%,

57,67%, 4,23% et 34,92%. Le Tableau 15 montre les frequences alléliques de ces quatre
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variants dans la population algérienne (notre étude) comparé a d’autres populations rapportées

dans la littérature.

Tableau 15 : Les fréquences alléliques du gene NAT2 dans la population algérienne et d’autres
groupes ethniques.

Auteur/ Année n* NAT2*5 NAT2*6 NAT2*7 NAT2*14

Caucasiens Garte et al., 2001 3531 00,46 0,285 0,029 00,00
Allemands Sabbagh et al., 2008 0844 0,425 0,278 0,013 0,001
Américains Sabbagh et al., 2008 0387 0,437 0,266 0,819 0,001
Sud-Coréen Sabbagh et al., 2008 0288 00,01 0,224 0,132 0,000
Espagnols Sabbagh et al., 2008 0258 00,47 00,25 0,006 0,004
Brésiliens Teixeira et al., 2001 0254 0,287 0,104 0,021 00,14
Egyptiens Hamdy et al., 2003 0199 0,497 00,26 0,028 -
Argentins Chamorro et al., 2012 0185 00,37 0,256 00,08 0,013
Omaniens Tanira et al., 2003 0127 00,44 00,27 00,04 0
Sénégalais Sabbagh et al., 2008 0101 0,322 0,188 - 00,84
Japonais Yang et al., 2001 0079 0,019 00,23 0,001 -
Indiens Yang et al., 2001 0061 00,33 00,38 00,03 -
Sud- Sabbagh et al., 2008 0097 0,361 00,17 0,065 0,103
Africains

Tunisiens Bendjemana et al., 2006 | 0100 0,315 0,175 00,15 00,05
Marocains Guaoua et al., 2014 0163 00,53 00,25 00,02 00,04
Notre étude 0189 0,714 0,577 00,04 00,35

n : Taille de I’échantillon

En comparant les fréquences alléliques des quatre variants du géene NAT2 rapportées dans

le tableau 15, il s’avere que la fréquence de 1’allele NAT2*7 de notre population d’étude ne

varie pas considérablement de celles des autres populations.
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Par ailleurs, les fréquences des trois alleles NAT2*5 ,6 et 14 dans notre population s’avérent
différentes de celles des autres groupes ethniques.

Cette différence de distribution alléliques avec nos voisins tunisiens et marocains pourrait étre
expliquée par les origines algériennes, tunisiennes et marocaines. Depuis environ 8000 ans, les
amazighs ont été le principal groupe qui constitue toute la population de la région d'Afrique du
Nord, mais a travers les siécles, les amazighs ont été mélangé différemment avec beaucoup
d'autres groupes ethniques dont les phéniciens, carthaginois, romains, vandales, byzantins, et
les arabes alors que la domination ottomane a atteint I’ Algérie et la Tunisie seulement (Sefiani,
2010), sans oublier 132 ans de la colonisation frangaise en Algérie ou les Algériens ont été
encore mélangés avec les colons francais et les pieds noirs qui étaient de différentes origines
(Montagnon, 2012). Une autre explication de la différence entre notre population et les

tunisiens et marocains pourrait étre un biais de sélection, et la taille limitée des échantillons.

2.3. Distribution alleliques et génotypiques des polymorphismes du gene
NAT?2 selon I’age

Nous avons analysé la répartition des polymorphismes NAT2 en divisant notre échantillon
en deux groupes selon 1’4ge (inférieur a 50 ans pour le 1° groupe et plus ou égal a 50 ans pour
le 2°™ groupe). Les résultats ainsi que les calculs statistiques obtenus sont présentés dans le
Tableau 16.

Tableau 16 : Association des SNPs du gene NAT2 avec 1’age de la population d’étude.

<50 ans > 50 ans
Patients (%) Témoins (%) p-valeur OR (CI 95%) Patients (%) Témoins (%) p-valeur OR (CIl 95%)
G191A
GG 25 36 1 (référence) 100 110 1 (référence)
GA 4 3 0,45° 1,90 (0,29-14,13) 17 10 0,15° 1,87 (0,76-4,79)
AA 6 3 0,17° 2,84 (0,54-19,18) 23 27 0,88 0,94 (0,48-1,82)
C282T
CcC 26 33 1 (référence) 84 93 1 (référence)
CT 6 0 29 32 1° 1 (0,54-1,87)
TT 3 9 0,34> 0,43 (0,07-1,95) 27 22 0,42 1,36 (0,69-2,71)
T341C
TT 7 29 1 (référence) 37 57 1 (référence)
TC 13 7 0,001 7,36 (1,92-31,83) 64 56 0,04« 1,76 (1,02-3,04)
CcC 15 6 0,0001> 9,83 (2,54-44,18) 39 34 0,07¢ 1,77 (0,95-3,28)
C345T
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cC 18 12 1 (référence) 69 113 1 (référence)
CT 8 21 0,01° 0,26 (0,07-0,86) 37 15 3,03e7%% 4,01 (1,98-8,49)
TT 9 9 0,56° 0,67 (0,18-2,54) 34 19 0,0009> 2,92 (1,49-5,87)
C403G
cC 34 41 1 (référence) 135 146 1 (référence)
cG 1 1 Ib 1,21 (0,01-96,86) 5 1 0,11* 5,38 (0,59-257,15)
GG 0 0 0 (00,00) 0
A434C
AA 35 42 1 (référence) 140 147 1 (référence)
AC 0 (00,00) 0 0 (00,00) 0
cC 0 (00,00) 0 0 (00,00) 0
C481T
CcC 15 36 1 (référence) 56 59 1 (référence)
CT 11 0 43 48 0,84¢ 0,94 (0,54-1,64)
TT 9 6 0,03° 3,52 (0,93-14,41) 41 40 0,79¢ 1,08 (0,61-1,91)
G590A
GG 8 16 1 (référence) 42 81 1 (référence)
GA 10 3 0,01> 6,30 (1,18-45,91) 46 39 0,004¢ 2,27 (1,29-4,00)
AA 17 23 0,59° 1,47 (0,46-4,95) 52 27 1,31e7%5» 3,69 (1,97-7,05)
C638T
CcC 35 42 1 (référence) 140 147 1 (référence)
CT 0 (00,00) 0 0 (00,00) 0
TT 0 (00,00) 0 0 (00,00) 0
A803G
AA 6 8 1 (référence) 40 47 1 (référence)
AG 18 25 1° 0,96 (0,24-3,99) 64 58 0,36¢ 1,30 (0,75-2,25)
GG 11 9 0,73 1,61 (0,34-8,06) 36 42 0,98¢ 1,01 (0,55-1,86)
G838A
GG 35 42 1 (référence) 140 146 1 (référence)
GA 0 (00,00) 1(01,32) 1 Iv 1,04 (0,01-82,36)
AA 0 (00,00) 0 (00,00) 0
A845C
AA 33 42 1 (référence) 140 147 1 (référence)
AC 2 0 0 (00,00) 0
cC 0 (00,00) 0 (00,00) 0
G857A
GG 34 40 1 (référence) 134 140 1 (référence)
GA 1 2 1° 0,59 (0,009-11,84) 6 7 I® 0,90 (0,24-3,20)
AA 0 (00,00) 0 0 (00,00) 0

a Test khi-deux (32) - ® Test Fisher

Nos résultats montrent que les polymorphismes T341C et G590A sont associés au cancer

de la vessie pour les deux tranches d’age moins de 50 ans et plus de 50 ans, cependant, on
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remarque bien que 1’association est beaucoup plus accentuée pour le groupe inférieur a 50 ans.
En effet, les personnes héritant de ces deux polymorphismes présentent de tres grandes
réductions du taux et de I’activité de la protéine NAT2 (Hein, 2002). Une faible activité de
NAT2 est sans aucun doute un facteur de risque de cancer de la vessie, en particulier chez les
personnes qui fument ou qui sont exposées a des risques professionnels spécifiques (Cascorbi,
2001). De nos jours, I’exposition a certains facteurs de risque se fait a un age tres précoce tel le
tabac (actif ou passif) ou certains composés du milieu professionnel. Une défaillance dans la
détoxification et effet additif du cumul des mutations suite au contact fréquent aux
xenobiotiques font que le groupe moins de 50 ans soit un groupe a risque pour ces

polymorphismes.

Le polymorphisme C345T du gene NATZ2, est associé au cancer de la vessie uniqguement
chez les patients qui ont plus de 50 ans. Cette association que nous avons liée a la vulnérabilité
du systéeme immunitaire et la fragilité de I’organisme avec 1’age, puisque d’aprés Boukouvala
et al. (2016), ce polymorphisme entraine une mutation faux-sens qui n’a aucun effet sur la
fonction enzymatique de NAT2. En effet, Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer
les interactions entre la cancérogenése en général et le processus de vieillissement. Tout
d'abord, a mesure qu'ils vieillissent, les individus sont exposés de maniére cumulative a des
substances cancérogenes dans l'environnement. Deuxiémement, le vieillissement laisse
suffisamment de temps pour le développement et I’accumulation d’événements cellulaires
pouvant conduire a une transformation néoplasique. Troisiemement, le vieillissement pourrait
s'accompagner d'une diminution de la capacité de vider complétement la vessie, prolongeant
potentiellement le temps de contact pour I'exposition a des agents cancérigénes excrétés dans
I'urine. De plus, en raison de symptdmes génants de miction, il est possible que les gens boivent
moins en vieillissant. Avec le temps, cela augmenterait la concentration urinaire de substances
cancérogenes auxquelles les personnes agées sont exposées. Un autre facteur contribuant a
l'augmentation de la concentration de cancérogenes dans les urines pourrait étre la capacité
réduite de détoxifier les cancérogenes potentiels du fait de la détérioration du systéme organique

avec le vieillissement (Shariat et al., 2010).

C481T SNP semble étre a premiere vue un facteur de risque pour la carcinogénese
vésicale pour la tranche d’age inferieur a 50ans (OR =3,52, CI 95% = 0,93-14,41, p = 0,03).
Cependant, selon les travaux de la littérature ce polymorphisme n’entraine qu’une mutation
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silencieuse qui n’a aucun effet sur ’activité protéique de 1’enzyme NAT2 (Boukouvala et al.,
2016). Cette association de 1’étiologie étudiée au groupe moins de 50 ans ne peut étre relatée
qu’a ’exposition de ces patients aux facteurs environnementaux.

En revanche, le petit nombre d’effectif pour les cas (n =9) et pour les témoins (n = 6) fait qu’il
est recommandé d’¢€largir 1’échantillonnage si on veut vraiment en tirer des conclusions plus

concretes et plus fiables.

Les polymorphismes G191A, C282T et A803G semblent ne pas étre des facteurs de
risque pour le cancer de la vessie que ce soit pour le premier ou le deuxieme groupe. En fait
cette non-association peut étre expliquée d’une part par la nature de ces SNPs, et d’autre part
par ’origine ethnique qui fait que certains polymorphismes sont présents chez certaines

populations et pas chez d’autres.

Pour les polymorphismes C403G, A434C, C638T, G838A, A845C et G857A, le manque
ou I’absence totale d’effectifs pour certains SNps a fait qu’il ét¢ impossible de calculer

I’association de ces facteurs de risque au cancer vésical.

2.4. Distribution du profil d’acétylation du géne NAT2 selon I’4ge

Tableau 17 : Distribution du profil d’acétylation du géne NAT2 selon 1’age.

Phénotype <50 ans > 50 ans

patients  Témoins Patients Témoins
Prédit (%) (%) p-valeur  OR (Cl 95%) (%) (%) p-valeur  OR (Cl 95%)
R/I 08 (15,09) 30(31,91) 1 (référence) 17 (13,93) 25 (26,32) 1 (référence)
Lent 45 (84,91) 64(68,09) 0,03 2,62 (1,05-7,25) 105 (86,07) 70(73,68) 0,02 2,20 (1,05- 4,68)

*R/I : Rapide/Intermédiaire

L’investigation sur I’association du profil d’acétylation lent a la carcinogénése vésicale
en fonction de la tranche d’age : moins de 50 ans ou plus de 50 ans a montré que les acétylateurs
lents présentent un facteur de risque pour le cancer de la vessie pour les deux groupes (moins
de 50 ans et plus de 50 ans), cependant I’association demeure plus ¢levée chez la catégorie
regroupant les patients ayant moins de 50 ans (OR = 2,62, Cl 95% = 1,05-7,25, p = 0,03)
comparé a celle regroupant les patients de plus de 50 ans (OR = 2,20, CI 95% = 1,05-4,68, p =
0,02) (Tableau 17). Cette derniere constatation est contradictoire aux résultats de Gu et al.
(2005) qui ont montré que le risque du cancer vesical chez les acétyleurs lents NAT2 était
significatif chez les patients 4gées (OR = 1,41, IC 95%, 1,01 -1,98) mais ne 1’¢était pas chez les
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sujets plus jeunes (OR = 1,15, IC 95%, 0,76-1,74), et ont expliqué cet effet par I’exposition

cumulative plus importante des carcinogenes au fil du temps chez les personnes agées.

2.5. Combinaison polymorphismes du gene NAT2-tabac et association

au cancer de la vessie

Comme mentionné précédemment les Arylamine-N-acetyltransférases (NATS) en
générale et la NAT2 en particulier sont des enzymes uniques jouant un réle important dans la
phase 11 de biotransformations des xénobiotiques y compris les HAP. Au cours de notre étude,
nous avons aussi démontré préalablement que le tabac qui a son tour renferme un grand nombre
de xénobiotiques dont les HAP est un facteur de risque du cancer de la vessie au sein de notre
population d’étude. Par conséquent vu que le role des génes d’intérét est nettement lié au
tabagisme nous avons cherché I’implication de la combinaison des différents polymorphismes

NATZ2 avec la consommation du tabac dans I’étiologie du cancer vésical.

La stratification des cas et des témoins selon les génotypes NAT2 et le statut tabagique est

illustrée dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Stratification des patients et des témoins selon les polymorphismes NAT2 et statut

tabagique.
Non-fumeurs Fumeurs
Patients Témoins Patients Témoins
(%) (%) p OR (CI 95%) (%) (%) p OR (CI 95%)
G191A
GG 50 (94,34) 70 (61,95) 1 (référence) 75(61,48) 76 (100,00) 0,18 1,38 (0,85- 2,23)
GA  03(0566) 13(11,50) 0,100 0,32 (0,05-1,27) 18 (14,75) 00 (00,00)
AA 00 (00,00) 30 (26,55) 29 (23,77) 00 (00,00)
C282T
CC  30(56,60) 50 (44,25) 1 (référence) 80 (65,57) 76 (100,00) 0,05> 1,75 (0,97- 3,17)
CT 10(18,87) 32(28,32) 0,15> 0,52(0,19-1,28) 25(20,49) 00 (00,00)
TT 13(24,53) 31(27,43) 0,43> 0,70(0,28-1,63) 17 (13,94) 00 (00,00)
T341C
TT  12(22,64) 52 (46,02) 1 (référence) 32(26,23) 33(43,42) 0,0003> 4,15 (1,78-10,19)
TC 19 (35,85) 30 (26,55) 0,02> 2,71 (1,08-7,08) 58 (47,54) 33(43,42) 3,498 7,50 (3,37-17,77)
CC  22(41,51) 31(27,43) 0,008 3,04 (1,24-7,77) 32(26,23) 10(13,16) 5,06e~% 1341 (4,91-40,11)
C345T
cC 47 (88,68) 95 (84,07) 1 (référence) 40 (32,78)  30(39,47) 0,0009> 2.69 (1,49-4,85)
CT 04 (07,55) 10 (08,85) 1b 0,80 (0,17-2,99) 41 (33,61) 26(34,21) 0,0001> 3.16 (1,67- 6,10)
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TT  02(03,77) 08(07,08) 0,5° 0,50 (0,05-2,68) 41(33,61) 20(26,32) 1,15e% 4.11 (2,09- 8,29)
C403G

113
CC  52(9811)  (100,00) 1 (référence) 117 (95,90) 74 (97,37) 354e™% 343 (2,21-5,32)
CG  01(01,89) 000 (00,00) 005 (04,10) 02 (02,63)  0,04> 537 (0,84-58,11)
GG 00(00,00) 000 (00,00) 000 (00,00) 00 (00,00)
A434C

113 122
AA  53(100,00)  (100,00) 1 (référence) (100,00) 76 (100,00) 2,78e8 3,42 (2,21- 5,28)
AC 00 (00,00) 000 (00,00) 000 (00,00) 00 (00,00)
CC  00(00,00) 000 (00,00) 000 (00,00) 00 (00,00)
ca481T
CC  20(37,73) 50 (44,25) 1 (référence) 51(41,80) 45(59,21) 0,002 2,81 (1,40- 5,78)
CT  23(43,40) 32(2832) 0.1° 178(0,79-4,05)  31(2541) 16(21,05) 0,0001> 4,77 (2,03- 11,61)
TT  10(18,87) 31(27,43) 0,6° 0,80 (0,29-2,09) 40 (32,79) 15(19,74) 9,72¢ 6,55 (2,83- 15,86
G590A
GG  20(37,73) 74 (65,49) 1 (référence) 30 (24,60) 23(30,26) 2,37e7Sv 4,76 (2,17-10,74)
GA  10(18,87) 12(10,62) 0,02> 3,04(1,02-9,03)  46(37,70) 30(39,48) 2,67e~ 5,60 (2,74- 11,81)
AA  23(43,40) 27(23,.89) 0,003* 3,12 (1,40-7,08)  46(37,70) 23(30,26) 7,78¢™% 7,29 (3,46-15,91)
C638T

53 113 122

CC  (100,00)  (100,00) 1 (référence) (100,00) 76 (100,00) 2,78e% 3,42 (2,21- 5,28)
CT  00(00,00) 000 (00.00) (0(())(,)(?0) 00 (00,00)
TT  00(00,00) 000 (00.00) 000 (00,00) 00 (00,00)
A803G
AA  20(37,74)  35(30,97) 1 (référence) 26 (21,31) 20(26,32) 0,004> 2,25 (0,94- 5,47)
AG  20(37,74) 43(38,06) 0,69° 0,81 (0,35-1,87) 62(50,82) 40 (52,63) 0,004> 2,69 (1,30- 5,67)
GG 13(2452) 35(30,97) 0,39 065(0,25-162)  34(27,87) 16 (21,05) 0,001> 3,66 (1,54-9,06)
G838A

113 122
GG  53(100,00)  (100,00) 1 (référence) (100,00)  75(98,68) 2,09e"8 3,46 (2,24~ 5,35)
GA  00(00,00) 000 (00,00) 0(00,00)  1(01,32)
AA 00 (00,00) 000 (00,00) 0(00,00)  0(00,00)
AB45C

113
AA  53(100,00)  (100,00) 1 (référence) 120 (98,36) 76 (100,00) 4,45¢™% 3,36 (2,17- 5,19)
AC 00 (00,00) 000 (00,00) 002 (01,64) 00 (00,00)
CC  00(00,00) 000 (00,00) 000 (00,00) 00 (00,00)
G857A
GG 51(96,23) 108 (95,58) 1 (référence) 117 (95,90) 72 (94,74) 4,86e™% 3,44 (2,20- 5,36)
GA  02(0377) 05 (4,42) I 0,84(0,07-539)  005(04,10) 04(0526) 04° 0,63 (0,17-2,27)
AA 00 (00,00) 00 (00,00) 000 (00,00) 00 (00,00)

a Test khi-deux (32) - ® Test Fisher

84



Résultats et discussion

La stratification des patients et des témoins selon leur génotypes NAT2 et leurs statut
tabagique, en prenant en considération comme groupe de référence : les non-fumeurs porteurs
du génotype sauvage pour chacun des SNPs identifiés révéle une association significative entre
le polymorphisme NAT2 T341C et G590A et le cancer de la vessie chez les deux groupes non-

fumeurs et fumeurs.

Cependant le risque semble croitre si on prend en considération la nature de la mutation ;
puisque 1’association est plus élevée chez les individus homozygotes mutés comparé aux
individus hétérozygotes mutés (Tableau 18).

De méme, on remarque qu’en présence de ces deux SNPs le risque du cancer de la vessie

demeure plus accru chez les fumeurs comparé aux non-fumeurs (Tableau 18).

Les variants NAT2 C403G, A434C, C638T, G838A, A845C et G857A ne sont associés
au cancer de la vessie que chez les fumeurs et uniquement a 1’état homozygote sauvage pour
chacun de ces polymorphismes. Ces résultats confirment que le tabac est le facteur de risque
prédominant du cancer de la vessie comme nous 1’avons déja démontré dans le Tableau 10
(OR=13,42,95% Cl =2,21- 5,28, p = 2,78 €®) et comme il a déja été motionné dans la littérature
(Brennan et al., 2000 ; Zeegers et al., 2004). En effet, les substances cancérogénes présentes
dans le tabac ont été impliquées depuis longtemps dans I'étiologie du cancer de la vessie chez
les fumeurs (Probst-Hensch et al., 2000). Par ailleurs, outre le grand nombre de
polymorphismes de NAT2 reporté, les polymorphismes d’autres genes tels que La N-
acétyltransférase 1 (NAT1) et les glutathion S-transférases M1 et T1 (GSTM1 et GSTT1)
peuvent altérer la capacité des enzymes xénobiotiques a métaboliser les carcinogénes
(Khedhiri et al., 2010).

Aucune association n'a été constatée entre les polymorphismes NAT2 C345T, C481T et
AB803G et la susceptibilité au cancer de la vessie chez les non-fumeurs. Cependant, testés chez
les fumeurs, ces polymorphismes ont montré une association notable dans le développement du
cancer de la vessie pour tous les génotypes. Cela pourrait s'expliquer par le fait que I'effet
combineé des variants du gene NAT2 et du tabagisme a un effet biologiquement plausible et

augmente considérablement le risque de ce type de cancer (Garcia-Closas et al., 2005).
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En revanche, aucune association significative n'a été enregistrée entre le risque du cancer
veésical et les polymorphismes NAT2 suivants : G191A, C282T que ce soit chez les fumeurs ou
les non-fumeurs. Cela pourrait étre li¢ au fait que le nombre d’échantillon soit restreints d’une
part et d’autre part, a la variation inter-ethnique qui fait que les frequences des polymorphismes
du gene NAT2 varient considérablement d’une population a une autre d’ou I’absence de certains
polymorphismes dans certaines populations (Gaedigk, 2000).

Nous concluons que I'association simultanée des facteurs de risque donne une forte
probabilité de développer un cancer de la vessie, comme indiqué par I’augmentation de la valeur

de I’odds ratio présentée dans nos résultats (Tableau 18).

2.6. Association entre le phénotype d’acétylation du gene NAT2, le statut

tabagique et le cancer de la vessie
Le risque du cancer vésical 1ié au phénotype d’acétylation prédit NAT2 est étudié par

stratification du statut tabagique et est mentionné sur le Tableau 19.

Tableau 19 : Stratification des patients et des témoins selon les phénotypes d’acétylation NAT2

et statut tabagique.

Phénotype Non-fumeur Fumeurs
patients  Témoins p- Patients Témoins p-
Predit (%) (%) valeur  OR (CI 95%) (%) (%) valeur  OR (Cl 95%)
R/I 8 23 1 (référence) 17 32 0,46  1,51(0,51-4,80)
Lent 45 90 0,52 1,43(0,56-4,01) 105 44 7,20e™® 6,77 (2,67- 18,93)

*R/I : Rapide/Intermédiaire

Les résultats n'ont montré aucune association significative pour le phénotype
d'acétylation rapide/intermédiaire chez les patients et chez les témoins du groupe des fumeurs
(p=0,46). En revanche, le phénotype d’acétylation lent a été associé a un risque accru de cancer
de la vessie chez les fumeurs (OR = 6,77, IC 95% = 2,67-18,93, p = 7,20e™°), ce qui n’est pas
le cas chez les non-fumeurs (p = 0,52). Nos résultats sont en accord avec plusieurs études
précédentes (Brockmoller et al., 1996; Gu et al., 2005; Hein 2006; Moore et al., 2011), selon
lesquelles, la disposition géenétique a été suggérée pour affecter la susceptibilité individuelle
aux cancérogenes extrinséques, principalement fumée de tabac. Les Enzymes N-
acetyltransférases (NAT1, NAT2) sont impliqués dans la bioactivation et la détoxification de

ces agents cancérigenes ; un phénotype acétylateur NAT2 lent s'est avéré étre un facteur de
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risque significatif pour le cancer de la vessie, particulierement chez les fumeurs. Cette
interaction géne-environnement a un fort effet biologique sur l'activité de I'enzyme NAT2, car
les acétylateurs lents ne peuvent pas détoxifier rapidement les amines aromatiques par N-
acetylation. De plus, le tabac est considéré comme la premiere source d'exposition aux amines
aromatiques soupgonneées d'étre les principaux cancérogenes de la vessie (Tao et al., 2012). En
outre, de nombreuses autres études ont signalé que [Defficacité de détoxification des
xénobiotiques du tabac chez les individus présentant le phénotype NAT2 acétylateur lent
dépendait de I’intensité de 1’exposition au tabagisme plut6t que de sa durée (Lubin et al., 2007;
Yuan et al., 2008; Moore et al., 2011). Dans ce sens, il a été suggéré que chez les acétylateurs
lents, la détoxification des arylamines présentes dans la fumeée de cigarette pourrait devenir
saturée a une intensité de consommation tabagique trés élevée, ce qui minimiserait davantage
I'efficacité de détoxification par NAT2 chez les acétylateurs lents (Lubin et al., 2007; Moore
etal., 2011).

2.7. Combinaison polymorphismes du gene NAT2-profession et association

au cancer de la vessie

L’exposition au risque professionnel, notamment aux amines aromatiques et HAP
augmente le risque de développer un cancer de la vessie a une fréquence de 10% (Kellen et al.,
2007).
Le Tableau 20, représente I’impact du risque professionnel associé¢ aux polymorphismes T341C

et G590A du gene NAT2 sur le cancer de la vessie :

Tableau 20 : Stratification des patients et des témoins selon les polymorphismes NAT2 et

occupation professionnelle.

Profession sans risque Profession a risque
Patients  Témoins Patients Témoins
(%) (%) p-valeur  OR (Cl 95%) (%) (%) p-valeur  OR (CI 95%)
T341C
TT  15(18,52) 60 (42,55) 1 (référence) 29 (30,85) 25(52,08) 0,0001 4,58 (1,99-10,93)

TC 36(44,44) 51(36,17) 0003  2,81(1,32-6,18)  41(43,62) 12(2500) 8,25¢ 13,30 (5,38-35,35)
CC 30(37,04) 30(21,28) 0.0004 3,95(176-923)  24(25,53) 11(22,92) 1,30e® 8,51 (3,22-24,12)

G590A
GG  20(24,69) 65 (46,10) 1 (référence) 30 (31,91) 32(66,67) 0,002 3,02 (1,42-6,57)
GA 30(37,04) 35(24,82) 0,005 2,77 (1,31-596)  26(27,66) 07 (14,58) 4,85 11,75 (4,21-37,14)
AA  31(3827) 41(2908) 001  244(117-518)  38(40,43) 09(18,75) 1,53¢® 13,38 (5,29-37,21)
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La classification des patients et des témoins selon le risque professionnel et leur
constitution allélique pour les polymorphismes NAT2 T341C, G590A révéle une association
significative entre les polymorphismes étudiés et le cancer vésical, que ce soit chez les
fonctionnaires dans les secteurs a risque ou ceux qui travaillent dans les secteurs sans risque.
Cependant on remarque que 1’association est plus élevée chez les individus homozygotes mutés

comparé aux individus hétérozygotes mutés (Tableau 20).

De méme, nous remarquons qu’en présence de ces deux SNPs le risque du cancer de la
vessie demeure plus accru chez les travailleurs dans les secteurs a risque comparé a ceux

exercant dans les secteurs sans risque pour cette étiologie (Tableau 20).

Nous signalons qu’aucun travail n’a été réalisé au préalable explorant I’impact des
polymorphismes NAT2 associés au risque professionnel sur le cancer de la vessie. Dans ce
contexte, nous pouvons interpréter nos résultats par le fait que le réle primordial dans le
processus de carcinogéneése vesicale est joué par le polymorphisme génétique. Sachant que ce
dernier contribue & la variation inter-individuelle dans la susceptibilité au cancérigénes
environnementaux, et expliquant pourquoi au sein d’un méme groupe exposé au meéme
cancérigenes environnementaux, ce n’est qu’un nombre restreint d’individus qui développent
des tumeurs. Nous concluons également que le risque professionnel ne représente qu’un facteur

additif au risque de développer un cancer de la vessie.
2.8. Association entre le phénotype d’acétylation du géne NAT2, le risque
professionnel et le cancer de la vessie

Le Tableau 21 représente la répartition des sujets selon leurs profils d’acétylation NAT2

et risque professionnel.

Tableau 21 : Stratification des patients et des témoins selon les phénotypes acétyleurs NAT2 et

occupation professionnelle.

Phénotype Profession sans risque Profession a risque
patients ~ Témoins p- Patients Témoins p-
Predit (%) (%) valeur OR (CI 95%) (%) (%) valeur  OR (CI 95%)
R/I 10 (12,35) 42 (29,79) 1 (référence) 15(15,96) 13(27,08) 0,002 4,74 (1,57-15,12)

Lent  71(87,65) 99(70,21) 0,003 2,99 (1,37-7,16)  79(84,04) 35(72,92) 1,58¢ 9,33 (4,05- 23,34)

*R/I : Rapide/lntermédiaire
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Nos résultats ont montré une association significative pour le phénotype d'acétylation
rapide/intermédiaire chez les patients exercant dans des secteurs a risque (p = 0,002) (groupe
de référence : patients exercant dans des secteurs sans risque avec un phénotype d’acétylation
rapide/intermédiaire). Ceci confirme nos résultats ainsi que ceux de la littérature a propos de
I’association existante entre le risque professionnel et le cancer vésical (Chopin et al., 2001;
Nurminen & Karjalainen, 2001 ; Kogevinas et al., 2003 ; Burger et al., 2013).
Similairement, le phénotype d’acétylation lent a été associé au risque de la carcinogénese
vésicale pour les travailleurs dans les secteurs d’activités ne présentant aucun risque (OR =
2,99, IC 95% = 1,37-7,16, p = 0,003). Ce risque se trouve accru pour ceux fonctionnant dans
les secteurs d’activités a risque (OR = 9,33, IC 95% = 4,05-23,34, p = 1,58¢). Nos résultats
sont en accord avec ceux de la méta-analyse de Vineis et al. (2001) incluant 1530 cas et 731
témoins ou I’interaction entre 1’exposition professionnelle et le phénotype acétylateur lent du
géne NAT2 a été corrélée a la tumorigenése vésicale. A contrario, Kelen et al. (2007) n’ont
trouvé aucune association entre le facteur de risque professionnel chez les acétylateurs lents et
ce type de cancer.

Par ailleurs, les conclusions européennes présentent une grande susceptibilité vis-a-vis du
cancer vésical pour les acétylateurs lents exposés professionnellement contrairement au
résultats issus d’une large étude réalisée en Extréme-Orient (Golka et al., 2002); il est important
de noter que, dans les populations européennes, les groupes d'acétylateurs lents, intermédiaires
et rapides sont a peu pres également répartis alors qu'en Extréme-Orient, les acétylateurs lents

ne représentent que 10 % de la population générale (Thier et al., 2003).
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2.9. Association entre polymorphismes T341C et G590A du géne NAT2 et

parametres clinico-pathologiques

Tableau 22 : Association des SNP T341 et G590A du gene NAT2 avec le stade et le grade

tumoral.

TaG1-G2 (%)  TaG3 (%) T1 (%) >T2(%)  p-valeur

T341C

T 05(27,78)  06(33,33) 23(27,71) 10 (17,86)
TC+CC | 13(72,22)  12(66,67) 60(72,29) 46(82,14) 0.4

T 20(5556) 19 (52,78)  71(42,77)  55(49,11)

C 16 (44.44)  17(47,22) 95(57,23) 57(50,89) 0,4
G590A

GG 3 (15,00) 4(2500) 27(3253) 16 (28,57)
GA+AA | 17(8500)  12(7500) 56 (67,47) 40(71,43) 05

G 16 (40,00)  17(53,13)  66(39,76) 57 (50,89)

A 24(60,00)  15(46,87) 100 (60,24)  55(49,11) 0.2

Comme mentionné dans le Tableau 22, aucune association significative n’a été détectée
entre les polymorphismes T341C et G590A du gene NAT2 et stades et grades tumoraux du
cancer vésical (p > 0,05). Cependant, on remarque bien dans notre population d’étude que la
plupart des patients avec des tumeurs de stade Ta présente une mutation du géne NAT2 (25/36
pour le variant T341C et 29/36 pour le variant G590A), en particulier chez les patients qui ont
des tumeurs TaG1-G2.

Par ailleurs, selon les travaux réalises par Hanahan &Weinberg (2000), il s’avére que
I’acquisition de capacités tumorales qui permettent a une cellule normale de se transformer en

cellule maligne serait un processus multi-étapes qui se fait progressivement.

Dans ce sens, la combinaison des résultats obtenus dans le Tableau 22 a ceux de Hanahan et
Weinberg (2000), nous permet de suggérer que les polymorphismes T341C et G590A du gene

NAT2 puissent étre impliqués dans I’initiation du processus de la carcinogénese.
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3. Génotypage du polymorphisme rs2228001 du gene XPC

L’XPC est un geéne responsable de la synthése d’une protéine impliquée dans ’initiation
du processus de réparation d’ADN par le systéme d’excision de nucléotides (NER). Ce dernier,
comme nous 1’avons décrit précédemment comprend deux voies : la voie GG-NER et la voie
TC-NER. En effet, c’est au niveau de la voie GG-NER qu’intervient la protéine XPC grace au
complexe XPC-Rad23B-centrine 2 qui reconnait la distorsion de I’ADN associ¢ a la lésion
permettant ainsi par la suite 1’intervention des autres protéines afin de restaurer I’intégrité de
I’ADN.

D’un point de vue fonctionnel, en raison du role de I’XPC dans la réparation de I’ADN et des
conséquences biologiques des variations de ce géne, un intérét significatif s’est porté sur la
recherche de polymorphismes afin d’identifier des roles potentiels dans la prédisposition au
cancer de la peau mais également a d’autres types de cancer.

En effet, de nombreuses études ont montré que les polymorphismes du géne XPC sont associes
au risque du carcinome épidermoide de I’oesophage, de I’adénocarcinome cardiaque ou
gastrique, du carcinome épidermoide de la téte et du cou, de cancer du sein, du carcinome rénal,
du cancer de la vessie, de ’adénome colorectal avancé, du carcinome épidermoide oral, du

cancer du poumon et de ’adénocarcinome pancréatique (Sak et al., 2005 ; Xiao et al., 2010).

Afin de mettre en évidence une éventuelle association entre le polymorphisme rs2228001
du géne XPC et la survenue du cancer vesical dans notre population d’étude nous avons
procéder au génotypage de I’exon 15 par méthode TagMan.

Avant de pouvoir mettre au point un protocole pour la QPCR, nous avons procédé au
séquencage de huit (8) échantillons pris au hasard parmi nos ADN. Trois (3) d’entre eux ont
été utilisés comme contréles représentant les trois (3) génotypes possibles du polymorphisme
d’intérét (homozygote muté, hétérozygote et homozygote sauvage). Ces ADN dont le génotype
a éte obtenu par séquencage sont utilisés en tant que calibrateurs de la QPCR (pour le bon
déroulement de cette technique et confirmation des résultats du génotypage obtenus).

Les résultats obtenus par séquencage sont comme suit : 3 homozygotes sauvages AA, 3
hétérozygotes AC, et 2 homozygotes mutés CC comme présentés sur le Tableau 23 et la
Figure 26 (le traitement des résultats de séquencage a été réalisé par le logiciel Sequencher
V5.0).
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Tableau 23 : Résultat du génotypage du polymorphisme rs2228001 du géne XPC
par séquencage.
N° d’échantillon | E1 E2 E3 E4 | E5 | E6 E7 E8

Génotype AA| AC | AA|AC|AC|cCcC| cCc | AA
AGACACA AGAAACA AGANACA
!' T 'q |.;
I ’I,"II' I :|1 I U
Ul AR | Ai
§10141 S| | (A
3 b ¢

Figure 26 : Profil de séquengage d’un homozygote muté (a), d’un homozygote sauvage (b) et

d’un hétérozygote (c¢) du polymorphisme rs2228001 du géne XPC.

Apreés plusieurs essaies de température d’hybridation, un bon profil d’amplification par QPCR
était obtenu a 60°C avec une fluorescence optimale et des résultats de génotypage identiques a

ceux obtenus préalablement par séquencage (Figure 27).
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Figure 27 : Profil d’amplification par QPCR analysé par le logiciel LightCycler 480 de I’SNP
rs2228001. L axe des « y » fluorescence & 533-580 (VIC), I'axe des « x » fluorescence a 465-510 (FAM). Les

points en gris : blanc PCR (témoins négatif de la PCR, mix PCR sans ADN) ; en vert : homozygote muté marqué
par le VIC, en bleu : homozygote sauvage marqué par le FAM, et en rouge : hétérozygote marqué par les deux
fluorochromes VIC/FAM.
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Les résultats obtenus pour les quatre plaques de 96 puits correspondantes au génotypage de tous

nos ADN (patients et témoins) sont présentes dans la Figure 28.
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Figure 28 : Profil d’amplification par QPCR analysé par le logiciel LightCycler 480 de I’SNP

rs2228001 pour les quatre plaques des patients et témoins. Les profils encadrés en vert correspondent

a ceux des patients, les profils encadrés en orange correspondent a ceux des témoins. Les triangles verts :

hybridation avec la sonde VIC seulement (génotype homozygote muté) ; les triangles bleus : hybridation avec la

sonde FAM seulement (génotype homozygote sauvage) ; les triangles rouges : double hybridation avec les deux

sondes VIC et FAM (génotype hétérozygote) ; les points roses: génotype non déterminé.

Pour quelques ADN (points roses de la Figure 28), le logiciel LightCycler 480 n’a pas pu

déterminer le génotype ou bien il a donné un résultat négatif (pas d’amplification). Un autre

essai a été réalisé pour ces échantillons dont certains avait donné un génotype précis

contrairement a d’autres dont le génotype était indéterminé.
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3.1. Frequences géenotypiques et alléliques du polymorphisme rs2228001 du

gene XPC et leurs association au cancer de la vessie

Le Tableau 24 présente la distribution des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme rs2228001 du gene XPC chez 153 patients et 182 témoins de notre population
d’étude.

Tableau 24 : Fréquences génotypiques et alléliques de I’SNP rs2228001 au sein de la

population d’étude.

rs2228001 | patients (%) Témoins (%) p-valeur OR IC 95%
AA 43 (28,10) 69 (37,01) 1 (Référence)
AC 83 (54,25) 81 (44,51) 0,04 1,64 (1,01-2,68)
CcC 27 (17,65) 32 (17,58) 0,3 1,35 (0,71-2,56)

allele A 169 (55,23) 219 (60,16) 1 (Référence)
alleleC | 137 (44,77) 145 (39,84) 0,2 1,22 (0,90-1,67)

Nos résultats montre que la fréquence des trois génotypes, sauvage, hétérozygote et muté
est presque comparables pour les cas et les témoins -avec une faible marge d’environ 9% pour
les génotypes sauvage et hétérozygote- (AA : 28,10% vs 37,91%, AC : 54,25% vs 44,51%, et
CC : 17,65% vs 17,58% respectivement pour les cas et les témoins).

On remarque également qu’il n’y a pas une grande différence entre la répartition des fréquences
alléliques entre les deux groupes cas et témoins (A : 55,23% pour les cas vs 60,16% pour les
témoins, et C : 44,77% pour les cas vs 39,84% pour les témoins). En effet, la fréquence allélique
de I’all¢le muté dans notre population témoins est similaire a celle rapportée par Mechanic et
al. (2006) dont 1’étude a ¢€té réalisée sur une population américaine incluant les Afro-
Américains et les blancs. Cependant, elle s’avere légerement différente de celle de nos voisins
tunisiens estimée a 35 % (Rouissi et al., 2011) et complétement différente de celle d’une étude
américaine portant sur deux races (Afro-Américaine et caucasienne) estimee a 48 % (Agalliu

etal., 2010).
Comme mentionné dans le Tableau 24, le test statistique montre une association significative
entre le polymorphisme rs2228001 et le cancer de la vessie uniquement pour les hétérozygotes
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(OR=1,64, IC 95% =1,01-2,68, p = 0,04), tandis que pour les homozygotes mutés 1’association
est présente mais non significative (OR = 1,35, 1C 95% =0,71-2,56, p = 0,3).

Dans ce cadre, les résultats d’études cherchant I’implication du polymorphisme rs2228001
du gene XPC et la carcinogénése veésicale demeurent controversés. En effet, la méta-analyse de
Dou et al. (2013), ayant porté sur 12 études épidémiologiques incluant 4828 cas et 4890 témoins
ainsi que la méta-analyse de Dai et al. (2014), portant sur 10 études épidémiologiques
rassemblant 3934 cas et 4269 témoins, ont révélés une association entre le polymorphisme
d’intérét et le cancer de la vessie. Contrairement a ces constatations Sankhwar et al. (2016)
ont rapportés dans leurs études (individuelle, méta-analyse et TSA) que le polymorphisme

rs2228001 n’était pas un facteur de risque pour le cancer de la vessie.

Pareillement au niveau des études individuelles, ou 1’absence d’association statistique
entre le polymorphisme rs2228001 et le cancer de la vessie été conclue dans plusieurs études
Européennes (Suéde, Espagne, Royaume-Uni et France) (Sanyal et al., 2004 ; Sak et al., 2005;
Garcia-Closas et al., 2006 ; Fontana et al., 2008 ; Verdier et al., 2010), et non conclue dans
les études menées sur des populations Asiatiques (Gangwar et al., 2010 ; Mittal & Mandal,
2012 ; Liu et al., 2012) et Africaines (Rouissi et al., 2011) rapportant que le polymorphisme
d’intérét peut étre considéré comme un éventuel facteur de risque génétique du cancer vésical.
Les incohérences entre ces études indiquent que 1’association du polymorphisme XPC au risque
du cancer de la vessie peut dépendre du type de populations, des facteurs environnementaux et

du patrimoine génétique (Sankhwar et al., 2016).

3.2. Distribution des génotypes du polymorphisme rs2228001 selon la tranche

d’age
Tableau 25 : Distribution des génotypes de I’SNP rs2228001 selon la tranche d’age.
<50 ans =50 ans
patients Témoins p- Patients Témoins p-
rs2228001 (%) (%) valeur  OR (Cl 95%) (%) (%) valeur  OR (CI 95%)
AA 24 (63,16) 21 (53,85) 1 (Référence) 19 (16,52) 48 (33,57) 1 (Référence)
AC 13(34,21) 11(2820) 1  1,03(0,34-3,15) | | 70 (60,87) 70 (48,95) 0,004 2,51 (1,30-5,01)
cc 01(02,63) 07 (17,95) - - 26 (22,61) 25(17,48) 0,01 2,60 (1,14-6,06)
A 61(80,26) 53 (67,95) 1 (Référence) 108 (46,96) 166 (58,04) 1 (Référence)
C 15(19,74) 25(32,05) 0,09 0,52(0,23-1,16) | | 122 (53,04) 120(41,96) 0,01 1,56 (1,10-2,22)
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La division de nos effectifs selon la tranche d’age, montre une association significative
pour la catégorie d’age de plus ou égale a 50 ans, que ce soit pour le génotype hétérozygote ou
homozygote muté (OR = 2,51, IC 95% = 1,30-5,01, p = 0,004 ; OR = 2,60, IC 95% = 1,14-
6,06, p =0,01 respectivement), cependant, nous n’avons remarqué aucune différence au niveau
des frégquences génotypiques du polymorphisme rs2228001 entre les patients et les témoins de

notre population d’étude pour la catégorie d’age moins de 50 ans.

D’apreés les fréquences alléliques, on remarque que 1’alléle muté C est un facteur de risque
favorisant le développement du cancer vésical uniquement chez le groupe de plus au égale a 50
ans (OR = 1,56, IC 95% = 1,10- 2,22, p = 0,01).

Nous avons relaté ces résultats d’une part a I’effectif restreint de la catégorie des patients moins
de 50 ans (38/153 patients et 39/182 témoins) et d’autre part a la détérioration des systemes de
réparation en général avec 1’dge. Selon la littérature, il existe des preuves suffisantes que toutes
les voies de réparation de ’ADN deviennent moins efficaces avec 1’age, entrainant de ce fait
une accumulation de mutations (Gorbunova et al., 2007, Kim et al., 2018). Dans ce sens,
plusieurs études soulignent la diminution de 1’activité des enzymes de réparation de I'ADN liée
a l'age (Intano et al., 2003 ; Um et al., 2003 ; Seluanov et al., 2007). Des altérations de la
réponse des protéines de réparation de ’ADN aux dommages de ’ADN ont été également
rapportées (Doria et al., 2004 ; Cabelof et al., 2006 ; Seluanov et al., 2007). De plus,
I'apoptose, qui est un autre processus déclenché par des dommages a I'ADN, s'est avérée devenir
régulée négativement lors du vieillissement (Suh et al., 2002) et la sénescence, qui en outre est
liée a une activité modifiée de la p53 (Hinkle et al., 2009). Il a été admis également que les
organismes agés deviennent plus sensibles au stress, ce qui peut en altérer les réactions et
affecter les réparations de I’ADN (Niedernhofer et al., 2006). Le résultat de toutes ces
recherches contribuent & mieux comprendre pourquoi les patients plus agées sont plus exposés
au risque de developper le cancer vésical suite a une déficience des systémes de réparation de
I’ADN.

3.3. Combinaison SNP rs2228001-tabac et leurs associations au cancer de la

vessie

Le gene XPC est un géne de réparation d’ADN capable de reconnaitre une grande variété

d’adduits volumineux induits par des carcinogénes d’origine environnementale, parmi lesquels
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le tabac qui représente le premier facteur environnemental impliqué dans 1’étiologie du cancer
vésical. Vu la relation directe existante entre le géne d’intérét et la consommation du tabac,
nous avons étudié I’effet combiné du polymorphisme rs2228001 et tabac sur le risque du cancer

vésical. Les résultats sont présentés sur le Tableau 26.

Tableau 26 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes de I’'SNP 152228001
et le statut tabagique.

Non-fumeurs Fumeurs

patients  Témoins p- Patients  Témoins p-
rs2228001 (%) (%) valeur  OR (Cl 95%) (%) (%) valeur OR (CI 95%)
AA 15 (19,74) 39 (37,14) 28 (36,36) 30(38,96) 0,03 2,41(1,03-5,78)

AC 36 (47,37) 41(39,05) 0,03 2,26 (1,02-5,20) | | 47 (61,04) 40 (51,95) 0,002 3,03 (1,39-6,83)
cC 25(32,89) 25(23,81) 0,02 257 (1,07-6,38) | | 02 (02,60) 07 (09,09) - -

Lorsque nous avons établi la stratification des patients et des témoins selon leurs
génotypes XPC et statut tabagique, nous avons remarqué que chez les non-fumeurs les
génotypes hétérozygotes et homozygotes mutes (AC et CC) semblent étre des facteurs de risque
du cancer vésical (OR = 2,26, IC 95% = 1,02- 5,20, p = 0,03 ; OR = 2,57, IC 95% = 1,07- 6,38,
p=0,02, respectivement). Pareillement pour les individus fumeurs incluant le génotype sauvage,
mettant en exergue encore une fois pour cette derniére constatation nos résultats concernant
I’implication du tabac dans 1’étiologie du cancer vésical (OR = 2,41, IC 95% = 1,03-5,78, p =
0,03). Par contre chez la catégorie fumeurs, par rapport a ’allele muté, seul le génotype
hétérozygote AC présente un facteur de risque (OR = 3,03, IC 95% = 1,39-6,83, p = 0,002)
puisque chez les individus homozygote muté le manque d’échantillons nous a privés de

déterminer 1’association (2 patient et 7 témoins).

Le méme résultat est rapporté par Rouissi et al. (2011), qui ont mis en évidence 1’effet additif
entre I’SNP 152228001 et le statut tabagique. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que les
personnes qui sont exposés a une forte intensité de cancérogénes du tabac et en outre présentent
des défaillances des voies enzymatiques de réparation de 'ADN ne peuvent pas restaurer les
mutations provoquées par des adduits d’ADN volumineux généralement générés par
I’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques présents dans la fumée de tabac.

Une récente étude a rapporté que les aldéhydes representent les agents cancerigenes majeurs de

la fumée du tabac induisant des adduits mutagénes, altérant de ce fait les fonctions de réparation
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de I'ADN a savoir le systeme NER et le systeme BER que ce soit dans les tissus du poumon ou

tissu de 1’épithélium urothélial (Weng et al., 2018).

A contrario, certaines études n’ont trouvé aucune association entre le cancer de la vessie et le
polymorphisme rs2228001 chez les fumeurs (Zhi et al., 2012; Mittal & Mandal, 2012).

3.4. Combinaison SNP rs2228001-risque professionnel et association

au cancer de la vessie

L’impact de la combinaison rs2228001-risque professionnel sur le cancer de la vessie, a
été réalisé par classification des patients et des témoins en fonction de leurs génotypes pour le
polymorphisme rs2228001 du gene XPC et en fonction de leurs professions qu’elles soient sans
risque ou a risque pour le cancer de la vessie. Les résultats obtenus sont présentés sur le tableau
27.

Tableau 27 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes rs2228001 et le

risque professionnel.

Profession sans risque Profession a risque
Patients  Témoins p- Patients  Témoins p-
rs2228001 (%) (%) valeur  OR (Cl 95%) (%) (%) valeur OR (Cl 95%)
AA 15 (27,78) 50 (36,76) 1 (référence) 28(28,28) 19 (43,18) 0,0001  4,83(2,00-12,13)
AC 36 (66,67) 56 (41,18) 0,03 2,13 (1,00-4,72) 47 (47,48) 23 (52,27) 3,60e7 6,70 (2,99-15,75)
CC 03 (05,55) 30 (22,06) - - 24 (24,24) 02 (04,55) - -

En prenant comme référence les travailleurs dans les secteurs ne présentant aucun risque
vis-a-vis du cancer de la vessie et portant le génotype AA, les résultats révelent que le génotype
hétérozygote AC est un génotype a risque pour le cancer de la vessie, que ce soit chez les
travailleurs dans les secteurs d’activité sans risque ou ceux travaillant dans les secteurs a risque
pour ce type de cancer. Il est a noter que ce risque est 3 fois supeérieur pour les patients
hétérozygotes occupant des secteurs d’activités a risques pour cette étiologie (OR = 6,70 pour

le groupes de professions a risque vs OR = 2,13 pour le groupes de professions sans risque).

Cependant le petit nombre d’individus porteur du génotype homozygote muté dans les deux

groupes étudiés nous a privés de calculer 1’association de ces derniers au cancer de la vessie

(Tableau 26).
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Nos resultats concluent que le polymorphisme rs2228001 du gene XPC augmente le risque du
cancer vésical en présence d’un certain nombre d’expositions professionnelles, ce qui peut étre
interprété par le fait que, les adduits volumineux d’ADN formés par les amines aromatiques -
présents dans plusieurs secteurs de travail- sont réparés par le systéme de réparation d’ADN par
excision de nucléotides (NER), ce dernier, dont la capacité peut étre altérée en présence d’un
polymorphisme du gene XPC affectant ainsi la prédisposition génétique au cancer de la vessie
(Sankhwar et al., 2016).

3.5. Interaction entre le polymorphisme rs2228001 et les parametres clinico-

pathologiques

Les calculs statistique obtenus pour ’interaction entre le polymorphisme d’intérét et les

parameétres clinico-pathologiques sont mentionnés sur le Tableau 28.

Tableau 28 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes de I’SNP rs2228001

et le stade et/ ou le grade tumoral

rs2228001 | TaG1-G2 (%) TaG3 (%) T1 (%) >T2 (%)  p-valeur
AA 05(20,00) 06 (26,09) 22 (32,84) 10 (26,32)
AC 13(52,00)  12(52,17) 37(5522) 21(5526) 0.9
cC 07 (28,00)  05(21,74) 08(11,94) 07(1842) 0,2

En ce qui concerne les parametres clinico-pathologiques, aucune association n'a été détectée
entre le polymorphisme étudié et le stade ou le grade tumoral (p >0,05). En effet nos résultats
sont similaires avec ceux de Rouissi et al. (2011) mais différents de ceux de Chen et al. (2007)
qui ont rapporté une forte corrélation entre le deficit en XPC et le degré croissant de malignité
des tumeurs de la vessie. Cette association s'explique par la grande corrélation entre le deficit
en XPC et les mutations Tp53, sachant que les altérations de p53 se produisent principalement

dans les tumeurs superficielles invasives et de haut grade (Soussi & Béroud, 2001).
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Nous avons voulu a travers cette étude déceler certains facteurs de risque moléculaires ou

environnementaux impliqués dans la survenue du cancer vésical.

Notre étude a révélé en premier lieu que ce type de cancer touche préférentiellement les
hommes (sex-ratio 12:1) et est typique de 1’age avancé puisque la fréquence maximale des
tumeurs vésicales tous types confondus lors du diagnostic se situe entre 60 et 69 ans. Nos
résultats ont montré également que presque 70 % de nos patients sont des fumeurs et 64,57%
présentent des risques professionnels. Le risque se trouve augmenté avec la durée d’exposition
au tabac, la quantité de cigarettes consommées et le nombre d’années de pratique des professions
confirmant ainsi d’une part, que le tabagisme et I’occupation professionnelle sont des facteurs de
risque importants incriminés dans la survenue et le développement des cancers vésicaux ; et
d’autre part, I’effet dose c'est-a-dire ’accumulation des effets nocifs au fil des temps. Par
ailleurs, les données clinico-pathologiques ont rapporté que la majorité des cas présentent des

tumeurs PT1 de grade 11, ce qui justifie la fréquence élevée de récidive (54%).

Notre travail de recherche a démontré que parmi les 13 polymorphismes NAT2 identifiés
dans notre population d’étude seuls ceux en position T341C et G590A ont montré une
association statistiquement significative avec le risque de développer un cancer vésical. Ces
mutations faux-sens entrainent une forte réduction de I’activité de la protéine NAT2 conduisant
a un défaut de détoxification des substances carcinogénes, dont I'accumulation est responsable
d'un effet génotoxique, favorisant la tumorigénése. L association de ces polymorphismes avec
les carcinogenes du tabac ou ceux retrouvés dans les secteurs d’activités a risque augmentent

nettement le risque de susceptibilité a ce type de cancer.

Nos résultats montrent que 1’acétylation lente est le profil d’acétylation le plus fréquent
dans la population Algérienne (70,90% des témoins) et qu’une association remarquablement
significative a été enregistrée entre les phénotypes acétylateurs lents et le risque de cancer de la
vessie. En ce qui concerne les génotypes, les génotypes NAT2*5/5 et NAT2*5/6 -caractérises
par les SNPs T341C et G590A respectivement- été aussi associés au risque du cancer vésical
confirmant I’implication de 1’allele NAT2*5 dans la survenue de ce type de cancer. Pour ces
mémes polymorphismes le risque du cancer de la vessie demeure plus important chez les
fumeurs comparés aux non-fumeurs et chez les travailleurs dans les secteurs a risque comparés

a ceux travaillant dans les secteurs d’activités non a risque ce qui nous mene a en déduire que
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les variations de 1’expression du géne NAT2 influence la réponse biologique des individus par
rapport au différents carcinogénes environnementaux.

Les résultats que nous avons obtenus lors de la prospection du polymorphisme rs2228001
porté par le géne XPC a montré que le génotypes hétérozygote AC est un facteur de risque du
cancer vesical. cependant, la division de nos effectifs selon la tranche d’age, montre une
association significative pour la catégorie d’age de plus ou égale a 50 ans, que ce soit pour le
génotype hétérozygote AC ou homozygote muté CC, ce qui peut étre relaté a la détérioration
des systémes de réparation en général avec I’age. En outre, nos résultats concluent que le
polymorphisme rs2228001 du gene XPC augmente le risque du cancer vesical en présence du
tabac et d’un certain nombre d’expositions professionnelles suite a I’altération de la capacité de

réparation des adduits volumineux formés par les amines aromatiques ou HAP.

A partir de tous ces résultats, il parait évident que le cancer vésical n’est ni le résultat
d’une exposition environnementale isolée, ni celui d’une mutation génétique unique mais le

résultat de I’effet conjugué de facteurs génétiques et environnementaux.

Les résultats obtenus laissent entrevoir de nombreuses perspectives, il serait donc judicieux :

- d’avoir une idée sur les secteurs d’activité les plus impliqués dans cette étiologie ainsi
que d’identifier les facteurs d’exposition (exposition a quel type de substance, durée
d’exposition, intensité, période d’exposition...) dont le but de sensibiliser les institutions
professionnelles pour la prise en charge médico-légal des travailleurs exposés ou ayant
été exposés a des carcinogénes de vessie. Dans ce contexte, comme moyen de
prévention nous suggérons la mise en place au niveau de la médecine de travail d’une
unité de biologie moléculaire visant le génotypage des génes de détoxification dans le
but de chercher les travailleurs susceptibles de développer ce type de cancer.

- d’élargir la taille de I’échantillon afin de pouvoir tirer des conclusions cohérentes sur
’association du polymorphisme rs2228001 a la tumorigenese veésicale.

- d’analyser d’autres polymorphismes génétiques impliqués soit dans le métabolisme des
xenobiotiques, soit dans les systémes de réparation d’ADN qui permettraient de mieux

tracer la voie de carcinogénese urothéliale.
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- de rechercher les pertes d’hétérozygotie notamment pour le chromosome 9 comme
moyen de dépistage précoce des cancers vésicaux de bas grade.
- de connaitre le profil acétylateur des patients pour une meilleure optimisation du

traitement.
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ANNEXE 1 : Agents Classés par les Monographies du CIRC (CIRC, 2019).

Group 1 L’agent est cancérogene pour |’'Homme

Group L’agent est probablement cancerogene pour |’ Homme
2A

Group L’agent est peut-étre cancérogene pour [’ Homme
2B

Group 3 L’agent est inclassable quant a sa cancérogeénicité pour
[’Homme



ANNEXE 2 : Consentement pour la participation a une étude scientifique

Intitulé de ’étude : Etude génétique du cancer de la vessie

AEMEUTANT Q.. eveeet et e

déclare avoir été informé(e), de la nature, des objectifs et du déroulement de 1’étude scientifique
concernant le cancer de la vessie. A cet effet, je donne mon accord pour la participation a cette
¢tude et je permets, 1’utilisation de mon ADN extrait a partir du sang prélevé.

J’ai compris que ma participation est totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me
retirer de I'étude & 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




ANNEXE 3 : Questionnaire patient

Date de preléevement : .../.../....

N° du patient :...eeeeeeniiniieenennnns
NOM &
Prénom: ...........ocoeiiiiiin..
Age i
SEXE It
0 TS
PO S S 0N .
Age du diagnostic :...........
Fumeur : Oui [ Non [ ancien fumeur [
Tabac a priser : Oui [ Non [] ancien consommateur []
Antécédent familial : cancer de la vessie Oui [J Non [
Autres cancers Oui [J Non [
Examen :
- Cytologie urinaire 0
- Biopsie O
- Cystoscopie 0
- Echographie 0
- ECBU O
Traitements :
- Chirurgie endoscopie (1 nombre d’intervention...............
Générale 0
- Chimiothérapie 0
- Immunothérapie BCG O
Histologie :
- Classification TNM : ........................
- Envahissement ganglionnaire : Oui [ Non [
- Récidive : Oui [J Non [J
- D’autres tumeurs : Oui [ Non [



ANNEXE 4 : Questionnaire témoin

Date de preléevement : .../.../....

Fumeur : Oui [ Non [ ancien fumeur [J
Tabac a priser : Oui [ Non [J ancien consommateur [
Antécédent familial : cancer de la vessie Oui [ Non [

Autres cancers Oui [ Non [J



ANNEXE 5 : Protocole d’extraction de PADN (méthode au NaCl)

© o N o O

(Miller et al., 1988)

Dans un tube de 50 ml, ajouter 40 ml de solution SLR (Solution de Lyse des globules
Rouges, 10 mM Tris, pH 7,6, 5 mM MgClz, 10 mM NaCl) pour 10 ml de sang total
(recueilli dans un tube avec anticoagulant) et le mettre dans de la glace pendant 20 min.
Centrifuger a 2500 tpm a 4°C, puis éliminer le surnageant.

Répéter les étapes de lyse des globules rouges (rajout de 40 ml de SLR, centrifugation et
¢limination du surnageant) jusqu’a éclaircissement du culot de globules blancs.
Resuspendre le culot de globules blancs dans 2 ml de solution SLB (Solution de Lyse des
globules Blancs, 10 mM Tris, pH 7,6, 10 mM EDTA, pH 8,0, 10 mM NaCl).

Rajouter 200 pl de I’'SDS 10% et 10 pl de Protéinase K (20 mg/ml) (Sigma®).

Incuber sous agitation a 37°C pendant toute une nuit.

Ajouter 600 pl de NaCl 6M et agiter vigoureusement.

Centrifuger a 5000 tpm pendant 15 min a 4°C.

Transférer le surnageant dans un tube de 50 ml.

. Ajouter 2,5 volumes d’Ethanol absolu glacial.
11.
12.
13.
14.
15.

Meélanger doucement par retournement jusqu’a formation d’une méduse d’ADN.
Transférer la méduse d’ADN a I’aide d’une pipette Pasteur dans un microtube de 1,5 ml.
Rincer la méduse dans 1 ml d’Ethanol a 70%, puis €éliminer ce liquide.

Sécher I’ADN a 37°C pendant 30 min ou a température ambiante.

Resuspendre I’ADN dans de I’eau ultra-pure.



ANNEXE 6 : Séquence codante du gene NAT2 : ENST00000286479
(http://ww.ensembl.org/index.html)

CATGGAGTTGGGCTTAGAGGCTATTTTTGATCACATTGTAAGAAGAAACC
GGGGTGGGTGGTGTCTCCAGGTCAATCAACTTCTGTACTGGGCTCTGAC
CACAATCGGTTTTCAGACCACAATGTTAGGAGGGTATTTTTACATCCCTC
CAGTTAACAAATACAGCACTGGCATGGTTCACCTTCTCCTGCAGGTGACC
ATTGACGGCAGGAATTACATTGTCGATGCTGGGTCTGGAAGCTCCTCCCA
GATGTGGCAGCCTCTAGAATTAATTTCTGGGAAGGATCAGCCTCAGGTGC
CTTGCATTTTCTGCTTGACAGAAGAGAGAGGAATCTGGTACCTGGACCAA
ATCAGGAGAGAGCAGTATATTACAAACAAAGAATTTCTTAATTCTCATCT
CCTGCCAAAGAAGAAACACCAAAAAATATACTTATTTACGCTTGAACCTC
GAACAATTGAAGATTTTGAGTCTATGAATACATACCTGCAGACGTCTCCA
ACATCTTCATTTATAACCACATCATTTTGTTCCTTGCAGACCCCAGAAGG
GGTTTACTGTTTGGTGGGCTTCATCCTCACCTATAGAAAATTCAATTATA
AAGACAATACAGATCTGGTCGAGTTTAAAACTCTCACTGAGGAAGAGGTT
GAAGAAGTGCTGAGAAATATATTTAAGATTTCCTTGGGGAGAAATCTCGT
GCCCAAACCTGGTGATGGATCCCTTACTATTTAGAATAAGGAACAAAATA
AACCCTTGTGTATGTATCACCC



http://ww.ensembl.org/index.html
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Joint effect of N-acetyltransferase 2 gene and smoking status

on bladder carcinogenesis in Algerian population

ASMA RIBOUH-ARRAS *, NAOUEL CHAOUI-KHEROUATOU, AHMED HIRECHE,
DALILA SATTA, NOUREDDINE ABADI

University Constantine, Constantine, Algeria

Abstract

Background. Toxic compounds are detoxified by several xenobiotic metabolizing enzymes such as N-acetyl-
transferase 2 (NAT2). The role for NAT2 genetic polymorphisms in different malignancies risk has been the sub-
ject of numerous studies. In the current study we investigated the association of genetic NAT2 variants or their
corresponding acetylator phenotypes with bladder cancer risk. The relationship between NAT2 genotype/pheno-
type and smoking status was also evaluated as potential risk factor of urinary bladder cancer. Material and me-
thods. As few data on the association between genetic polymorphisms of NAT2 and bladder cancer are available
in the Algerian population, we performed an extensive identification of NAT2 variants in 175 bladder cancer pa-
tients and 189 healthy controls by direct PCR sequencing of the coding region. Results. Thirteen previously
described SNPs were identified in this study; only T341C and G590A were associated with increased risk of
bladder cancer (P <0.05). NAT2 slow acetylator phenotype is at higher risk (OR = 2.45, 95% CI = 1.41-4.35) with
the greatest risk noted for the allele NAT2*5. When combined to smoking status, T341C and G590A SNPs were
of significant correlation with bladder cancer risk (P < 0.05) among non smokers. A correlation that increased
among smokers. However, a relationship emerged only when smoking habit was considered between C345T,
C481T and A803G SNPs and bladder cancer risk (P < 0.05). Our study showed a strong interaction between
NAT?2 slow acetylator phenotype and smoking (P = 7.20e”®). Conclusions. These indings provided evidence of
an additive effect between smoking status and NAT2 slow acetylation in influencing bladder cancer risk.

Key words: single nucleotide polymorphisms, smoking, phenotype, urinary bladder cancer, N-acetyltransferase 2

(NAT?2)

Introduction

Worldwide, bladder cancer is recognized as the tenth
most common cancer, with statistical data showing
549393 newly diagnosed cases and 199922 cancer-
related deaths for both genders in 2018 (Ferlay et al.,
2018). In North African men, bladder cancer is the third
most frequent cancer after liver and lung cancers, and
twelfth in women with an annual incidence rate of
14.3/100000 in men and 3.2/100 000 in women. In Al-
gerian men, bladder cancer is the first most common ge-
nitourinary malignant disease accounting for an inci-
dence rate of 13/100 000 person- years and a mortality
rate of 5.8/100 000 person-years (Ferlay et al., 2018).

Tobacco smoking and occupational exposure to aro-
matic amines are identified to be the most important
risk factors for this disease (Freedman et al., 2011; Chu
et al., 2013), but other lifestyle, environmental, as well
as hereditary factors have also attracted interest, sug-
gesting individual susceptibility to bladder carcinogene-
sis (Cohen et al., 2000; Chu et al., 2013).

Toxic compounds such as 4-aminobiphenol, acrolein,
and oxygen free radicals contained in tobacco and other
aromatic amines are also known to be present in several
industrial compounds, especially those used in farming,
chemical plants, rubber industry, painting, and textiles
(Dolin, 1992; Viel et al., 1995; Ward et al., 1996; Car-

* Corresponding author: University Constantine 1, Route Ain El Bey, 25000 Constantine, Algeria; e-mail: asma.ribouh@hotmail.fr
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reén et al., 2010; Pira et al., 2010; Tsai et al., 2011).
These compounds have been identified as group I car-
cinogens by the International Agency of Research on
Cancer (Sanderson et al., 2007; Tao et al., 2012; Pesch
et al., 2013). These substances as well as various poly-
cyclic aromatic hydrocarbons have been reported to be
carcinogenic to urinary bladder (Garcia-Closas et al.,
2005; Tao et al., 2012).

These compounds act by forming an adduct with
human DNA, thus exerting their carcinogenic effect and
subsequently leading to the development of bladder can-
cer (Tao et al., 2012). The bladder urothelium like many
other tissues, expresses various enzymes, for example,
N-acetyltransferase 2 (NAT2), that help in metabolizing
xenobiotic substances (Inatomi et al., 1999; Khedhiri
et al., 2010; Tao et al., 2012). This detoxifying enzyme
catalyzes the N-acetylation reaction of exogenous che-
micals present in diet, cigarette smoke, and environment
(Sanderson et al., 2007; Song et al., 2009; Rihs et al.,
2011; Di Pietro et al., 2012; Guaoua et al., 2014).

Humans present wide inter-individual variability with
regard to NAT2 enzyme activity, which is caused by
mutations in NA72gene (Di Pietro et al., 2012; Guaoua
etal., 2014), a gene mapped to the human chromosome
8p22 having an open reading frame of 870 bp (Di Pietro
et al., 2012).

Till date, over 25 polymorphisms have been detected
in the NAT2 coding region among the populations of
different ethnic origins (Hein, 2002; Di Pietro et al.,
2012). These genetic variations in the NA72 gene affect
the enzyme activity and result in the formation of three
different NAT2 phenotypes: fast, intermediate, and slow
acetylators (Sanderson et al., 2007; Song et al., 2009;
Guaoua et al., 2014).

Thirty-six allelic variants of NA72 gene have been
reported, and each allele is classified as fast or slow
depending on the combination of different single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) present in its coding region
(Khedhiri et al., 2010; Di Pietro et al., 2012). NAT2 *4
allele is defined as the wild-type allele and has been asso-
ciated with the fast acetylation phenotype (Hein et al.,
2000a; Walker et al., 2009; Toure et al., 2012). Indivi-
duals homozygous for rapid NVAT2 acetylator alleles are
classified as rapid acetylators, those homozygous for
slow NATZ acetylator alleles as slow acetylators, and
those possessing one rapid and one slow NA72 acetyla-
tor alleles as intermediate acetylators (Hein, 2006).

A. Ribouh-Arras, N. Chaoui-Kherouatou, A. Hireche, D. Satta, N. Abadi

Many studies have analyzed the relationship between
NATZ slow acetylation phenotype and risk of bladder
cancer (Vatsis et al., 1995; Hein, 2002; Garcia-Closas
et al., 2005; Sanderson et al., 2007). However, results
were controversial at the level of individual studies,
which may be explained by the differences in exposure
to bladder carcinogens and ethnicity, as well as varia-
tions in the relative number of cases and statistical
power limitations in various studies (Moore et al., 2011;
Selinski et al., 2013; Zhu et al., 2015). In the present
study, we first identified NA72 variants among 364
subjects through complete sequencing of the NAT2 co-
ding region. Then, we evaluated the association between
polymorphisms within the gene and their corresponding
acetylator phenotypes and bladder cancer risk. Finally,
we assessed the combined effect of NA7TZ2 genotypes
and smoking status on susceptibility to bladder cancer.

Materials and methods

Subjects

The study population comprised 175 patients and
189 controls. Bladder cancer patients diagnosed with the
disease during the period 2014-2016 at the Urology De-
partments of Daksi Renal Clinic and Central Hospital
University of Constantine and Tizi-Ouzzou cities, Al-
geria, were included in the study.

All subjects were from the northern region of Algeria,
with an age range between 24 and 90 years. All the blad-
der cancer cases, including 165 males and 10 females,
were confirmed by clinical histopathology and staged
according to the Tumor-Node-Metastasis (TNM) classi-
fication system of the Union International Contre le
Cancer (UICC, 1997). Tumors were graded according to
the World Health Organization 1973 classification. The
control group included healthy individuals without a fa-
mily history of cancer who were approximately matched
for gender proportion, geographic origin, and age range
to those in the case group.

After obtaining informed consent from the partici-
pants, a detailed questionnaire was administered to both
cases and controls to obtain study information.

DNA extraction

Blood samples were obtained from the peripheral
veins of each participant using a veno jet-system (Te-
rumo'", France) and collected in a vacutainer EDTA



N-acetyltransferase 2 gene and bladder cancer

tube (Dutscher, France). Genomic DNA was extracted
from leukocytes using standard NaCl extraction method
according to the protocol suggested by Miller and co-
workers (1988). The quality of DNA obtained by the re-
commended method was evaluated by determining
A260/A280 ratio using a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Scientific, France). DNA samples were stored
at —20°C until further analyses.

PCR amplification and sequencing analysis

A fragment of length 771 bp spanning the coding re-
gion of NATZ, was amplified by Polymerase Chain Re-
action (PCR) using the following specific primers: F: CA
TGGAGTTGGGCTTAGAGG and R: GGGTGATACAT
ACACAAGGGTTT. The reference fragment of NAT2
gene was taken from Ensembl Genome Browser data-
base (ID: ENSG00000 156006).

The amplification reaction (PCR) was carried out in
20 pl of total reaction mixture containing 2 ul (20 ng) of
template DNA, 4 ul (0.2 mM) of dNTPs, 1.2 pl (0.3 uM)
each of Oligo F and Oligo R, 2 pl of 1 x buffer, 0.2 pl
(0.05 U/ul) of Taq Hotstar (QIAGEN, Germany) and
9.4 pl of H,0.

PCR amplification was carried out using a Master-
cycler pro thermocycler (Eppendorf, France) as follows:
an initial heat activation step at 95°C for 15 min, fol-
lowed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, an-
nealing at 56°C for 30 s and extension at 72°C for
1 min, and finally an extension cycle was performed at
72°C for 10 min. The quality of the obtained PCR frag-
ments was assessed by analyzing them on a 1.5% agarose
gel. Afterward, the PCR products were purified by using
Ex0SAP-IT reagent (GE HEALTHCARE, France), which
involved the addition of 2 pl of ExoSAP to 5 ul of PCR
product. This purification procedure was carried out in
two steps and performed by using Mastercycler pro
(Eppendorf, France): first step at 37°C for 15 min fol-
lowed by a second step at 80°C for 15 min. The purified
PCR products (10-15 ng of DNA) were then utilized to
perform double-stranded sequencing reaction in the pre-
sence of the aforementioned primers using the Big Dye
Terminator version 3.1 cycle sequencing kit (Applied
Biosystems, France). The sequencing reactions were
carried out using a Mastercycler pro (Eppendorf, Fran-
ce) under the following cycling conditions: initial de-
naturation at 96°C for 1 min, and 25 cycles at 96°C for
20 s, 50°C for 15 s, and 60°C for 4 min. The amplicons
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were directly sequenced using an ABI 3130 XL automa-
ted DNA sequencer (Applied Biosystems, France). The
sequenced products were analyzed using Sequencher
v5.0 software.

Statistical analysis

The characterization and designation of the sequen-
ced alleles were performed using the NAT2 allele no-
menclature published in 1995 (Vatsis et al., 1995).

All the statistical analyses were performed using the
R software version 3.2.1. The genotypic and allelic fre-
quencies of the NAT2 polymorphisms within the two
populations were estimated by direct counting method.
Chi-square test or Fisher’s test was used to calculate the
odds ratios (ORs) with the corresponding 95% confi-
dence interval (95% CI) to determine the association be-
tween NATZ2 gene polymorphisms or corresponding
acetylator phenotypes and susceptibility to bladder can-
cer, as well as to assess the outcomes following their ad-
ditive interactions with smoking status. Significance was
set at P-value less than 0.05.

Results

Subject characteristics

The characteristics of the study population are given
in Table 1. As expected, cases and controls appeared to
be adequately matched for age and gender with 92.57%
males in the case group versus 88.89% males in the con-
trol group (P =0.28). The mean ages were 59.57 +16.56
and 60.83 +14.87 years for the cases and controls res-
pectively (P = 0.60). Smoking was more widespread
among patients with bladder cancer (69.71%) than
among controls (40.21%), considering that controls were
taken randomly (P= 2.78e ).

According to the TNM staging of bladder cancer,
patients were classified into non-muscle-invasive (Ta
= 20.57% and T1 = 47.43%) and muscle-invasive (T2
=22.86% and T3 = 9.14%) groups. We also classified the
patients according to their cancer grade into three
groups: well differentiated (G1 = 18.86%), moderately
differentiated (G2 = 24%) and poorly differentiated (G3
= 57.14%).

Genotypic and allelic frequencies of NAT2 SNPs
and their association with bladder cancer risk

A total of 13 different SNPs have been identified du-
ring the sequencing analysis of the NA72 coding region
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Tablel. General characteristics of the bladder cancer patients and controls subjects

Patients %

Controls %

Characteristics (n=175) (n=189) OR (CI 95%) P-value
Gender
Males 162 (92.57%) = 168 (88.89%) 0.28"
Females 13 (7.43%) 21 (11.11%)
Age (years)
<50 35 (20%) 42 (22.22%)
> 50 140 (80%) | 147 (77.78%) 0.60°
Cigarette smoking
Never or former smokers | 53 (30.29%) | 113 (59.79%)
Current smokers 122 (69.71%) = 76 (40.21%) 3.42 (2.21-5.28) 2.78e*®
Grade
Gl 33 (18.86%)
G2 42 (24%)
G3 100 (57.14%)
TNM stage
Ta 36 (20.57%)
T1 83 (47.43%)
T2 40 (22.86%)
T3 16 (9.14%)

® _ Chi-square test; " - Fisher test

among the bladder cancer patients and controls repre-
senting the Algerian population (Table 2). All those
SNPs have been previously described in various studies
(Boukouvala, 2016) and no new mutation was identified
in this study. The allelic and genotypic frequencies and
their calculated ORs are presented in Table 2.

Among the 13 SNPs, T341C and G590A polymor-
phisms have shown statistically significant association
with bladder cancer risk in the patients possessing he-
terozygous genotype (OR = 2.36, 95% CI = 1.44-3.86 and
OR = 2.58, 95% CI = 1.52-4.37, respectively) or mutant
homozygous genotype (OR = 2.54, 95% CI = 1.47-4.38
and OR = 2.67, 95% CI = 1.62-4.40, respectively). How-
ever, no significant association was observed between the
risk of bladder cancer and the occurrence of SNPs G191A,
C282T, C345T, C481T, and A803G for genotypic and
allelic distributions.

The genotypic and the allelic distributions of C403G
and G857A SNP variants in the bladder cancer patients
were not significantly different from those of the control

group (P=0.16 and P= 0.8, respectively), and the num-
ber of individuals carrying these two polymorphisms was
too small (six patients and two controls for C403G SNP,
seven patients and nine controls for G857A SNP).

Finally, no evidence has been registered in cancer
patients and controls for the presence of NAT2 A434C,
C638T, G838A, and A845C SNPs.

Frequencies of predicted phenotypes
and their association with bladder cancer risk

Based on the consensus nomenclature of NA72 alle-
les (Vatsis et al., 1995; Hein et al., 2000b; Boukouvala,
2016), a total of eight previously described alleles have
been identified among patients and controls (NA72 *4,
NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*12, NAT2*13,
NAT2*14, and NAT2*18); moreover, each allele is cha-
racterized by specific SNP, for example, the SNPs
T341C, G590A, and G191A are characteristic of the
alleles NAT2*5, NAT2*6, and NAT2*14, respectively.
Combination of different SNPs for NAT2*4 wild-type
allele, and combination of SNPs for other alleles identi-
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fied in our study are presented in Table 3. Furthermore,
different combinations of these alleles were used to
predict the acetylation phenotype for all the individuals
of our study population (Table 4).

In total, out of 175 patients and 189 controls, 85.71%
of patients and 70.90% of controls were predicted to be
slow acetylators, whereas the rapid/intermediate acetyla-
tors were identified in 14.29% and 29.10% of patients
and controls, respectively (Table 4).

As presented in Table 4, when compared to the re-
ference group (rapid/intermediate acetylators), the slow
acetylation phenotype was associated with an increased
risk for bladder cancer (OR = 2.45, 95% CI = 1.41-4.35,
P =0.0009).

When studied separately, the slow acetylators
NAT2*5/5 and NAT2*5/6 were significantly associated
with the development of bladder cancer (OR=2.91, 95%
CI = 1.55-5.45, P = 0.0008 and OR = 3.19, 95% CI
=1.55-6.68, P = 0.0008, respectively).

Effect of smoking status and genetic polymorphisms
of NATZ2 on bladder cancer risk

The stratification of patients and controls according
to NAT2 genotypes and tobacco consumption (reference
group: non-smokers harboring the wild-type genotype for
each of the studied SNPs) revealed a significant associa-
tion between NA72T341C and G590A variants and blad-
der cancer risk, for both non-smokers and smokers. The
risk was found tobe escalated in smokers (OR = 7.50,
95% CI = 3.37-17.77, P= 3.49¢ ® and OR = 13.41, 95%
CI = 4.91-40.11, P = 5.06e° for heterozygous and
homozygous NAT2 T341C variant; OR = 5.60, 95% CI
= 2.74-11.81, P = 2.67¢ " and OR = 7.29 95% CI =
3.46-15.91, P = 7.78¢ ° for heterozygous and homo-
zygous NAT2 G590A variant).

A significant association has been observed between
other mutations of NA72 (C345T, C481T, and A803G)
and bladder cancer risk among smokers possessing non-
mutant homozygous genotype (OR = 2.69, 95% CI
=1.49-4.85, P=0.0009; OR = 2.81, 95% CI = 1.40-5.78,
P=0.002 and OR = 2.25, 95% CI = 0.94-5.47, P=0.004,
respectively), heterozygous genotype (OR = 3.16, 95% CI
=1.67-6.10, P=0.0001; OR=4.77,95% CI=2.03-11.61,
P = 0.0001; and OR = 2.69, 95% CI = 1.30-5.67, P
=0.004, respectively), and mutant homozygous genotype
(OR = 4.11, 95% CI = 2.09-8.29, P=1.15¢ *; OR = 6.55,
95% CI = 2.83-15.86, P=9.72e "; and OR = 3.66, 95% CI
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= 1.54-9.06, P = 0.001, respectively). This association
was not observed in the non-smokers group (Table 5).

In contrast, no significant association has been re-
gistered between the risk of bladder cancer and the
NATZ polymorphisms G191A, C282T, C403G, A434C,
C638T, G838A, A845C, G857A among smokers and non-
smokers (Table 5).

Association and stratification analysis between the pre-
dicted acetylation phenotype, smoking status, and blad-
der cancer risk

The risk of bladder cancer related to the NATZ
acetylation phenotype was further investigated by strati-
fication of smoking (Table 6). The results showed no
significant association between the patients and controls
for the rapid/ intermediate acetylation phenotype among
smokers group (P= 0.46).

In contrast, the slow acetylation phenotype has been
associated with an increased risk of bladder cancer in
the smokers group (OR = 6.77, 95% CI = 2.67-18.93,
P=17.20e ®); however the association was not significant
in the case of non-smokers group (£P= 0.52).

Discussion

The prevalence of bladder cancer was found to be
high in Algeria. There has been an alarming increase in
the number of newly diagnosed year after year; in the
recent decades, the incidence of bladder cancer increa-
sed from 2.2 to 8.7 per 100000 persons (Hamdi Cherif
etal., 2010; Hamdi Cherif et al., 2014). Various previous
epidemiological studies on humans showed the presence
of a relationship between the NAT2 genotype and its
acetylation profile with the increased risk of urinary
bladder cancer (Garcia-Closas et al., 2005; Song et al.,
2009; Pesch et al., 2013). The lack of sufficient know-
ledge regarding the profile of the acetylator phenotype
in the Algerian population is a short coming that may
affect the success of treatment. It is well-known that
Arylamine N- acetyltransferases play an important role
in the detoxification of xenobiotic compounds such as
therapeutic drugs. It has been reported that clinical con-
sequences in drugs therapies are applied differently for
slow and rapid acetylators (Meisel, 2002).

The sequencing of the NAT2 coding region, revealed
that only T341C and G590A polymorphisms have been
significantly associated with an increased risk of bladder
cancer in the tested population. This result is partially in
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of NAT2 SNPs and their association with bladder cancer risk
snp | Genotypes NI P-value OR CI (95%)
and alleles patients controls
GG 125 (71.43) 146 (77.24) 1.00 (reference)
GA 21 (12.00) 13 (06.89) 0.10° 1.88° 0.85-4.27
rs 1801279 | G191A AA 29 (16.57) 30 (15.87) 0.77° 1.12° 0.61-2.06
G 271 (77.43) 305 (80.69)
79 (22.57) 73 (19.31) 0.28° 1.05° 0.78-1.41
CC 110 (62.86) 126 (66.67) 1.00 (reference)
CT 35 (20.00) 32 (16.93) 0.41° 1.25° 0.72-2.15
rs1041983 C282T TT 30 (17.14) 31 (16.40) 0.72° 1.10° 0.63-1.94
C 255 (72.86) 284 (75.13)
95 (27.14) 94 (24.87) 0.48° 1.12° 0.80-1.56
TT 44 (25.14) 85 (44.97) 1.00 (reference)
TC 77 (44.00) 63 (33.34) 0.0006 * 2.36° 1.44-3.86
rs 1801280  T341C CcC 54 (30.86) 41 (21.69) 0.0007 * 2.54° 1.47-4.38
T 165 (47.14) 233 (61.64)
C 185 (52.86) 145 (38.36) 9.17¢°"* 1.80° 1.34-2.41
CcC 87 (49.72) 125 (66.14) 1.00 (reference)
CT 45 (25.71) 36 (19.05) 0.02° 1.79° 1.07-3.01
rs 45532639 | C345T TT 43 (24.57) 28 (14.81)
C 219 (62.57) 286 (75.66)
131 (37.43) 92 (24.34) 0.18° 0.55"° 0.22-1.27
CcC 169 (96.57) 187 (98.94) 1.00 (reference)
CG 6 (03.43) 2 (01.06) 0.16" 3.30° 0.58-33.95
rs12720065 @ C403G GG 0 (00.00) 0 (00.00)
344 (98.29) 376 (99.47)
G 6 (01.71) 2 (00.53) 0.16" 3.27° 0.58-33.37
AA 175 (100.00) 189 (100.00) 1.00 (reference)
AC 0 (00.00) 0 (00.00)
rs72554616 | A434C CcC 0 (00.00) 0 (00.00)
A 350 (100.00) | 378 (100.00)
C 0 (00.00) 0 (00.00)
CcC 71 (40.57) 95 (50.26) 1.00 (reference)
CT 54 (30.86) 48 (25.40) 0.1° 1.50° 0.91-2.47
rs1799929 C481T TT 50 (28.57) 46 (24.34) 0.14° 1.45° 0.87-2.40
C 196 (56.00) 238 (62.96)
154 (44.00) 140 (37.04) 0.05° 1.33° 0.99-1.79
GG 50 (28.57) 97 (51.32) 1.00 (reference)
GA 56 (32.00) 42 (22.22) 0.0003 * 2.58° 1.52-4.37
rs1799930 G590A AA 69 (39.43) 50 (26.46) 0.0001*° 2.67° 1.62-4.40
G 156 (44.57) 236 (62.43)
194 (55.43) 142 (37.57) 1.55e¢°* 2.06° 1.53-2.77




N-acetyltransferase 2 gene and bladder cancer 177
CcC 175 (100.00) = 189 (100.00) 1.00 (reference)
CT 0 (00.00) 0 (00.00)
rs138707146 C638T TT 0 (00.00) 0 (00.00)
C 350 (100.00) | 378 (100.00)
T 0 (00.00) 0 (00.00)
AA 46 (26.28) 55 (29.10) 1.00 (reference)
AG 82 (46.86) 83 (43.92) 0.51° 1.18° 0.71-1.94
rs 1208 A803G GG 47 (26.86) 51 (26.98) 0.73° 1.10° 0.63-1.92
A 174 (49.71) 193 (51.06)
G 176 (50.29) 185 (48.94) 0.71° 1.05° 0.78-1.41
GG 175 (100.00) 188 (99.47) 1.00 (reference)
GA 0 (00.00) 1 (00.53)
rs 563935 G838A AA 0 (00.00) 0 (00.00)
G 350 (100.00) | 377 (99.74)
A 0 (00.00) 1 (00.26)
AA 173 (98.86) 189 (100.00) 1.00 (reference)
AC 2 (01.14) 0 (00.00)
rs 56054745 A845C CcC 0 (00.00) 0 (00.00)
A 348 (99.43) | 378 (100.00)
C 2 (00.57) 0 (00.00)
GG 168 (96.00) 180 (95.24) 1.00 (reference)
GA 7 (04.00) 9 (04.76) 0.8° 0.83° 0.25-2.57
rs179931 G857A AA 0 (00.00) 0 (00.00)
G 343 (98.00) 369 (97.62)
A 7 (02.00) 9 (02.38) 0.8° 0.83° 0.26-2.55

® _ Chi-square test; ® - Fisher test

agreement with the study of Brokmoller et al. (1996)
comprising 374 cases and 373 controls from Germany,
where T341C but not G590A SNP was associated with
bladder cancer risk. It has been reported that mutations
at these two positions result in the production of non-
synonymous SNPs that subsequently lead to a significant
reduction in the NAT2 protein activity due to protein
degradation (Hein, 2006; Zang et al.,, 2007; Selinski
etal., 2013; Boukouvala, 2016). Furthermore Zang et al.
(2007) and Walraven et al. (2008) demonstrated that
both T341C and G590A SNPs are associated with a re-
duction in N- and O-acetylation capacity in different bac-
terial and eukaryotic expression systems.

On the other hand, no association has been found be-
tween the NAT2polymorphisms G191A, C282T, C345T,
C481T, and A803G and bladder cancer risk in our study
population. Similar results were observed in a meta-ana-

lysis conducted by Selinski et al. (2013). This may be ex-
plained by differences in the nature of the SNPs and the
mechanism by which they affect the NAT2 enzyme acti-
vity. Actually, it has been reported that C282T and C481T
SNPs are synonymous changes and seem to exert no ef-
fect on NAT2 acetylation capacity or protein stability
(Zang et al., 2007; Selinski et al., 2013; Boukouvala,
2016). It has been shown that G191A, C345T, and A803G
SNPs are missense mutations that cause amino acid chan-
ges in a mature protein (Walraven et al., 2008; Toure
et al., 2012; Boukouvala, 2016). Polymorphisms C345T
and A803G seem to have no functional effect on NAT2
enzyme, in contrast to the G191A SNP which has been
associated with reduced catalytic activity (Toure et al.,
2012; Selinski et al., 2013; Boukouvala, 2016).

NAT2 G191A SNP variant presents equal allelic and
genotypic distributions between the controls and pa-
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Table 3. Nature of NAT2 alleles identified in the study population

G191A | C282T | T341C | C345T @ C403G @ C481T @ G590A | A803G & G838A | A845C | G857A
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Table 4. Nat 2 genotypes and predicted phenotypes frequencies in patients vs controls subjects

Predicted phenotype Patients [%] Controls [%] P-value OR (CI 95%)
NAT2*5/*5 slow 53 (30.29) 40 (21.16) 0.0008 * 2.91 (1.55-5.45)
NAT2*5/%6 slow 41 (23.43) 28 (14.81) 0.0008" 3.19 (1.55-6.68)
NAT2*5/*7 slow 03 (01.71) 04 (2.12)
NAT2*5/*14 slow 02 (01.14) 00 (00.00)
NAT2%6/%6 slow 15 (08.57) 30 (15.87)
NAT2*6/*7 slow 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*7/*14 slow 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*6/*14 slow 17 (09.71) 03 (1.59)
NAT2*14/*14 slow 19 (10.86) 25 (13.23)
Total slow 150 (85.71) 134 (70.90) 0.0009 * 2.45 (1.41-4.35)
NAT2*4/%6 intermediate 02 (01.14) 10 (5.29)
NAT2*4/*7 intermediate 01 (00.57) 00 (00.00)
NAT2*4/*14 intermediate 02 (01.14) 09(4.76)
NAT2*5/*12 intermediate 04 (02.29) 12 (6.35)
NAT2*5/*13 intermediate 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*6/*12 intermediate 00 (00.00) 03 (1.59)
NAT2%6/*13 intermediate 01 (00.57) 03 (1.59)
NAT2*4/*5 intermediate 12 (06.86) 09 (4.76)
NAT2*4/*4 rapid 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*4/*12 rapid 01 (00.57) 01 (0.52)
NAT2*12/*13 rapid 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*13/*14 rapid 01 (00.57) 02 (1.06)
NAT2*14/*18 rapid 01 (00.57) 00 (00.00)
Total rapid/intermediate 25 (14.29) 55 (29.10) 1 (Reference)

* _ Chi-square test; ” - Fisher test

tients and does not show an association with urinary
bladder cancer in our population study. This non-asso-
ciation can be explained by the very low number of pa-
tients harboring the change compared with those carry-
ing the wild-type NATZ2 genotype (Table 2), despite the
fact that G191A variant is more frequent in Africans
(Hein, 2006; Sabbagh et al., 2008).

Our results also showed no association with bladder
cancer risk for C403G and G857A SNPs. This may be
related to the less number of subjects carrying these
SNPs in our population study (Table 2). Patin et al.
(2006) and Teixeira et al. (2007) suggested that the
NAT2C403G SNP may or may not alter the enzyme acti-
vity depending on the population it is expressed in. On
the other hand, the G857A polymorphism has been

identified by Toure et al. (2012) as a substrate-depen-
dent inactivating mutation and has been found to be
more frequent in South India and Korea than in the
other tasted populations (Hein, 2006).

The remaining SNPs (A434C, C638T, G838A, and
A845C) were absent in both patients and controls. This
can be interpreted by the fact that the nature and fre-
quency of the NAT2 polymorphisms vary remarkably be-
tween the populations of different ethnic origins. In this
context, it has been demonstrated by Patin et al. (2006)
and Teixeira et al. (2007) that these four SNPs occur at
a low frequency in some populations like Brazilian and
Sub-Saharan African populations and may or may not
alter the NATZ2 acetylation activity.
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Table 5. Nat2 polymorphisms and bladder cancer risk stratified by smoking
Non-smokers Smokers
Patients Controls Patients Controls
P-val OR (CT 95% P-val OR (CI 95%
(%] (%] value ( 0) (%] (%] value ( 6)

G191A
GG 50 (94.34) = 70 (61.95) 1 (reference) 75 (61.48) 76 (100.00) 0.18*° 1.38 (0.85-2.23)
GA 3(05.66) @ 13(11.50) 0.10° 0.32 (0.05-1.27) @ 18 (14.75) | 0 (00.00)
AA 0(00.00) | 30(26.55) 29 (23.77) | 0(00.00)
C282T
CC 30 (56.60) = 50 (44.25) 1 (reference) 80 (65.57) |76 (100.00) 0.05° 1.75 (0.97-3.17)
CT 10 (18.87) | 32 (28.32) 0.15° 0.52 (0.19-1.28) | 25(20.49) @ 0 (00.00)
TT 13 (24.53) | 31(27.43) 0.43"° 0.70 (0.28-1.63) | 17 (13.94) @ 0 (00.00)
T341C
TT 12 (22.64) | 52 (46.02) 1 (reference) 32(26.23) | 33(43.42) | 0.0003" 4.15 (1.78-10.19)
TC 19 (35.85) | 30 (26.55) 0.02" 2.71(1.08-7.08) 58 (47.54) 33 (43.42)  3.49¢® * | 750 (3.37-17.77)
CcC 22 (41.51) 31 (27.43)  0.008" 3.04 (1.24-7.77) 32(26.23) | 10(13.16) | 5.06e °"  13.41 (4.91-40.11)
C345T
CC 47 (88.68) = 95 (84.07) 1 (reference) 40 (32.78) | 30(39.47) | 0.0009"  2.69 (1.49-4.85)
CT 4(07.55) | 10 (08.85) 1° 0.80 (0.17-2.99) | 41(33.61) | 26 (34.21) 0.0001 ® 3.16 (1.67-6.10)
TT 2 (03.77) 8 (07.08) 0.5° 0.50 (0.05-2.68) = 41 (33.61)  20(26.32) | 1.15¢°" 4.11 (2.09-8.29)
C403G
CC 52 (98.11) 113 (100.00) 1 (reference) 117 (95.90) 74 (97.37) | 3.54e** | 3.43 (2.21-5.32)
CG 1(01.89) 0 (00.00) 5 (04.10) 2 (02.63) 0.04° 5.37 (0.84-58.11)
GG 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
A434C
AA 53 (100.00) | 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) | 76 (100.00) | 2.78¢%*  3.42 (2.21-5.28)
AC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
CcC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
C481T
CC 20 (37.73) = 50 (44.25) 1 (reference) 51 (41.80) | 45(59.21) 0.002° 2.81 (1.40-5.78)
CT 23(43.40) | 32(28.32) 0.1° 1.78 (0.79-4.05) = 31(25.41) | 16 (21.05) 0.0001 > 4.77 (2.03-11.61)
TT 10 (18.87) | 31(27.43) 0.6° 0.80 (0.29-2.09) | 40 (32.79) | 15(19.74)  9.72¢"" | 6.55 (2.83-15.86
G590A
GG 20 (37.73) = 74 (65.49) 1 (reference) 30 (24.60) | 23(30.26) | 2.37¢°"  4.76 (2.17-10.74)
GA 10 (18.87) | 12 (10.62) 0.02" 3.04(1.02-9.03) 46 (37.70) 30 (39.48) | 2.67¢” * | 5.60 (2.74-11.81)
AA 23 (43.40) 27 (23.89)  0.003" 3.12 (1.40-7.08) 46 (37.70) @ 23(30.26) | 7.78¢°" 7.29 (3.46-15.91)
C638T
CC 53 (100.00) | 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) | 76 (100.00) 2.78¢%*  3.42 (2.21-5.28)
CT 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
TT 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
A803G
AA 20 (37.74) = 35(30.97) 1 (reference) 26 (21.31) | 20(26.32) | 0.004° 2.25 (0.94-5.47)
AG 20 (37.74) @ 43 (38.06) 0.69°  0.81(0.35-1.87) | 62(50.82) | 40(52.63) 0.004° 2.69 (1.30-5.67)
GG 13 (24.52) | 35(30.97) 0.39°" 0.65 (0.25-1.62) 34 (27.87) 16 (21.05) 0.001" 3.66 (1.54-9.06)
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G838A

GG 53 (100.00) 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) 75 (98.68)  2.09¢ **  3.46 (2.24-5.35)
GA 0 (00.00) 0 (00.00) 0(00.00) | 1(01.32)

AA 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

A845C

AA 53 (100.00) 113 (100.00) 1 (reference) | 120 (98.36) |76 (100.00) 4.45e¢ **  3.36 (2.17-5.19)
AC 0 (00.00) 0 (00.00) 2(01.64) | 0 (00.00)

cC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

G857A

GG 51(96.23) 108 (95.58) 1 (reference) | 117 (95.90) | 72 (94.74) 4.86e **  3.44 (2.20-5.36)
GA 2(03.77)  5(04.42) 1®  0.84(0.07-5.39) 5(04.10) 4(05.26)  0.4° 0.63 (0.17-2.27)
AA 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

“ _ Chi-square test; * - Fisher test

With regard to phenotype, the results show that slow
acetylators are most frequent in the Algerian population
(85.71% for patients vs 70.90% for controls) and that
NAT2*5 is the most represented allele (Table 4). These
findings are in accordance with those reported by Gua-
oua et al (2014) for Moroccan population. Furthermore,
we registered a strikingly significant association between
slow acetylator phenotypes and bladder cancer risk, con-
sistent with several previous studies (Garcia-Closas
et al., 2005; Gu et al., 2005; Rothman et al., 2007; Song
et al., 2009; Moore et al., 2011; Pesch et al., 2013). Ad-
ditionally, it has been reported that the balance between
activation and detoxification of carcinogens affects the
extent of DNA damage that occurs in the cells (Safarine-
jad et al., 2013). Individuals possessing a NAT2 slow
acetylation phenotype are less efficient in detoxifying the
arylamines and other environmental carcinogens. The
metabolites of arylamines are transported through the
circulatory system and are absorbed into the bladder
epithelium. The metabolic activation results in the acqui-
sition of carcinogenic properties through the formation
of DNA adducts that may eventually lead to the develop-
ment of bladder cancer (Zang et al., 2004).

Interestingly, some slow acetylator phenotypes sho-
wed a significant association with bladder cancer risk,
such as those corresponding to NAZ2*5/5 and
NAT2*5/6 genotypes (Table 4). This finding has been
confirmed by several earlier studies which showed that
urinary bladder cancer risk was higher in the individuals
possessing NAT2*5 allele, and proposed enhanced pro-
tein degradation as the mechanism for the reduced

amounts of NAT2 protein and activity (Brockmoller
et al., 1996; Okkels et al., 1997; Zang et al., 2004; El De-
soky et al., 2005).

The classification of patients and controls according
to the NAT2 polymorphisms and smoking status showed
that NAT2 T341C and G590A SNPs displayed a strong
correlation with bladder cancer risk, an association that
exhibited an increasing trend with cigarette consump-
tion (Table 5).

C403G, A434C, C638T, G838A, A845C, and G857A
SNP variants of NA72 have shown an association with
the homozygous wild-type genotype for each variant only
in tobacco smokers (Table 5). Our findings confirm that
cigarette smoking is the predominant risk factor for
bladder cancer (OR = 3.42, 95% CI = 2.21-5.28), as
shown previously in Table 1 and as observed in other
published data (Brennan et al., 2000; Zeegers et al.,
2004). Moreover, for a long time, carcinogens found in
tobacco have been implicated in bladder cancer etiology
among smokers (Probst-Hensch et al., 2000). On the
other hand, besides the large number of NA7Z2 poly-
morphisms reported, polymorphisms in other genes
such as N-acetyltransferase 1 (NA77) and glutathione
S-transferases M1 and T1 (GSTMI1 and GST7TI1) can
also alter the ability of xenobiotic enzymes to metabolize
carcinogens (Khedhiri et al., 2010).

No association was registered for the G191A and
C282T SNPs with bladder cancer risk in non-smokers
(Table 5). However, association of these SNPs with the
bladder cancer risk in smokers could not be estimated
because of their rare occurrence within the control group.
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Table 6. Association of the predicted phenotype, smoking status and the bladder cancer risk
) No-smokers Smokers
Predicted - | OR - | OR
phenotypes patients | controls | o, patients = controls g

v %] ] Fvalie g5 [%] (%)  Pvalue (CI 95%)
Rapid/intermediate 8 23 1 (reference) 17 32 0.46 1.51 (0.51-4.80)
Slow 45 90 0.52 1.43(0.56-4.01)| 105 44 7.20e®  6.77 (2.67-18.93)

Also, no association has been noted between the
NAT2-C345T, C481T, and A803G SNPs and bladder
cancer susceptibility in non-smokers; however, in the
smoker category, these polymorphisms have shown
a remarkable association with the development of blad-
der cancer (Table 5). This could be explained by the fact
that the joint effects of NAT2 polymorphisms and smo-
king status exhibit a strong biological effect and increase
the risk of bladder cancer (Garcia-Closas et al., 2005).

In this study, we also showed that the NAT2 slow-
acetylator phenotype was significantly associated with
bladder carcinogenesis among smokers (Table 6). This
gene-environment interaction has strong biological effect
on NAT2 enzyme activity because slow acetylators are
unable to detoxify the aromatic amines rapidly by
N-acetylation. Moreover, tobacco is considered to be the
first source of exposure to aromatic amines, which are
suspected to be the primary carcinogens for bladder
cancer in cigarette (Tao et al., 2012). Our findings are in
agreement with several previous studies (Brockmoller
et al., 1996; Hein, 2006; Moore et al., 2011). Further-
more, many other studies provided evidence for the fact
that the NAT2 slow acetylation phenotype interacts with
tobacco smoking as a function of exposure intensity ra-
ther than exposure duration (Lubin et al., 2007; Yuan
et al., 2008; Moore et al., 2011). It has been suggested
that among the slow acetylators, detoxification of aryl-
amines present in cigarette smoke may became satura-
ted at higher smoking intensity, thus minimizing the
effect of NAT2 detoxification to a greater extent in slow
acetylators (Lubin et al., 2007; Moore et al., 2011).

Conclusions

NAT2 T341C and G590A SNPs are found to be risk
factors for bladder cancer. NAT2 slow acetylator pheno-
type is associated with higher risk of bladder cancer,
with the greatest risk observed for the allele NAT2*5
harboring the NAT2 T341C SNP.

We also found that tobacco smoking interacts additi-
vely with NAT2 T341C and G590A SNPs in influencing
the bladder cancer risk. Moreover, NAT2 C345T, C481T,
and A803G SNPs were associated with bladder cancer
risk only in patients of the smokers group.

Furthermore, our analysis provides strong evidence
for the fact that smoking increases the risk of bladder
cancer in NAT2 slow acetylators.

Our findings support the need for the conductance of
future studies on the potential gene-gene and gene-en-
vironment interactions among larger sample sizes.
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Résumes



RESUME

Le cancer de la vessie est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre des facteurs
génétiques et des facteurs environnementaux. La susceptibilité individuelle par rapport au
risque du cancer de la vessie est modulée par les polymorphismes génétiques portés par certains
génes dont les genes codant pour les enzymes de détoxification. Parmi ces génes les
N -Acétyltransférases (NAT) impliqués dans la phase 1l de détoxification de plusieurs
xeénobotiques et dont les variations représentent des facteurs de risque incriminés dans plusieurs
cancers. Un autre polymorphisme rs2228001 a été récemment impliqué dans 1’étiologie du
cancer vesical. Il est porté sur le gene XPC (Xeroderma pigmentosum complementation group
C), responsable de la synthése d’une protéine impliquée dans I’initiation du processus de
réparation de I’ADN par le systéme d’excision de nucléotides (NER).

Objectifs : Notre travail vise a analyser premi¢rement I’impact de la consommation du tabac
et du milieu professionnel a risque sur la survenue du cancer vésical. De chercher, dans un
deuxiéme temps, une éventuelle association entre le risque de ce type de cancer et les différents
SNPs du gene de détoxification NAT2. Cette association a été également cherchée pour les
différents profils d’acétylation NAT2. Nous avons exploré aussi I’implication de I’alle¢le a
risque du polymorphisme rs2228001 dans la carcinogénése vésicale. L’effet combiné des
polymorphismes étudiés ainsi que la stratification des génotypes et des phénotypes
d’acétylation selon le statut tabagique, 1’exposition professionnelle et les parametres clinico-
pathologiques ont été également testeés.

Meéthodes : Cette étude cas-témoins inclus 175 malades atteints d’un cancer vésical et 189
témoins appariés avec les malades selon 1’age, le sexe et 1’origine ethnique. Les génotypes des
différents SNPs du géne NAT2 sont déterminés par séquengage en utilisant I’ADN extrait de
sang périphérique. Les génotypes du polymorphisme rs2228001 sont déterminés par la
technique TagMan et séquencage. La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques
entre les deux groupes a été établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de confiance
a 95%.

Résultats : 13 SNPs du géne NAT2 préalablement décrits ont été identifiés dans cette étude,
seuls ceux en position T341C et G590A ont montré une association statistiquement significative
avec le risque du cancer vésical (p<0,05). Le phénotype acétylateur lent représente un risque
élevé pour la carcinogéneése vésical (p=0,0009), avec un risque accru pour 1’alléle NAT2*5.
Pour ces mémes polymorphismes le risque du cancer de la vessie demeure plus important chez
les fumeurs comparés aux non-fumeurs et chez les travailleurs dans les secteurs a risque

comparés a ceux dans les secteurs d’activités non a risque. Notre étude a montré également une



forte interaction entre le phénotype NAT2 acétylateur lent et tabagisme (p = 7,20e™¢) de méme
pour le secteur professionnel a risque (p = 1,58e®). En outre, le polymorphisme rs2228001 du
géne XPC a montré une association significative avec le cancer vésical uniquement pour les
hétérozygotes (OR = 1,64, 1C 95% = 1,01-2,68, p = 0,04), tandis que pour les homozygotes
mutés 1’association est présente mais non significative (OR = 1,35, 1C 95% = 0,71-2,56, p =
0,3). Ce risque se trouve augmenté chez les hétérozygotes fumeurs (p = 0,002) ou chez ceux
occupant des secteurs d’activités a risques (p =3,60e™).

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, I’exposition professionnelle, les variants
T341C et G590A du géne NATZ2, le phénotype acétyleur lent NAT2, ainsi que le génotype
hétérozygote du polymorphisme rs2228001 représentent individuellement un facteur de risque
du cancer vésical dans la population Algérienne. L'interaction géne-tabac ou gene-profession
augmente considérablement ce risque. Aucune interaction n’a ¢été trouvé entre les
polymorphismes étudiés et les parametres clinico-pathologiques.

Mots clés : NAT2, SNP, acétyleur lent, XPC, tabac, profession, cancer de la vessie.



Summary

Bladder cancer is a multifactorial disease due to the interaction between genetic factors and
environmental factors. The individual susceptibility to the risk of bladder cancer is modulated
by genetic polymorphisms carried by certain genes including the genes encoding the
detoxifying enzymes. Among these genes, the N-acetyltransferases (NAT) involved in the
detoxification phase Il of several xenobiotics and whose variations represent risk factors
incriminated in several cancers. Another rs2228001 polymorphism has recently been implicated
in the etiology of bladder cancer. It is focused on the XPC gene (Xeroderma pigmentosum
complementation group C), responsible for the synthesis of a protein involved in the initiation
of the DNA repair process by the nucleotide excision repair system (NER).

Objectives: Our work aims to analyze firstly the impact of tobacco consumption and the
professional environment at risk on the occurrence of bladder cancer. In a second step, to look
for a possible association between the risk of this type of cancer and the different SNPs of the
NAT2 detoxification gene. This association was also sought for the different NAT2 acetylation
profiles. We also explored the involvement of the allele at risk of rs2228001 polymorphism in
bladder carcinogenesis. The combined effect of the studied polymorphisms as well as the
stratification of genotypes and acetylation phenotypes according to smoking status,
occupational exposure and clinico-pathological parameters were tested.

Methods: This case-control study included 175 patients with bladder cancer and 189 controls
matched to patients by age, sex and ethnicity. The genotypes of the different SNPs of the NAT2
gene are determined by sequencing using DNA extracted from peripheral blood. The genotypes
of the rs2228001 polymorphism are determined by the TagMan technique and sequencing. The
comparison of allelic and genotypic frequencies between the two groups was established by
calculating the odds ratio with a 95% confidence interval.

Results: 13 previously described SNPs were identified in this study, only those in position
T341C and G590A showed a statistically significant association with the risk of bladder cancer
(p <0.05). The slow acetylator phenotype represents a high risk for bladder carcinogenesis (p =
0.0009), with an increased risk for the NAT2 *5 allele. For these same polymorphisms, the risk
of bladder cancer remains higher for smokers compared to non-smokers and for workers in risk
sectors compared to those working in non-risk sectors. Our study showed a strong interaction
between the NAT2 phenotype slow acetylator and smoking (p = 7.20e®) similarly for the
professional sector at risk (p = 1.58e-9). However, the rs2228001 polymorphism showed a
significant association with bladder cancer only for heterozygotes (OR = 1.64, 95% CI = 1.01-

2.68, p = 0.04), whereas for mutated homozygotes the association is present but not significant



(OR = 1.35, 95% CI = 0.71-2.56, p = 0.3). This risk is increased in heterozygous smokers
(p = 0.002) or in those occupying risky activity sectors (p = 3.60e™).

Conclusion : This study shows that smoking, occupational exposure, T341C and G590A
variants of the NAT2 gene, the NAT2 slow acetylator phenotype, and the heterozygous
genotype of the rs2228001 polymorphism individually represent a risk factor for bladder cancer
in the Algerian population. The gene-tobacco or gene-profession interaction greatly increases
this risk. No interaction was found between the studied polymorphisms and clinical-
pathological parameters.

Key words: NAT2, SNP, slow acetylator, XPC, tobacco, occupation, bladder cancer.
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RESUME

Le cancer de la vessie est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre des facteurs génétiques et des
facteurs environnementaux. La susceptibilité individuelle par rapport au risque du cancer de la vessie est
modulée par les polymorphismes génétiques portés par certains génes dont les génes codant pour les enzymes
de détoxification. Parmi ces genes les N -Acétyltransférases (NAT) impliqués dans la phase Il de détoxification
de plusieurs xénobotiques et dont les variations représentent des facteurs de risque incriminés dans plusieurs
cancers. Un autre polymorphisme rs2228001 a été récemment impliqué dans I’étiologie du cancer vésical. Il
est porté sur le gene XPC (Xeroderma pigmentosum complementation group C), responsable de la synthése
d’une protéine impliquée dans I’initiation du processus de réparation de I’ADN par le systéme d’excision de
nucléotides (NER).

Objectifs : Notre travail vise a analyser premiérement I’impact de la consommation du tabac et du milieu
professionnel a risque sur la survenue du cancer vesical. De chercher, dans un deuxiéme temps, une éventuelle
association entre le risque de ce type de cancer et les différents SNPs du géne de détoxification NAT2. Cette
association a été également cherchée pour les différents profils d’acétylation NAT2. Nous avons exploré aussi
I’implication de 1’all¢le a risque du polymorphisme rs2228001 dans la carcinogénese vésicale. L’ effet combiné
des polymorphismes étudiés ainsi que la stratification des génotypes et des phénotypes d’acétylation selon le
statut tabagique, 1’exposition professionnelle et les paramétres clinico-pathologiques ont été également testeés.
Méthodes : Cette étude cas-témoins inclus 175 malades atteints d’un cancer vésical et 189 témoins appariés
avec les malades selon I’age, le sexe et I’origine ethnique. Les génotypes des différents SNPs du gene NAT2
sont déterminés par séquencage en utilisant ’ADN extrait de sang périphérique. Les génotypes du
polymorphisme rs2228001 sont déterminés par la technique TagMan et séquencage. La comparaison des
fréquences alléliques et génotypiques entre les deux groupes a été établie par le calcul de I’odds ratio avec un
intervalle de confiance a 95%.

Résultats : 13 SNPs du gene NAT2 préalablement décrits ont été identifiés dans cette étude, seuls ceux en
position T341C et G590A ont montré une association statistiquement significative avec le risque du cancer
vesical (p< 0,05). Le phénotype acétylateur lent représente un risque élevé pour la carcinogenése veésical
(p=0,0009), avec un risque accru pour I’alléle NAT2*5. Pour ces mémes polymorphismes le risque du cancer
de la vessie demeure plus important chez les fumeurs comparés aux non-fumeurs et chez les travailleurs dans
les secteurs a risque comparés a ceux dans les secteurs d’activités non a risque. Notre étude a montré également
une forte interaction entre le phénotype NAT2 acétylateur lent et tabagisme (p = 7,20e~¢) de méme pour le
secteur professionnel a risque (p = 1,58e®). En outre, le polymorphisme rs2228001 du géne XPC a montré une
association significative avec le cancer vésical uniqguement pour les hétérozygotes (OR = 1,64, IC 95% =
1,01-2,68, p = 0,04), tandis que pour les homozygotes mutés 1’association est présente mais non significative
(OR =1,35, IC 95% = 0,71-2,56, p = 0,3). Ce risque se trouve augmenté chez les hétérozygotes fumeurs (p
= 0,002) ou chez ceux occupant des secteurs d’activités a risques (p =3,60e™).

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, I’exposition professionnelle, les variants T341C et G590A
du géne NAT2, le phénotype acetyleur lent NAT2, ainsi que le genotype hétérozygote du polymorphisme
rs2228001 représentent individuellement un facteur de risque du cancer vésical dans la population Algérienne.
L'interaction gene-tabac ou géne-profession augmente considérablement ce risque. Aucune interaction n’a été
trouvé entre les polymorphismes étudiés et les parameétres clinico-pathologiques.

Mots clés : NAT2, SNP, acétyleur lent, XPC, tabac, profession, cancer de la vessie.

Laboratoire de recherche :
Laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire (Université Constantine 3).
Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire (Université des Fréres Mentouri, Constantine 1).




	Abern MR, Dude AM, Tsivian M, Coogan CL. The characteristics of bladder cancer after radiotherapy for prostate cancer. Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations. 2013;31(8):1628-34.
	Aklillu L, Carrillo JA, Makonnen E, Bertilsson L, Djordjevic N. N-Acetyltransferase-2 (NAT2) phenotype is influenced by genotype-environment interaction in Ethiopians. Eur J Clin Pharmacol. 2018;74(7):903-11.
	Al-Ahmad MM, Amir N, Dhanasekaran S, John A, Abdulrazzag YM, Ali BR, et al. Studies on N‐Acetyltransferase (NAT2) Genotype Relationships in Emiratis: Confirmation of the Existence of Phenotype Variation among Slow Acetylators. Annals of Human Genetics...
	Boeri L, Soligo M, Frank I, Boorjian SA, Thompson RH, Tollefson M, et al. Cigarette smoking is associated with adverse pathological response and increased disease recurrence amongst patients with muscle-invasive bladder cancer treated with cisplatin-b...
	Botteri E, Ferrari P, Roswall N, Tjønneland A, Hjartåker A, Huerta JM, et al. Alcohol consumption and risk of urothelial cell bladder cancer in the European prospective investigation into cancer and nutrition cohort. Int J Cancer. 2017;141(10):1963-70.
	Bouchet BP, Carron C, Puisieux A, Galmarini CM. p53 as a target for anti-cancer drug development. Crit Rev Oncol Hematol. 2006;58(3):190-207.
	genomes. Drug Metab Rev. 2005;37:511-64.
	Cogliano VJ, Baan R, Straif K, Grosse Y, Lauby-Secretan B, El Ghissassi F, et al. Preventable Exposures Associated With Human Cancers. JNCI. 2011;103(24):1827-39.
	Corral R, Lewinger JP, Van Den Berg D, Joshi AD, Yuan JM, Gago-Dominguez M, et al. Comprehensive analyses of DNA repair pathways, smoking and bladder cancer risk in Los Angeles and Shanghai. Int J Cancer. 2014;135(2):335-47.
	Fernandes GLC, Descotes F, André J, Perrin P, Devonec M, Ruffion A. Intérêt des marqueurs urinaires dans le diagnostic et le suivi des tumeurs urothéliales de la vessie. Progrès en urologie. 2007;17(1):23-34.
	Ferris J, Garcia J, Berbel O, Ortega JA. Constitutional and occupational risk factors associated with bladder cancer. Actas Urologicas Espanolas. 2013;37(8):513-22.
	Fortuny J, Kogevinas M, Zens MS, Schned A, Andrew AS, Heaney J, et al. Analgesic and anti-inflammatory drug use and risk of bladder cancer: a population based case control study. BMC Urol. 2007;7:13-21.
	Fousteri M, Mullenders LH. Transcription-coupled nucleotide excision repair in mammalian cells: molecular mechanisms and biological effects. Cell Res. 2008;18(1):73-84.
	Garcia-Closas M, Rothman N, Figueroa JD, Prokunina-Olsson L, Han SS, Baris D, et al. Common genetic polymorphisms modify the effect of smoking on absolute risk of bladder cancer. Cancer Res. 2013;73(7):2211-20.
	Garte S, Gaspari L, Alexandrie AK, Ambrosone C, Autrup H, Autrup JL, et al. Metabolic gene polymorphism frequencies in control populations. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2001;10(12):1239-48.
	GlaserAP, Fantini D, Shilatifard A, Schaeffer EM, Meeks JJ. The evolving genomic landscape of urothelial carcinoma. Nat. Rev. Urol. 2017;14:215-29.
	Guha N, Steenland NK, Merletti F, Altieri A, Cogliano V, Straif K. Bladder cancer risk in painters: a meta-analysis. Occup Environ Med. 2010;67(8):568-73.
	Hashemian M, Sinha R, Murphy G, Weinstein SJ, Liao LM, Freedman ND, et al. Coffee and tea drinking and risk of cancer of the urinary tract in male smokers. Ann Epidemiol. 2019;34:33-9.
	Intano GW, Cho EJ, McMahan CA, Walter CA. Age-related base excision repair activity in mouse brain and liver nuclear extracts. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2003;58:205-11.
	Li S, Peng Q, Chen Y, You J, Chen Z, Deng Y, et al. DNA repair gene XRCC1 polymorphisms, smoking, and bladder cancer risk: a meta-analysis. PLoS One. 2013;8(9):e73448.
	Lukas C, Selinski S, Prager HM, Blaszkewicz M, Hengstler JG, Golka K. Occupational bladder cancer: Polymorphisms of xenobiotic metabolizing enzymes, exposures, and prognosis. J Toxicol Environ Health A. 2017;80(7-8):439-52.
	Nicholson BD, McGrath JS, Hamilton W. Bladder cancer in women. BJM. 2014;348:g2171-4.
	Safarinejad MR, Safarinejad S, Shafiei N, Safarinejad S. Association of genetic polymorphism of glutathione S-transferase (GSTM1, GSTT1, GSTP1) with bladder cancer susceptibility. Urologic Oncology. 2013;31(7):1193-203.
	Salah N, Harir S, Zeggai F, Sellam NM, Merabent S, Moullessehoul M. Cancers urologiques en Algérie : profil histoépidémiologique à propos de 348 cas. Journal Africain du Cancer / African Journal of Cancer. 2015;7(2):126-31.
	Sankhwar M, Sankhwar SN, Bansal SK, Gupta G, Rajender S. Polymorphisms in the XPC gene affect urinary bladder cancer risk: a case-control study, meta-analyses and trial sequential analyses. Sci Rep. 2016;6:27018.
	Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci U S A. 1977;74(12):5463-7.
	Sanyal S, Festa F, Sakano S, Zhang Z, Steineck G, Norming U, et al. Polymorphisms in DNA repair and metabolic genes in bladder cancer. Carcinogenesis. 2004;25,729-34.
	Schäfer A, Hofmann L, Gratchev A, Laspe P, Schubert S, Schürer A, et al. Molecular genetic analysis of 16 XP-C patients from Germany: environmental factors predominately contribute to phenotype variations. Exp Dermatol. 2013;22(1):24-9.
	Sefiani A. Genetic disorders Among Arab populations: Ed. Teebi A: Springer-Verlag, Berlin Heidelberg; 2010.
	TCGA: The Cancer Genom Atlas. Comprehensive molecular characterization of urothelial bladder carcinoma. Nature. 2014;507(7492):315-22.
	Tony I, Marco G, Ratislav B, Yohann L. Clinical Development of FGFR3 Inhibitors for the Treatment of Urothelial Cancer. Bladder Cancer. 2019;5(2):87-102.
	Wong MCS, Fung FDH, Leung C, Cheung WWL, Goggins WB, Ng CF. The global epidemiology of bladder cancer: a joinpoint regression analysis of its incidence and mortality trends and projection. Sci Rep. 2018;8(1):1129-40.
	Wu W, Tong Y, Zhao Q, Yu G, Wei X, Lu Q. Coffee consumption and bladder cancer: a meta-analysis of observational studies. Sci Rep. 2015;5(1):951-9.
	Yamamoto Y1, Matsuyama H, Chochi Y, Okuda M, Kawauchi S, Inoue R, et al. Overexpression of BUBR1 is associated with chromosomal instability in bladder cancer. Cancer Genet Cytogenet. 2007;174(1):42-7.
	Yu EY, Wesselius A, van Osch F, Stern MC, Jiang X, Kellen E, et al. The association between coffee consumption and bladder cancer in the bladder cancer epidemiology and nutritional determinants (BLEND) international pooled study. Cancer Causes Control...
	Zaghloul MS. Bladder cancer and schistosomiasis. Journal of the Egyptian National Cancer Institute. 2012;24(4):151-59.
	ANNEXE 1 : Agents Classés par les Monographies du CIRC (CIRC, 2019).


B

a
JBCBB

BioTechnologia

vol. 100(2) - pp.171-184 . 2019
Journal of Biotechnology, Computational Biology and Bionanotechnology

RESEARCH PAPERS

©0°9

http://doi.org/10.5114/bta.2019.85846

Joint effect of N-acetyltransferase 2 gene and smoking status

on bladder carcinogenesis in Algerian population

ASMA RIBOUH-ARRAS *, NAOUEL CHAOUI-KHEROUATOU, AHMED HIRECHE,
DALILA SATTA, NOUREDDINE ABADI

University Constantine, Constantine, Algeria

Abstract

Background. Toxic compounds are detoxified by several xenobiotic metabolizing enzymes such as N-acetyl-
transferase 2 (NAT2). The role for NAT2 genetic polymorphisms in different malignancies risk has been the sub-
ject of numerous studies. In the current study we investigated the association of genetic NAT2 variants or their
corresponding acetylator phenotypes with bladder cancer risk. The relationship between NAT2 genotype/pheno-
type and smoking status was also evaluated as potential risk factor of urinary bladder cancer. Material and me-
thods. As few data on the association between genetic polymorphisms of NAT2 and bladder cancer are available
in the Algerian population, we performed an extensive identification of NAT2 variants in 175 bladder cancer pa-
tients and 189 healthy controls by direct PCR sequencing of the coding region. Results. Thirteen previously
described SNPs were identified in this study; only T341C and G590A were associated with increased risk of
bladder cancer (P <0.05). NAT2 slow acetylator phenotype is at higher risk (OR = 2.45, 95% CI = 1.41-4.35) with
the greatest risk noted for the allele NAT2*5. When combined to smoking status, T341C and G590A SNPs were
of significant correlation with bladder cancer risk (P < 0.05) among non smokers. A correlation that increased
among smokers. However, a relationship emerged only when smoking habit was considered between C345T,
C481T and A803G SNPs and bladder cancer risk (P < 0.05). Our study showed a strong interaction between
NAT?2 slow acetylator phenotype and smoking (P = 7.20e”®). Conclusions. These indings provided evidence of
an additive effect between smoking status and NAT2 slow acetylation in influencing bladder cancer risk.

Key words: single nucleotide polymorphisms, smoking, phenotype, urinary bladder cancer, N-acetyltransferase 2

(NAT?2)

Introduction

Worldwide, bladder cancer is recognized as the tenth
most common cancer, with statistical data showing
549393 newly diagnosed cases and 199922 cancer-
related deaths for both genders in 2018 (Ferlay et al.,
2018). In North African men, bladder cancer is the third
most frequent cancer after liver and lung cancers, and
twelfth in women with an annual incidence rate of
14.3/100000 in men and 3.2/100 000 in women. In Al-
gerian men, bladder cancer is the first most common ge-
nitourinary malignant disease accounting for an inci-
dence rate of 13/100 000 person- years and a mortality
rate of 5.8/100 000 person-years (Ferlay et al., 2018).

Tobacco smoking and occupational exposure to aro-
matic amines are identified to be the most important
risk factors for this disease (Freedman et al., 2011; Chu
et al., 2013), but other lifestyle, environmental, as well
as hereditary factors have also attracted interest, sug-
gesting individual susceptibility to bladder carcinogene-
sis (Cohen et al., 2000; Chu et al., 2013).

Toxic compounds such as 4-aminobiphenol, acrolein,
and oxygen free radicals contained in tobacco and other
aromatic amines are also known to be present in several
industrial compounds, especially those used in farming,
chemical plants, rubber industry, painting, and textiles
(Dolin, 1992; Viel et al., 1995; Ward et al., 1996; Car-
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reén et al., 2010; Pira et al., 2010; Tsai et al., 2011).
These compounds have been identified as group I car-
cinogens by the International Agency of Research on
Cancer (Sanderson et al., 2007; Tao et al., 2012; Pesch
et al., 2013). These substances as well as various poly-
cyclic aromatic hydrocarbons have been reported to be
carcinogenic to urinary bladder (Garcia-Closas et al.,
2005; Tao et al., 2012).

These compounds act by forming an adduct with
human DNA, thus exerting their carcinogenic effect and
subsequently leading to the development of bladder can-
cer (Tao et al., 2012). The bladder urothelium like many
other tissues, expresses various enzymes, for example,
N-acetyltransferase 2 (NAT2), that help in metabolizing
xenobiotic substances (Inatomi et al., 1999; Khedhiri
et al., 2010; Tao et al., 2012). This detoxifying enzyme
catalyzes the N-acetylation reaction of exogenous che-
micals present in diet, cigarette smoke, and environment
(Sanderson et al., 2007; Song et al., 2009; Rihs et al.,
2011; Di Pietro et al., 2012; Guaoua et al., 2014).

Humans present wide inter-individual variability with
regard to NAT2 enzyme activity, which is caused by
mutations in NA72gene (Di Pietro et al., 2012; Guaoua
etal., 2014), a gene mapped to the human chromosome
8p22 having an open reading frame of 870 bp (Di Pietro
et al., 2012).

Till date, over 25 polymorphisms have been detected
in the NAT2 coding region among the populations of
different ethnic origins (Hein, 2002; Di Pietro et al.,
2012). These genetic variations in the NA72 gene affect
the enzyme activity and result in the formation of three
different NAT2 phenotypes: fast, intermediate, and slow
acetylators (Sanderson et al., 2007; Song et al., 2009;
Guaoua et al., 2014).

Thirty-six allelic variants of NA72 gene have been
reported, and each allele is classified as fast or slow
depending on the combination of different single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) present in its coding region
(Khedhiri et al., 2010; Di Pietro et al., 2012). NAT2 *4
allele is defined as the wild-type allele and has been asso-
ciated with the fast acetylation phenotype (Hein et al.,
2000a; Walker et al., 2009; Toure et al., 2012). Indivi-
duals homozygous for rapid NVAT2 acetylator alleles are
classified as rapid acetylators, those homozygous for
slow NATZ acetylator alleles as slow acetylators, and
those possessing one rapid and one slow NA72 acetyla-
tor alleles as intermediate acetylators (Hein, 2006).
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Many studies have analyzed the relationship between
NATZ slow acetylation phenotype and risk of bladder
cancer (Vatsis et al., 1995; Hein, 2002; Garcia-Closas
et al., 2005; Sanderson et al., 2007). However, results
were controversial at the level of individual studies,
which may be explained by the differences in exposure
to bladder carcinogens and ethnicity, as well as varia-
tions in the relative number of cases and statistical
power limitations in various studies (Moore et al., 2011;
Selinski et al., 2013; Zhu et al., 2015). In the present
study, we first identified NA72 variants among 364
subjects through complete sequencing of the NAT2 co-
ding region. Then, we evaluated the association between
polymorphisms within the gene and their corresponding
acetylator phenotypes and bladder cancer risk. Finally,
we assessed the combined effect of NA7TZ2 genotypes
and smoking status on susceptibility to bladder cancer.

Materials and methods

Subjects

The study population comprised 175 patients and
189 controls. Bladder cancer patients diagnosed with the
disease during the period 2014-2016 at the Urology De-
partments of Daksi Renal Clinic and Central Hospital
University of Constantine and Tizi-Ouzzou cities, Al-
geria, were included in the study.

All subjects were from the northern region of Algeria,
with an age range between 24 and 90 years. All the blad-
der cancer cases, including 165 males and 10 females,
were confirmed by clinical histopathology and staged
according to the Tumor-Node-Metastasis (TNM) classi-
fication system of the Union International Contre le
Cancer (UICC, 1997). Tumors were graded according to
the World Health Organization 1973 classification. The
control group included healthy individuals without a fa-
mily history of cancer who were approximately matched
for gender proportion, geographic origin, and age range
to those in the case group.

After obtaining informed consent from the partici-
pants, a detailed questionnaire was administered to both
cases and controls to obtain study information.

DNA extraction

Blood samples were obtained from the peripheral
veins of each participant using a veno jet-system (Te-
rumo'", France) and collected in a vacutainer EDTA
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tube (Dutscher, France). Genomic DNA was extracted
from leukocytes using standard NaCl extraction method
according to the protocol suggested by Miller and co-
workers (1988). The quality of DNA obtained by the re-
commended method was evaluated by determining
A260/A280 ratio using a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Scientific, France). DNA samples were stored
at —20°C until further analyses.

PCR amplification and sequencing analysis

A fragment of length 771 bp spanning the coding re-
gion of NATZ, was amplified by Polymerase Chain Re-
action (PCR) using the following specific primers: F: CA
TGGAGTTGGGCTTAGAGG and R: GGGTGATACAT
ACACAAGGGTTT. The reference fragment of NAT2
gene was taken from Ensembl Genome Browser data-
base (ID: ENSG00000 156006).

The amplification reaction (PCR) was carried out in
20 pl of total reaction mixture containing 2 ul (20 ng) of
template DNA, 4 ul (0.2 mM) of dNTPs, 1.2 pl (0.3 uM)
each of Oligo F and Oligo R, 2 pl of 1 x buffer, 0.2 pl
(0.05 U/ul) of Taq Hotstar (QIAGEN, Germany) and
9.4 pl of H,0.

PCR amplification was carried out using a Master-
cycler pro thermocycler (Eppendorf, France) as follows:
an initial heat activation step at 95°C for 15 min, fol-
lowed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, an-
nealing at 56°C for 30 s and extension at 72°C for
1 min, and finally an extension cycle was performed at
72°C for 10 min. The quality of the obtained PCR frag-
ments was assessed by analyzing them on a 1.5% agarose
gel. Afterward, the PCR products were purified by using
Ex0SAP-IT reagent (GE HEALTHCARE, France), which
involved the addition of 2 pl of ExoSAP to 5 ul of PCR
product. This purification procedure was carried out in
two steps and performed by using Mastercycler pro
(Eppendorf, France): first step at 37°C for 15 min fol-
lowed by a second step at 80°C for 15 min. The purified
PCR products (10-15 ng of DNA) were then utilized to
perform double-stranded sequencing reaction in the pre-
sence of the aforementioned primers using the Big Dye
Terminator version 3.1 cycle sequencing kit (Applied
Biosystems, France). The sequencing reactions were
carried out using a Mastercycler pro (Eppendorf, Fran-
ce) under the following cycling conditions: initial de-
naturation at 96°C for 1 min, and 25 cycles at 96°C for
20 s, 50°C for 15 s, and 60°C for 4 min. The amplicons
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were directly sequenced using an ABI 3130 XL automa-
ted DNA sequencer (Applied Biosystems, France). The
sequenced products were analyzed using Sequencher
v5.0 software.

Statistical analysis

The characterization and designation of the sequen-
ced alleles were performed using the NAT2 allele no-
menclature published in 1995 (Vatsis et al., 1995).

All the statistical analyses were performed using the
R software version 3.2.1. The genotypic and allelic fre-
quencies of the NAT2 polymorphisms within the two
populations were estimated by direct counting method.
Chi-square test or Fisher’s test was used to calculate the
odds ratios (ORs) with the corresponding 95% confi-
dence interval (95% CI) to determine the association be-
tween NATZ2 gene polymorphisms or corresponding
acetylator phenotypes and susceptibility to bladder can-
cer, as well as to assess the outcomes following their ad-
ditive interactions with smoking status. Significance was
set at P-value less than 0.05.

Results

Subject characteristics

The characteristics of the study population are given
in Table 1. As expected, cases and controls appeared to
be adequately matched for age and gender with 92.57%
males in the case group versus 88.89% males in the con-
trol group (P =0.28). The mean ages were 59.57 +16.56
and 60.83 +14.87 years for the cases and controls res-
pectively (P = 0.60). Smoking was more widespread
among patients with bladder cancer (69.71%) than
among controls (40.21%), considering that controls were
taken randomly (P= 2.78e ).

According to the TNM staging of bladder cancer,
patients were classified into non-muscle-invasive (Ta
= 20.57% and T1 = 47.43%) and muscle-invasive (T2
=22.86% and T3 = 9.14%) groups. We also classified the
patients according to their cancer grade into three
groups: well differentiated (G1 = 18.86%), moderately
differentiated (G2 = 24%) and poorly differentiated (G3
= 57.14%).

Genotypic and allelic frequencies of NAT2 SNPs
and their association with bladder cancer risk

A total of 13 different SNPs have been identified du-
ring the sequencing analysis of the NA72 coding region
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Tablel. General characteristics of the bladder cancer patients and controls subjects

Patients %

Controls %

Characteristics (n=175) (n=189) OR (CI 95%) P-value
Gender
Males 162 (92.57%) = 168 (88.89%) 0.28"
Females 13 (7.43%) 21 (11.11%)
Age (years)
<50 35 (20%) 42 (22.22%)
> 50 140 (80%) | 147 (77.78%) 0.60°
Cigarette smoking
Never or former smokers | 53 (30.29%) | 113 (59.79%)
Current smokers 122 (69.71%) = 76 (40.21%) 3.42 (2.21-5.28) 2.78e*®
Grade
Gl 33 (18.86%)
G2 42 (24%)
G3 100 (57.14%)
TNM stage
Ta 36 (20.57%)
T1 83 (47.43%)
T2 40 (22.86%)
T3 16 (9.14%)

® _ Chi-square test; " - Fisher test

among the bladder cancer patients and controls repre-
senting the Algerian population (Table 2). All those
SNPs have been previously described in various studies
(Boukouvala, 2016) and no new mutation was identified
in this study. The allelic and genotypic frequencies and
their calculated ORs are presented in Table 2.

Among the 13 SNPs, T341C and G590A polymor-
phisms have shown statistically significant association
with bladder cancer risk in the patients possessing he-
terozygous genotype (OR = 2.36, 95% CI = 1.44-3.86 and
OR = 2.58, 95% CI = 1.52-4.37, respectively) or mutant
homozygous genotype (OR = 2.54, 95% CI = 1.47-4.38
and OR = 2.67, 95% CI = 1.62-4.40, respectively). How-
ever, no significant association was observed between the
risk of bladder cancer and the occurrence of SNPs G191A,
C282T, C345T, C481T, and A803G for genotypic and
allelic distributions.

The genotypic and the allelic distributions of C403G
and G857A SNP variants in the bladder cancer patients
were not significantly different from those of the control

group (P=0.16 and P= 0.8, respectively), and the num-
ber of individuals carrying these two polymorphisms was
too small (six patients and two controls for C403G SNP,
seven patients and nine controls for G857A SNP).

Finally, no evidence has been registered in cancer
patients and controls for the presence of NAT2 A434C,
C638T, G838A, and A845C SNPs.

Frequencies of predicted phenotypes
and their association with bladder cancer risk

Based on the consensus nomenclature of NA72 alle-
les (Vatsis et al., 1995; Hein et al., 2000b; Boukouvala,
2016), a total of eight previously described alleles have
been identified among patients and controls (NA72 *4,
NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*12, NAT2*13,
NAT2*14, and NAT2*18); moreover, each allele is cha-
racterized by specific SNP, for example, the SNPs
T341C, G590A, and G191A are characteristic of the
alleles NAT2*5, NAT2*6, and NAT2*14, respectively.
Combination of different SNPs for NAT2*4 wild-type
allele, and combination of SNPs for other alleles identi-
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fied in our study are presented in Table 3. Furthermore,
different combinations of these alleles were used to
predict the acetylation phenotype for all the individuals
of our study population (Table 4).

In total, out of 175 patients and 189 controls, 85.71%
of patients and 70.90% of controls were predicted to be
slow acetylators, whereas the rapid/intermediate acetyla-
tors were identified in 14.29% and 29.10% of patients
and controls, respectively (Table 4).

As presented in Table 4, when compared to the re-
ference group (rapid/intermediate acetylators), the slow
acetylation phenotype was associated with an increased
risk for bladder cancer (OR = 2.45, 95% CI = 1.41-4.35,
P =0.0009).

When studied separately, the slow acetylators
NAT2*5/5 and NAT2*5/6 were significantly associated
with the development of bladder cancer (OR=2.91, 95%
CI = 1.55-5.45, P = 0.0008 and OR = 3.19, 95% CI
=1.55-6.68, P = 0.0008, respectively).

Effect of smoking status and genetic polymorphisms
of NATZ2 on bladder cancer risk

The stratification of patients and controls according
to NAT2 genotypes and tobacco consumption (reference
group: non-smokers harboring the wild-type genotype for
each of the studied SNPs) revealed a significant associa-
tion between NA72T341C and G590A variants and blad-
der cancer risk, for both non-smokers and smokers. The
risk was found tobe escalated in smokers (OR = 7.50,
95% CI = 3.37-17.77, P= 3.49¢ ® and OR = 13.41, 95%
CI = 4.91-40.11, P = 5.06e° for heterozygous and
homozygous NAT2 T341C variant; OR = 5.60, 95% CI
= 2.74-11.81, P = 2.67¢ " and OR = 7.29 95% CI =
3.46-15.91, P = 7.78¢ ° for heterozygous and homo-
zygous NAT2 G590A variant).

A significant association has been observed between
other mutations of NA72 (C345T, C481T, and A803G)
and bladder cancer risk among smokers possessing non-
mutant homozygous genotype (OR = 2.69, 95% CI
=1.49-4.85, P=0.0009; OR = 2.81, 95% CI = 1.40-5.78,
P=0.002 and OR = 2.25, 95% CI = 0.94-5.47, P=0.004,
respectively), heterozygous genotype (OR = 3.16, 95% CI
=1.67-6.10, P=0.0001; OR=4.77,95% CI=2.03-11.61,
P = 0.0001; and OR = 2.69, 95% CI = 1.30-5.67, P
=0.004, respectively), and mutant homozygous genotype
(OR = 4.11, 95% CI = 2.09-8.29, P=1.15¢ *; OR = 6.55,
95% CI = 2.83-15.86, P=9.72e "; and OR = 3.66, 95% CI
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= 1.54-9.06, P = 0.001, respectively). This association
was not observed in the non-smokers group (Table 5).

In contrast, no significant association has been re-
gistered between the risk of bladder cancer and the
NATZ polymorphisms G191A, C282T, C403G, A434C,
C638T, G838A, A845C, G857A among smokers and non-
smokers (Table 5).

Association and stratification analysis between the pre-
dicted acetylation phenotype, smoking status, and blad-
der cancer risk

The risk of bladder cancer related to the NATZ
acetylation phenotype was further investigated by strati-
fication of smoking (Table 6). The results showed no
significant association between the patients and controls
for the rapid/ intermediate acetylation phenotype among
smokers group (P= 0.46).

In contrast, the slow acetylation phenotype has been
associated with an increased risk of bladder cancer in
the smokers group (OR = 6.77, 95% CI = 2.67-18.93,
P=17.20e ®); however the association was not significant
in the case of non-smokers group (£P= 0.52).

Discussion

The prevalence of bladder cancer was found to be
high in Algeria. There has been an alarming increase in
the number of newly diagnosed year after year; in the
recent decades, the incidence of bladder cancer increa-
sed from 2.2 to 8.7 per 100000 persons (Hamdi Cherif
etal., 2010; Hamdi Cherif et al., 2014). Various previous
epidemiological studies on humans showed the presence
of a relationship between the NAT2 genotype and its
acetylation profile with the increased risk of urinary
bladder cancer (Garcia-Closas et al., 2005; Song et al.,
2009; Pesch et al., 2013). The lack of sufficient know-
ledge regarding the profile of the acetylator phenotype
in the Algerian population is a short coming that may
affect the success of treatment. It is well-known that
Arylamine N- acetyltransferases play an important role
in the detoxification of xenobiotic compounds such as
therapeutic drugs. It has been reported that clinical con-
sequences in drugs therapies are applied differently for
slow and rapid acetylators (Meisel, 2002).

The sequencing of the NAT2 coding region, revealed
that only T341C and G590A polymorphisms have been
significantly associated with an increased risk of bladder
cancer in the tested population. This result is partially in
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of NAT2 SNPs and their association with bladder cancer risk
snp | Genotypes NI P-value OR CI (95%)
and alleles patients controls
GG 125 (71.43) 146 (77.24) 1.00 (reference)
GA 21 (12.00) 13 (06.89) 0.10° 1.88° 0.85-4.27
rs 1801279 | G191A AA 29 (16.57) 30 (15.87) 0.77° 1.12° 0.61-2.06
G 271 (77.43) 305 (80.69)
79 (22.57) 73 (19.31) 0.28° 1.05° 0.78-1.41
CC 110 (62.86) 126 (66.67) 1.00 (reference)
CT 35 (20.00) 32 (16.93) 0.41° 1.25° 0.72-2.15
rs1041983 C282T TT 30 (17.14) 31 (16.40) 0.72° 1.10° 0.63-1.94
C 255 (72.86) 284 (75.13)
95 (27.14) 94 (24.87) 0.48° 1.12° 0.80-1.56
TT 44 (25.14) 85 (44.97) 1.00 (reference)
TC 77 (44.00) 63 (33.34) 0.0006 * 2.36° 1.44-3.86
rs 1801280  T341C CcC 54 (30.86) 41 (21.69) 0.0007 * 2.54° 1.47-4.38
T 165 (47.14) 233 (61.64)
C 185 (52.86) 145 (38.36) 9.17¢°"* 1.80° 1.34-2.41
CcC 87 (49.72) 125 (66.14) 1.00 (reference)
CT 45 (25.71) 36 (19.05) 0.02° 1.79° 1.07-3.01
rs 45532639 | C345T TT 43 (24.57) 28 (14.81)
C 219 (62.57) 286 (75.66)
131 (37.43) 92 (24.34) 0.18° 0.55"° 0.22-1.27
CcC 169 (96.57) 187 (98.94) 1.00 (reference)
CG 6 (03.43) 2 (01.06) 0.16" 3.30° 0.58-33.95
rs12720065 @ C403G GG 0 (00.00) 0 (00.00)
344 (98.29) 376 (99.47)
G 6 (01.71) 2 (00.53) 0.16" 3.27° 0.58-33.37
AA 175 (100.00) 189 (100.00) 1.00 (reference)
AC 0 (00.00) 0 (00.00)
rs72554616 | A434C CcC 0 (00.00) 0 (00.00)
A 350 (100.00) | 378 (100.00)
C 0 (00.00) 0 (00.00)
CcC 71 (40.57) 95 (50.26) 1.00 (reference)
CT 54 (30.86) 48 (25.40) 0.1° 1.50° 0.91-2.47
rs1799929 C481T TT 50 (28.57) 46 (24.34) 0.14° 1.45° 0.87-2.40
C 196 (56.00) 238 (62.96)
154 (44.00) 140 (37.04) 0.05° 1.33° 0.99-1.79
GG 50 (28.57) 97 (51.32) 1.00 (reference)
GA 56 (32.00) 42 (22.22) 0.0003 * 2.58° 1.52-4.37
rs1799930 G590A AA 69 (39.43) 50 (26.46) 0.0001*° 2.67° 1.62-4.40
G 156 (44.57) 236 (62.43)
194 (55.43) 142 (37.57) 1.55e¢°* 2.06° 1.53-2.77
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CcC 175 (100.00) = 189 (100.00) 1.00 (reference)
CT 0 (00.00) 0 (00.00)
rs138707146 C638T TT 0 (00.00) 0 (00.00)
C 350 (100.00) | 378 (100.00)
T 0 (00.00) 0 (00.00)
AA 46 (26.28) 55 (29.10) 1.00 (reference)
AG 82 (46.86) 83 (43.92) 0.51° 1.18° 0.71-1.94
rs 1208 A803G GG 47 (26.86) 51 (26.98) 0.73° 1.10° 0.63-1.92
A 174 (49.71) 193 (51.06)
G 176 (50.29) 185 (48.94) 0.71° 1.05° 0.78-1.41
GG 175 (100.00) 188 (99.47) 1.00 (reference)
GA 0 (00.00) 1 (00.53)
rs 563935 G838A AA 0 (00.00) 0 (00.00)
G 350 (100.00) | 377 (99.74)
A 0 (00.00) 1 (00.26)
AA 173 (98.86) 189 (100.00) 1.00 (reference)
AC 2 (01.14) 0 (00.00)
rs 56054745 A845C CcC 0 (00.00) 0 (00.00)
A 348 (99.43) | 378 (100.00)
C 2 (00.57) 0 (00.00)
GG 168 (96.00) 180 (95.24) 1.00 (reference)
GA 7 (04.00) 9 (04.76) 0.8° 0.83° 0.25-2.57
rs179931 G857A AA 0 (00.00) 0 (00.00)
G 343 (98.00) 369 (97.62)
A 7 (02.00) 9 (02.38) 0.8° 0.83° 0.26-2.55

® _ Chi-square test; ® - Fisher test

agreement with the study of Brokmoller et al. (1996)
comprising 374 cases and 373 controls from Germany,
where T341C but not G590A SNP was associated with
bladder cancer risk. It has been reported that mutations
at these two positions result in the production of non-
synonymous SNPs that subsequently lead to a significant
reduction in the NAT2 protein activity due to protein
degradation (Hein, 2006; Zang et al.,, 2007; Selinski
etal., 2013; Boukouvala, 2016). Furthermore Zang et al.
(2007) and Walraven et al. (2008) demonstrated that
both T341C and G590A SNPs are associated with a re-
duction in N- and O-acetylation capacity in different bac-
terial and eukaryotic expression systems.

On the other hand, no association has been found be-
tween the NAT2polymorphisms G191A, C282T, C345T,
C481T, and A803G and bladder cancer risk in our study
population. Similar results were observed in a meta-ana-

lysis conducted by Selinski et al. (2013). This may be ex-
plained by differences in the nature of the SNPs and the
mechanism by which they affect the NAT2 enzyme acti-
vity. Actually, it has been reported that C282T and C481T
SNPs are synonymous changes and seem to exert no ef-
fect on NAT2 acetylation capacity or protein stability
(Zang et al., 2007; Selinski et al., 2013; Boukouvala,
2016). It has been shown that G191A, C345T, and A803G
SNPs are missense mutations that cause amino acid chan-
ges in a mature protein (Walraven et al., 2008; Toure
et al., 2012; Boukouvala, 2016). Polymorphisms C345T
and A803G seem to have no functional effect on NAT2
enzyme, in contrast to the G191A SNP which has been
associated with reduced catalytic activity (Toure et al.,
2012; Selinski et al., 2013; Boukouvala, 2016).

NAT2 G191A SNP variant presents equal allelic and
genotypic distributions between the controls and pa-
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Table 3. Nature of NAT2 alleles identified in the study population
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Table 4. Nat 2 genotypes and predicted phenotypes frequencies in patients vs controls subjects

Predicted phenotype Patients [%] Controls [%] P-value OR (CI 95%)
NAT2*5/*5 slow 53 (30.29) 40 (21.16) 0.0008 * 2.91 (1.55-5.45)
NAT2*5/%6 slow 41 (23.43) 28 (14.81) 0.0008" 3.19 (1.55-6.68)
NAT2*5/*7 slow 03 (01.71) 04 (2.12)
NAT2*5/*14 slow 02 (01.14) 00 (00.00)
NAT2%6/%6 slow 15 (08.57) 30 (15.87)
NAT2*6/*7 slow 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*7/*14 slow 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*6/*14 slow 17 (09.71) 03 (1.59)
NAT2*14/*14 slow 19 (10.86) 25 (13.23)
Total slow 150 (85.71) 134 (70.90) 0.0009 * 2.45 (1.41-4.35)
NAT2*4/%6 intermediate 02 (01.14) 10 (5.29)
NAT2*4/*7 intermediate 01 (00.57) 00 (00.00)
NAT2*4/*14 intermediate 02 (01.14) 09(4.76)
NAT2*5/*12 intermediate 04 (02.29) 12 (6.35)
NAT2*5/*13 intermediate 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*6/*12 intermediate 00 (00.00) 03 (1.59)
NAT2%6/*13 intermediate 01 (00.57) 03 (1.59)
NAT2*4/*5 intermediate 12 (06.86) 09 (4.76)
NAT2*4/*4 rapid 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*4/*12 rapid 01 (00.57) 01 (0.52)
NAT2*12/*13 rapid 00 (00.00) 02 (1.06)
NAT2*13/*14 rapid 01 (00.57) 02 (1.06)
NAT2*14/*18 rapid 01 (00.57) 00 (00.00)
Total rapid/intermediate 25 (14.29) 55 (29.10) 1 (Reference)

* _ Chi-square test; ” - Fisher test

tients and does not show an association with urinary
bladder cancer in our population study. This non-asso-
ciation can be explained by the very low number of pa-
tients harboring the change compared with those carry-
ing the wild-type NATZ2 genotype (Table 2), despite the
fact that G191A variant is more frequent in Africans
(Hein, 2006; Sabbagh et al., 2008).

Our results also showed no association with bladder
cancer risk for C403G and G857A SNPs. This may be
related to the less number of subjects carrying these
SNPs in our population study (Table 2). Patin et al.
(2006) and Teixeira et al. (2007) suggested that the
NAT2C403G SNP may or may not alter the enzyme acti-
vity depending on the population it is expressed in. On
the other hand, the G857A polymorphism has been

identified by Toure et al. (2012) as a substrate-depen-
dent inactivating mutation and has been found to be
more frequent in South India and Korea than in the
other tasted populations (Hein, 2006).

The remaining SNPs (A434C, C638T, G838A, and
A845C) were absent in both patients and controls. This
can be interpreted by the fact that the nature and fre-
quency of the NAT2 polymorphisms vary remarkably be-
tween the populations of different ethnic origins. In this
context, it has been demonstrated by Patin et al. (2006)
and Teixeira et al. (2007) that these four SNPs occur at
a low frequency in some populations like Brazilian and
Sub-Saharan African populations and may or may not
alter the NATZ2 acetylation activity.
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Table 5. Nat2 polymorphisms and bladder cancer risk stratified by smoking
Non-smokers Smokers
Patients Controls Patients Controls
P-val OR (CT 95% P-val OR (CI 95%
(%] (%] value ( 0) (%] (%] value ( 6)

G191A
GG 50 (94.34) = 70 (61.95) 1 (reference) 75 (61.48) 76 (100.00) 0.18*° 1.38 (0.85-2.23)
GA 3(05.66) @ 13(11.50) 0.10° 0.32 (0.05-1.27) @ 18 (14.75) | 0 (00.00)
AA 0(00.00) | 30(26.55) 29 (23.77) | 0(00.00)
C282T
CC 30 (56.60) = 50 (44.25) 1 (reference) 80 (65.57) |76 (100.00) 0.05° 1.75 (0.97-3.17)
CT 10 (18.87) | 32 (28.32) 0.15° 0.52 (0.19-1.28) | 25(20.49) @ 0 (00.00)
TT 13 (24.53) | 31(27.43) 0.43"° 0.70 (0.28-1.63) | 17 (13.94) @ 0 (00.00)
T341C
TT 12 (22.64) | 52 (46.02) 1 (reference) 32(26.23) | 33(43.42) | 0.0003" 4.15 (1.78-10.19)
TC 19 (35.85) | 30 (26.55) 0.02" 2.71(1.08-7.08) 58 (47.54) 33 (43.42)  3.49¢® * | 750 (3.37-17.77)
CcC 22 (41.51) 31 (27.43)  0.008" 3.04 (1.24-7.77) 32(26.23) | 10(13.16) | 5.06e °"  13.41 (4.91-40.11)
C345T
CC 47 (88.68) = 95 (84.07) 1 (reference) 40 (32.78) | 30(39.47) | 0.0009"  2.69 (1.49-4.85)
CT 4(07.55) | 10 (08.85) 1° 0.80 (0.17-2.99) | 41(33.61) | 26 (34.21) 0.0001 ® 3.16 (1.67-6.10)
TT 2 (03.77) 8 (07.08) 0.5° 0.50 (0.05-2.68) = 41 (33.61)  20(26.32) | 1.15¢°" 4.11 (2.09-8.29)
C403G
CC 52 (98.11) 113 (100.00) 1 (reference) 117 (95.90) 74 (97.37) | 3.54e** | 3.43 (2.21-5.32)
CG 1(01.89) 0 (00.00) 5 (04.10) 2 (02.63) 0.04° 5.37 (0.84-58.11)
GG 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
A434C
AA 53 (100.00) | 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) | 76 (100.00) | 2.78¢%*  3.42 (2.21-5.28)
AC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
CcC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
C481T
CC 20 (37.73) = 50 (44.25) 1 (reference) 51 (41.80) | 45(59.21) 0.002° 2.81 (1.40-5.78)
CT 23(43.40) | 32(28.32) 0.1° 1.78 (0.79-4.05) = 31(25.41) | 16 (21.05) 0.0001 > 4.77 (2.03-11.61)
TT 10 (18.87) | 31(27.43) 0.6° 0.80 (0.29-2.09) | 40 (32.79) | 15(19.74)  9.72¢"" | 6.55 (2.83-15.86
G590A
GG 20 (37.73) = 74 (65.49) 1 (reference) 30 (24.60) | 23(30.26) | 2.37¢°"  4.76 (2.17-10.74)
GA 10 (18.87) | 12 (10.62) 0.02" 3.04(1.02-9.03) 46 (37.70) 30 (39.48) | 2.67¢” * | 5.60 (2.74-11.81)
AA 23 (43.40) 27 (23.89)  0.003" 3.12 (1.40-7.08) 46 (37.70) @ 23(30.26) | 7.78¢°" 7.29 (3.46-15.91)
C638T
CC 53 (100.00) | 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) | 76 (100.00) 2.78¢%*  3.42 (2.21-5.28)
CT 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
TT 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00)
A803G
AA 20 (37.74) = 35(30.97) 1 (reference) 26 (21.31) | 20(26.32) | 0.004° 2.25 (0.94-5.47)
AG 20 (37.74) @ 43 (38.06) 0.69°  0.81(0.35-1.87) | 62(50.82) | 40(52.63) 0.004° 2.69 (1.30-5.67)
GG 13 (24.52) | 35(30.97) 0.39°" 0.65 (0.25-1.62) 34 (27.87) 16 (21.05) 0.001" 3.66 (1.54-9.06)
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G838A

GG 53 (100.00) 113 (100.00) 1 (reference) 122 (100.00) 75 (98.68)  2.09¢ **  3.46 (2.24-5.35)
GA 0 (00.00) 0 (00.00) 0(00.00) | 1(01.32)

AA 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

A845C

AA 53 (100.00) 113 (100.00) 1 (reference) | 120 (98.36) |76 (100.00) 4.45e¢ **  3.36 (2.17-5.19)
AC 0 (00.00) 0 (00.00) 2(01.64) | 0 (00.00)

cC 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

G857A

GG 51(96.23) 108 (95.58) 1 (reference) | 117 (95.90) | 72 (94.74) 4.86e **  3.44 (2.20-5.36)
GA 2(03.77)  5(04.42) 1®  0.84(0.07-5.39) 5(04.10) 4(05.26)  0.4° 0.63 (0.17-2.27)
AA 0 (00.00) 0 (00.00) 0 (00.00) | 0 (00.00)

“ _ Chi-square test; * - Fisher test

With regard to phenotype, the results show that slow
acetylators are most frequent in the Algerian population
(85.71% for patients vs 70.90% for controls) and that
NAT2*5 is the most represented allele (Table 4). These
findings are in accordance with those reported by Gua-
oua et al (2014) for Moroccan population. Furthermore,
we registered a strikingly significant association between
slow acetylator phenotypes and bladder cancer risk, con-
sistent with several previous studies (Garcia-Closas
et al., 2005; Gu et al., 2005; Rothman et al., 2007; Song
et al., 2009; Moore et al., 2011; Pesch et al., 2013). Ad-
ditionally, it has been reported that the balance between
activation and detoxification of carcinogens affects the
extent of DNA damage that occurs in the cells (Safarine-
jad et al., 2013). Individuals possessing a NAT2 slow
acetylation phenotype are less efficient in detoxifying the
arylamines and other environmental carcinogens. The
metabolites of arylamines are transported through the
circulatory system and are absorbed into the bladder
epithelium. The metabolic activation results in the acqui-
sition of carcinogenic properties through the formation
of DNA adducts that may eventually lead to the develop-
ment of bladder cancer (Zang et al., 2004).

Interestingly, some slow acetylator phenotypes sho-
wed a significant association with bladder cancer risk,
such as those corresponding to NAZ2*5/5 and
NAT2*5/6 genotypes (Table 4). This finding has been
confirmed by several earlier studies which showed that
urinary bladder cancer risk was higher in the individuals
possessing NAT2*5 allele, and proposed enhanced pro-
tein degradation as the mechanism for the reduced

amounts of NAT2 protein and activity (Brockmoller
et al., 1996; Okkels et al., 1997; Zang et al., 2004; El De-
soky et al., 2005).

The classification of patients and controls according
to the NAT2 polymorphisms and smoking status showed
that NAT2 T341C and G590A SNPs displayed a strong
correlation with bladder cancer risk, an association that
exhibited an increasing trend with cigarette consump-
tion (Table 5).

C403G, A434C, C638T, G838A, A845C, and G857A
SNP variants of NA72 have shown an association with
the homozygous wild-type genotype for each variant only
in tobacco smokers (Table 5). Our findings confirm that
cigarette smoking is the predominant risk factor for
bladder cancer (OR = 3.42, 95% CI = 2.21-5.28), as
shown previously in Table 1 and as observed in other
published data (Brennan et al., 2000; Zeegers et al.,
2004). Moreover, for a long time, carcinogens found in
tobacco have been implicated in bladder cancer etiology
among smokers (Probst-Hensch et al., 2000). On the
other hand, besides the large number of NA7Z2 poly-
morphisms reported, polymorphisms in other genes
such as N-acetyltransferase 1 (NA77) and glutathione
S-transferases M1 and T1 (GSTMI1 and GST7TI1) can
also alter the ability of xenobiotic enzymes to metabolize
carcinogens (Khedhiri et al., 2010).

No association was registered for the G191A and
C282T SNPs with bladder cancer risk in non-smokers
(Table 5). However, association of these SNPs with the
bladder cancer risk in smokers could not be estimated
because of their rare occurrence within the control group.
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Table 6. Association of the predicted phenotype, smoking status and the bladder cancer risk
) No-smokers Smokers
Predicted - | OR - | OR
phenotypes patients | controls | o, patients = controls g

v %] ] Fvalie g5 [%] (%)  Pvalue (CI 95%)
Rapid/intermediate 8 23 1 (reference) 17 32 0.46 1.51 (0.51-4.80)
Slow 45 90 0.52 1.43(0.56-4.01)| 105 44 7.20e®  6.77 (2.67-18.93)

Also, no association has been noted between the
NAT2-C345T, C481T, and A803G SNPs and bladder
cancer susceptibility in non-smokers; however, in the
smoker category, these polymorphisms have shown
a remarkable association with the development of blad-
der cancer (Table 5). This could be explained by the fact
that the joint effects of NAT2 polymorphisms and smo-
king status exhibit a strong biological effect and increase
the risk of bladder cancer (Garcia-Closas et al., 2005).

In this study, we also showed that the NAT2 slow-
acetylator phenotype was significantly associated with
bladder carcinogenesis among smokers (Table 6). This
gene-environment interaction has strong biological effect
on NAT2 enzyme activity because slow acetylators are
unable to detoxify the aromatic amines rapidly by
N-acetylation. Moreover, tobacco is considered to be the
first source of exposure to aromatic amines, which are
suspected to be the primary carcinogens for bladder
cancer in cigarette (Tao et al., 2012). Our findings are in
agreement with several previous studies (Brockmoller
et al., 1996; Hein, 2006; Moore et al., 2011). Further-
more, many other studies provided evidence for the fact
that the NAT2 slow acetylation phenotype interacts with
tobacco smoking as a function of exposure intensity ra-
ther than exposure duration (Lubin et al., 2007; Yuan
et al., 2008; Moore et al., 2011). It has been suggested
that among the slow acetylators, detoxification of aryl-
amines present in cigarette smoke may became satura-
ted at higher smoking intensity, thus minimizing the
effect of NAT2 detoxification to a greater extent in slow
acetylators (Lubin et al., 2007; Moore et al., 2011).

Conclusions

NAT2 T341C and G590A SNPs are found to be risk
factors for bladder cancer. NAT2 slow acetylator pheno-
type is associated with higher risk of bladder cancer,
with the greatest risk observed for the allele NAT2*5
harboring the NAT2 T341C SNP.

We also found that tobacco smoking interacts additi-
vely with NAT2 T341C and G590A SNPs in influencing
the bladder cancer risk. Moreover, NAT2 C345T, C481T,
and A803G SNPs were associated with bladder cancer
risk only in patients of the smokers group.

Furthermore, our analysis provides strong evidence
for the fact that smoking increases the risk of bladder
cancer in NAT2 slow acetylators.

Our findings support the need for the conductance of
future studies on the potential gene-gene and gene-en-
vironment interactions among larger sample sizes.
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