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CIRC : Centre International de Recherche sur le Cancer.
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FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer.
GSTML1 : Glutathion S-Transférase mu 1.

GSTT1 : Glutathion S-Transférase theta 1.

HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques.
IRM : Imagerie par Résonance Magnétique.

M1- : Glutathion S-Transférase mu 1 délété.

M1+ : Glutathion S-Transférase mu 1 positive.
MTHFR : Méthylene Tetra-Hydro-Folate Reductase.
MS : Methionine Synthase.

NaCl : Chlorure de Sodium.

NAT : N- Acétyltransférases.

NAT?2 : N-Acétyltransférase 2.

NCBI : National Center for Biotechnology Information.
OMS : Organisation Mondiale de la Sante.

OR : Odds Ratio.

PCR : Polymerase Chain Reaction : amplification en chaine par polymérase.
QPCR : PCR Quantitative.



RARB : Retinoic Acid Receptor Beta.

SNP : Single Nucleotide Polymorphism.

T1-: Glutathion S-Transférase theta 1 délété.

T1+ : Glutathion S-Transférase theta 1 positive.

TACCS3 : Transforming Acidic Coiled-coil-Containing protein 3.
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UV : Ultra-Violet.

WHO : World Health Organisation.

WT1 : Wilms Tumor 1.

XPC : Xeroderma Pigmentosum group C.

XRCCL1 : X-Ray Repair Cross Complementing 1.

XRCC3 : X-Ray Repair Cross Complementing 3.
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Introduction

Introduction :

Le terme général « cancer » regroupe une large diversité de maladies dont le cancer de la
vessie. Le cancer en général est un probléme de santé redouté, souvent percu comme la pire des

maladies et il représente un défi majeur en matiére de recherches scientifiques.

Des I'initiation de la cancérogenése et tout au long de la progression tumorale, les cellules d'une
tumeur subissent des altérations moléculaires multiples ayant des conséquences sur leurs
propriétés biologiques. Hanahan & Weinberg en 2000 (1) ont proposé un concept identifiant
les six capacités ou « hallmarks » qu’une cellule acquiert pour devenir tumorale puis maligne
et enfin métastatique au stade ultime. Pour assurer ’homéostasie tissulaire les tissus normaux
contrdlent strictement la production et la sécrétion des signaux permettant I’entrée, la
progression et la sortie du cycle cellulaire mais aussi le nombre de divisions et la mort cellulaire.
Les cellules cancéreuses pour proliférer de fagon autonome et infinie doivent : entretenir les
signaux de prolifération ; se soustraire aux signaux bloquant la prolifération ; résister a la mort
cellulaire ; devenir immortelles ; induire I’angiogenese pour avoir acces a I’oxygene et aux
nutriments ; devenir invasive et métastaser. L’acquisition de ces capacités est progressive et
I’évolution d’une cellule « normale » pour devenir une cellule « maligne » est un processus

multi-étapes.

Le cancer vésical est une maladie multifactorielle causée conjointement par un grand nombre

de facteurs génétiques et environnementaux en plus des effets d’interaction entre ces facteurs.

Parmi les facteurs les plus importants qui peuvent initier ce processus est le métabolisme limité
des xénobiotiques. Ces derniers sont des substances exogeénes d'origines diverses. Il peut s'agir
de produits naturels, de médicaments, de polluants de I’environnement : toxines végétales et
animales, additifs alimentaires, herbicides, pesticides, dérivés des combustibles domestiques et

industriels, solvants et colorants.

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 Il de détoxification augmente les concentrations des xénobiotiques
favorisant leurs liaison a ’ADN en formant un complexe physique connu sous le nom
d’adduits (2). 11 arrive aussi qu’a I’issue de la premiére phase du métabolisme et a la suite de
I’action des enzymes spécifiques de cette phase I, il se forme des métabolites appelés
métabolites fonctionnalisés doués d’une forte réactivité capables de se fixer de fagon covalente

et stable sur les acides nucléiques, en formant des adduits pouvant produire des mutations et

1
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initier ainsi le processus cancéreux (2). Ainsi, certains procarcinogenes chimiques peuvent étre
a l'origine de tumeurs dans les tissus cibles excrétoires comme la vessie, en particulier dans le
cas de défaillance dans les mécanismes de détoxification qui peut étre causé par des altérations
sur plusieurs genes comme le géne du cytochrome P450 impliqué dans la phase | et les génes
de la famille N -Aceétyltransférases (NAT) et de la famille Glutathion S-Transférases (GST)
impliqués dans la phase Il de détoxification.

Sur le plan génétique, le cancer de la vessie présente une forte hétérogénéiteé, avec au moins
une trentaine de polymorphismes/génes identifiés jusqu’a aujourd’hui, parmi ces génes nous
citons les génes de détoxification de la famille Glutathion S-Transférases GSTM1 et GSTT1, le
géne TACC3 (Transforming Acid Coiled- coil- Containing protein 3) impliqué dans la stabilité
des microtubules du fuseau mitotique et le gene FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor-
3) qui code pour une tyrosine kinase transmembranaire. 1l est indispensable de mieux connaitre
les événements moléculaires qui déterminent le mécanisme de progression tumorale afin
d’identifier des marqueurs biologiques permettant d’établir non seulement des marqueurs

pronostiques mais aussi des criteres diagnostiques et de nouvelles cibles thérapeutiques.

Cependant les fréquences des variants a risque et leurs degrés d’implication dans la
carcinogénese vésicale sont variables selon plusieurs critéres comme 1’origine ethnique et le

mode de vie.

En ce qui concerne notre population algérienne, aucune étude moléculaire concernant ce type
de cancer n’est rapporté a I’exception de 1’étude de Chaoui et al.(3) cherchant 1’association
entre le polymorphisme MTHFR C677T impliqué dans le métabolisme du folate et la
carcinogénese vésicale. Les résultats ont montré que le risque serait accru suite a I’effet additif
du polymorphisme étudié, du tabac et de 1’exposition professionnelle. Ainsi, les génotypes
associés au cancer de la vessie, leurs fréquences, leurs degrés d’associations, leurs interactions
entre eux et avec les facteurs environnementaux et leurs effets sur la récidive et la progression

de la maladie, toutes ces informations n’ont pas été étudiés dans notre population.

Dans ce contexte, notre travail vise a réaliser une étude cas-témoins sur des patients atteints
du cancer de la vessie et des témoins sains par ’analyse génétique et statistique de plusieurs
polymorphismes. Apres une recherche bibliographique rigoureuse, nous nous sommes donné
comme objectifs 1’exploration moléculaire des génes GSTM1, GSTT1 et TACC3 en cherchant
les délétions des deux premiers génes par PCR multiplex ainsi que le génotypage du
polymorphisme rs798766 sur le gene TACC3 par discrimination allélique TagMan, afin de
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rechercher une éventuelle étiologie génétique du cancer de la vessie, de prospecter 1’ interaction
de ces variations entre elles et avec les facteurs environnementaux comme le tabac, mais
également de déterminer les fréquences des variations étudiées dans notre population générale
et les comparer a ceux rapportées par la littérature.
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|. Anatomie de I’appareil urinaire :

L’appareil urinaire représente I’ensemble des organes qui ¢laborent I’urine et 1’évacuent hors
du corps. Il comprend les deux reins et les voies urinaires, avec des différences anatomiques

chez ’homme et chez la femme (4, 5) (Figure 1).
I.1.Les reins :

Situés de chaque coté de la colonne vertébrale au niveau de la 11°™ et la 12°™ cote, juste

au-dessus de I’ombilic. 1ls assurent plusieurs fonctions vitales dont la production des urines (4).
I.2.Les voies urinaires :

Elles sont constituées par 1I’ensemble des conduits que 1’urine traverse depuis les reins
jusqu’au milieu extérieur. Apres que 'urine quitte le rein, il s’écoule dans un long conduit
appelé ’uretére, sa longueur est d’environ 25 cm avec un diameétre entre 3 et 5 mm. Il y a deux

uretéres, chacun liant un rein a la vessie ou 1’urine s’accumule (6, 7).

L’expulsion de I’urine se fait par un unique conduit tubulaire, I’urétre. C’est a ce niveau qu’on
remarque des différences entre les deux sexes : chez I’homme 1’urétre est long de 16 cm en
moyenne et son trajet comporte différentes portions et il débouche a I’extrémité du pénis alors
que chez la femme il est plus court (3 a 5 cm) et son ouverture se trouve en avant des orifices
du vagin et de I’anus (4, 7, 8) (Figure 1).

1.3.La vessie :
1.3.1.Description :

La vessie est un sac musculomembraneux située dans la cavité pelvienne, qui a pour réle de
stocker 1’urine avant la miction. Lorsqu’elle est vide, elle se trouve en arriere de la symphyse
pubienne et elle s’éléve dans la cavité abdominale lorsqu’elle se remplie. Sa capacité est
variable : en moyenne le besoin d’uriner est ressenti pour une contenance de 300 ml environ
mais la vessie est trés extensible et sa capacité maximum peut étre plus grande. Elle peut
contenir plus d’un litre mais elle est alors trés distendue douloureuse et facilement palpable
dans I’abdomen (8).

Chez la femme, la vessie est proche de 1’utérus et du vagin alors que chez I’homme elle est
proche de la prostate et du rectum. Les rapports de la vessie avec les organes adjacents se

modifient avec le remplissage a la fois de la vessie et du rectum (7, 9) (Figure 1).
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Figure 1 : Schéma montrant I’anatomie de 1’appareil uro-génital chez ’Homme et la localisation de la

vessie chez les deux sexes (10).
1.3.2.Histologie :
La paroi vésicale est constituée de trois couches tissulaires (Figure 2):
1.3.2.1.L.a muqueuse ou I’urothélium :

Elle forme le revétement de la vessie et des autres voies urinaires. C’est un épithélium

pluristratifié possédant une strate basale, une strate intermédiaire et une strate superficielle (11).

Les cellules basales sont de petites cellules cubiques d’environ 10 um qui forment une
monocouche en contact avec le tissu conjonctif et servent de précurseurs pour les autres types
cellulaires. Les cellules intermédiaires dites en raquettes reposant sur la couche basale sont de
(10-25 pm) et sont orientées vers la lumiére vésicale. L ’épaisseur de la couche de cellules
intermédiaires peut varier d’une seule couche a une dizaine. Les cellules superficielles
recouvrent les cellules intermédiaires d’ou leurs noms de cellules recouvrantes, cellules
ombrelles ou en parapluie. Ces dernieres sont de grandes cellules (25-250 um) multinucléées,
differenciées et caractérisées par leurs jonctions serrées, ainsi que la syntheése et la sécrétion de

glycosaminoglycanes formant le glycocalyx, contribuant a I’imperméabilité de la vessie (12).

Les nombreux replis formant I’urothélium, le rendent capable de s’adapter a des variations
importantes de surface dues au remplissage et a la vidange de I’organe et capable également de

supporter la toxicité de 1’urine (13).
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1.3.2.2.Le chorion ou Lamina propria :

Il est composé d’une lame de tissu conjonctif et de vaisseaux sanguins, située entre

I’urothélium et la musculeuse (13).
1.3.2.3.Le tissu musculaire ou détrusor :

L’urothélium est enveloppé par trois couches musculaires lisses mal délimitées,
longitudinale interne, circulaire externe, et longitudinale externe. Cette disposition permet une

contraction vésicale uniforme lors de la miction (14).
1.3.2.4.L’adventice :

Elle correspond au tissu adipeux entourant le détrusor contenant des vaisseaux sanguins,

lymphatiques et des nerfs.

La grai périvésicale

La musculeuse (détrusor)

La sous mugqueuse (chorion)

La mugq (épithélium)

Figure 2 : Schéma montrant les différentes couches de la paroi vésicale (14).
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I1. Cancer de la vessie :

Le cancer est un probléme de préoccupation de santé publique dans le monde. Le cancer
vésical est une tumeur qui se développe au détriment de la muqueuse de la vessie. C’est une
pathologie multifactorielle qui peut étre bénigne ou évoluer rapidement en tumeur maligne.
Considéré comme ’un des cancers malveillants les plus communs dans le monde, il représente
le cancer le plus fréquent des voies excrétrices urinaires (15) et le 2°™ cancer du tractus génito-

urinaire apres le cancer de la prostate (16-18).
11.1. Epidémiologie du cancer de la vessie :

L’incidence du cancer de la vessie a marqué une augmentation remarquable durant ces
dernieres années. En effet, en 2003 cette augmentation a été estimee & environ 1% par an durant
la période de 1960 et 2003 et de ce fait ce type de cancer est passé de la 11°™ cause de cancer
dans le monde en 2003 (19) & la 9°™ cause en 2009 (20). Il représente le 7°™ cancer en

fréquence chez les hommes et le 17°™ chez les femmes (21).

En 2008, 386 300 nouveaux cas ont été diagnostiqués dans le monde avec 150 200 déces
(18, 22). Le taux de mortalité le plus élevé a été enregistré chez les hommes Egyptiens
(16,3/100.000 personnes) (18). En 2012, le nombre de nouveaux cas diagnostiquées a augmenté
et a atteint 429.800 avec 165.100 décés en précisant que le taux de mortalité le plus élevé a été
enregistre cette fois-ci en Turquie (12,8/100.000 personnes) (16).

L’incidence du cancer vésicale varie considérablement selon la localisation géographique et
les différences ethniques (23). Les taux d’incidences les plus élevés ont été observés surtout, en
Europe, Amérique du nord, Asie occidentale et Afrique de nord (16, 18, 21) (Figure 3).



Etude bibliographique

Saulham Ewope prunanaf 5 55
51
51
.84 Letsanan
3.2
8.2
4.2

Wastarn Ewsmopa
Haortherm Amearnica
Western Asia

Eastarn Ewopa 16.1
Marthern Alhica
Morthern Ewsmpe
Ausiralis'Mew Zasland
Eastern Asia

South America
Caribibaan

Southem Africa
Malanesa
MicronesiafPolynesia
South-Eastem Asia
Easiermn Africa

South Central Asia
Westem Africa
Central America
Middle Africa

T T T T T T L T
40 an 0 10 a 10 20 N an
Apa-standardizad (W) inckence rate per 100,000

sales [ Females

Figure 3 : Taux d’incidence du cancer de la vessie dans le monde répartis par sexe et localisation

géographique (24).

Le cancer de la vessie représente la 10°™ cause de cancer chez les deux sexes dans le monde
Avec plus que 500.000 nouveaux cas et environ 200.000 déces en 2018 (24). il est compté
comme la 6™ cause de cancers chez les populations nord africaines avec un taux de mortalité
de 7,4/100.000 personnes (21). 1l occupe, par conséquent, la 3°™ place par ordre de fréquence
chez les hommes (14,3/100.000 personnes) (21).

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 chez les hommes
entre 2006 et 2010 (25, 26) et de 0,2 a 1,2/100.000 personnes chez les femmes durant les mémes
périodes. Durant la période 2006/ 2010, il a représenté 9,1% de I’ensemble des cancers incidents
et 55% des cancers urologiques (25). D apres les données de globocan 2018 ce cancer occupe
la 6°™ place par ordre de fréquence en Algérie avec une incidence de 7,5/100 000 habitants et
un taux de mortalité de 3,4/100 000 (27). Chez les hommes Algériens le cancer vésical se situe
au 3eme rang d’incidence apres le cancer des poumons et le cancer colorectal avec une élévation

du taux d’incidence a 13/100 000 et du taux de mortalité a 5,8/100 000 habitants (27).
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11.2. Facteurs de risque :

La cause exacte d’apparition du cancer de la vessie n’est pas encore connue. Cependant,
1’étiologie de ce type de cancer semble associée a plusieurs facteurs de risque. L’age et le sexe
représentent des facteurs de risque trés importants (28, 29). En effet, 90% des cas diagnostiqués
sont des patients de plus de 55 ans avec un 4ge moyen au diagnostic de 73 ans (30). En terme
de sexe, il a été rapporté que 1’incidence du cancer vésical chez les hommes est beaucoup plus
élevée que celle des femmes (16, 18, 21); certaines études ont rapporté que l'incidence chez les
hommes était 4 fois plus élevée. Cependant, les taux de mortalité chez les femmes sont plus

élevés que chez les hommes (31). Les raisons relatives a ce dernier point restent inconnues.

L’ethnicité, déja évoqué antérieurement, semble étre également un facteur de risque du
cancer de la vessie (28). En effet, les taux d’incidence les plus élevés sont observés en Europe,
Amérique du nord et Afrique du nord (16, 18, 21), tandis que les taux les plus faibles sont

retrouvés en Amérique du sud, Asie et Afrique subsaharienne (32).

Les caracteres sexuels (différences anatomiques) sont aussi impliqués tels que les habitudes
de miction, et les facteurs hormonaux (33).

D’autres facteurs sont également associés a 1’étiologie du cancer de la vessie tels que les

facteurs environnementaux et la susceptibilité génétique.
11.2.1. Facteurs de risque environnementaux :

En fonction du role de la vessie dans la collecte des urines avant la miction, elle se trouve en
contact avec plusieurs agents exogéenes qui peuvent représenter un facteur de risque pour le

développement d’un cancer. Parmi les facteurs les plus impliqués nous citons :
11.2.1.1. Le tabac :

L’inhalation de la fumée du tabac est considérée comme le plus important facteur de risque
exogene pour le cancer de la vessie chez les deux sexes (34, 35). Le risque chez les fumeurs est
considéré 4 fois plus élevé par rapport au non-fumeurs (35). Il a été aussi démontré, que la
consommation de cigarette, est associée au cancer de la vessie dans 50% des cas chez I’homme
et 35% des cas chez la femme (36). En effet, la combustion du tabac libere au moins 69 agents
cancérogeénes connus, y compris les nitrosamines, les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP), 2 naphtylamines et d'autres amines aromatiques (29, 37), qui sont aussi présents dans
I’urine des fumeurs (38) et seraient responsables de mutations géniques des cellules épithéliales

conduisant a 1’apparition de cellules cancéreuses (29, 37, 39). Le risque augmente avec le

9
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nombre de cigarettes fumées, la durée du tabagisme et le degré d’inhalation de la fumée (33).
Toutefois, 1’arrét du tabagisme réduirait le risque a 40% au bout d’un an mais ce risque persiste

quand méme jusqu’a 25 ans apres le sevrage tabagique (39).
11.2.1.2. Les expositions professionnelles :

Le second facteur de risque le plus important du cancer de la vessie est 1’exposition
professionnelle réguliere et prolongée a certains produits chimiques tels que les amines

aromatiques, les HAP et les Nitrosamines (28, 29, 39).

L’exposition a ces produits chimiques est également constatée dans le cadre de certaines
professions des secteurs de la peinture, du cuir, de I’automobile, du métal, du papier, du
caoutchouc et des produits pétroliers, mais aussi chez les conducteurs de camions, les
teinturiers, les techniciens dentaires, les coiffeurs et plombiers (39). L’industrie des colorants a
base d’aniline ou de binzidine, et 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 ét¢ aussi signalés a étre causalement liés au cancer de la vessie (39).
11.2.1.3. Facteurs alimentaires :

Le manque d'apport hydrique adéquat, en particulier d'eau, augmente le risque du cancer de
la vessie. La vacance de la vessie semble provoguer une accumulation de produits chimiques
en raison du retard dans I'élimination des déchets de la vessie, ce qui entraine un risque accru
de cancers vésicaux. En d'autres termes, augmenter la quantité de liquide absorbé (par exemple
en diluant l'urine) et augmenter la miction permettra de réduire I'exposition du tissu urothéliale
aux carcinogenes (40).

Selon le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), I’arsenic sous sa forme
inorganique est classé cancérogene pour ’homme. Il est admis que la présence de l'arsenic dans
I'eau potable est un facteur de risque pour les cancers vésicaux dans de nombreux pays du
monde (41).

La prise de compliments nutritionnels contenant de l'acide aristolochique (de la famille
Avristolochia) a été également associée a un risque accru du cancer de la vessie (42).

L’implication de la consommation d’alcool dans 1’apparition du cancer vésical a été un sujet
de débat depuis toujours, la méta-analyse de Pelucchi et al. (43) a 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 (44, 45).

10
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Aucun lien n’a été retrouvé entre la consommation de café ou de thé et la carcinogénese

vésicale (46).
11.2.1.4. Facteurs infectieux : infections chroniques et irritation :

Les infections urinaires chroniques ont également été impliquées dans le développement
d’un cancer vésical en particulier chez les femmes et les patients portant des 1ésions médullaires
(20). La Schistosoma Haematobium est la cause principale des infections urinaires (bilharziose)
associées au cancer de la vessie (47). Dans les pays en voie de développement, en particulier
en Afrique et le Moyen-Orient, I’infection urinaire chronique causée par Schistosoma

Haematobium est associée a environ 50% des cas de cancer de la vessie (18).

L’irritation chronique de la vessie causée par une sonde a demeure ou des calculs vésicaux

présente également un facteur de risque (48).
11.2.1.5. Conditions médicales :

Comme pour la pluparts des cancers, les radiations ionisantes augmentent le risque de
développer un cancer de la vessie (29). En effet, il a été rapporté que les tumeurs secondaires a
la radiothérapie sont généralement de haut grade et localement avancées au moment du
diagnostic (49).

L’administration antérieure de certaines chimiothérapies notamment a base de
chlornaphazine (50) ou de cyclophosphamide (51) ainsi que la consommation massive d’agents
analgésiques contenant de la phénacétine (52) sont des facteurs favorisant la survenue du cancer

de la vessie.
11.3. Susceptibilité génétique :

La susceptibilité de chaque individu par rapport au risque du cancer de la vessie est liée a
I’expression de certains génes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques, dans le
métabolisme du folate, dans la réparation de I’ADN etc. L’expression de ces géenes est elle-
méme modulée par le polymorphisme génétique porté par ces genes et les facteurs
environnementaux. Malgré que plusieurs études pangénomiques sur les prédispositions
génétiques liées a la survenue du cancer vésical sont toujours en progression, certains génes
impliqués dans le métabolisme des substances exogénes ont été déja associés au cancer de la
vessie notamment ceux codant la N -Aceétyltransférase (NAT) présentant le profil « acétyleur
lent » et ceux codant les Glutathion S-Transférases (GST) incluant les délétions des genes
Glutathion S-Transférases mu 1 (GSTM1) et ou Glutathion S-Transférases theta 1 (GSTT1) (53-

11
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56). Par ailleurs, il a été rapporté que ’association entre GSTM1 nul, NAT2 acétyleur lent et
tabagisme confére un risque accru a la carcinogénése veésicale (57, 58).

Des études menées sur les polymorphismes des génes des systémes de réparation de I’ADN et
leur impact sur la survenue du cancer vésical ont montré que la substitution XPC Ala499Val
augmente considérablement le risque du cancer de la vessie (59). De méme pour le
polymorphisme du géne ERCC1 (Lys8092GIn) influencant le développement du cancer de la
vessie dans les modéles co-dominants et récessifs (60). Les résultats de certaines méta-analyses
ont suggéré aussi que le polymorphisme XRCC3 (Thr241Met), XRCC1 (Arg399GIn) et
XRCC1(Arg280His) étaient associés a un risque accru de cancer de la vessie, en particulier chez
les Asiatiques (61, 62).

Concernant les genes impliqués dans le métabolisme des folates, des études préalables ont
montré que les polymorphismes des génes MTHFR et MS combinés a une faible prise de folate
et une consommation de tabac augmentent fortement le risque de la carcinogéneése vésicale
(63).

I1.4.Classification des tumeurs vésicales :
11.4.1. Classification histologique :

Du point de vue histologique les tumeurs vésicales peuvent se présenter sous différents
types. Le type le plus fréquent est le carcinome transitionnel (urothélial) qui se forme dans
I’urothélium avec une fréquence de 90% de toutes les tumeurs de vessie. Il se caractérise par
une différentiation cellulaire (grade histologique) et un degré d’infiltration (stade T). Dans ce
contexte, ce carcinome peut étre non infiltrant restreint aux couches superficielles de la paroi

de la vessie (TVNIM) ou infiltrant s’il envahisse le muscle vésical (TVIM).

Les autres types histologiques sont plus rares et englobent 10 % des tumeurs vésicales. On
compte en premier lieu les carcinomes a cellules squameuses ou épidermoides dans 5 % des
cas, liés genéralement a la schistomiase. Les adénocarcinomes représentent de 0,5 % a 2% des
tumeurs malignes de vessie. Enfin, les cancers a cellules indifférenciées (environ 1%) qui
regroupent tous les autres cancers y compris les cancers a petites cellules qui représentent 0,5%

a 1% des cancers de la vessie (64, 65).
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11.4.2. Classification anatomopathologique :
Le classement des tumeurs en général représente un avantage pour la compréhension de la
maladie et un meilleur diagnostic et suivi thérapeutique. Cette classification repose

principalement sur le stade et le grade de la tumeur.
11.4.2.1. Stade :

Les médecins utilisent les stades du cancer pour estimer 1I’étendue du cancer et le pronostic
du patient. La classification TNM est couramment utilisée. Le « T » représente la taille de la
tumeur et invasion des tissus avoisinants. Le suffixe « m » doit étre ajouté a la catégorie T
appropriée pour indiquer I’existence des tumeurs multiples. Le suffixe « is » peut étre ajouté a
toute catégorie T pour indiquer I’existence de carcinome in situ associé. Le « N » pour I’atteinte
des ganglions lymphatiques et enfin le « M » qui indique la présence de métastases ou
propagation du cancer a un autre organe du corps. L’étude de ces critéres aboutira au classement

du cancer dans I’un des stades présentés dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1 : Classification TNM 2010 du cancer de la vessie (66).

T
Tumeur

primitive

N
Ganglions
lymphatiques

régionaux

M
Métastases a
distance

PTx

PTO
PTa
PTis
PT1

PT2

PT3

PT4

NX

NO
N1
N2

N3
Mx
MO
M1

Tumeur primitive non évaluable

Tumeur primitive non retrouvée
Carcinome papillaire non invasif
Carcinome in situ « plan »

Tumeur envahissant le chorion

Tumeur envahissant la musculeuse

— T2a Tumeur envahissant le muscle superficiel (moitié
interne)

— T2b Tumeur envahissant le muscle profond (moitié

externe)

Tumeur envahissant le tissu péri-vésical

— T3a Envahissement microscopique

— T3b Envahissement extra-vésical 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 evaluable

Absence de métastase a distance

Métastase (S) a distance
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Le systeme TNM est liée a la classification TVNIM/TVIM (67, 68) puisque les TVNIM
regroupent les stades PTis, PTaet PT1 alors que les TVIM englobent les PT2 et plus (Figure 4).

Tumeur non infiltrante Tumeur infiltrante

Tis Ta

R uotreium DI
'

'

Chorion X O
.t e
e Muscle 3 :.. e

e superficiel NS

’/ ~ - :'. : <.
m, Muscle profond | S50 0
L "-:.._../ »
L7 el Adventice

Organes voisins

Figure 4 : Classification des stades des tumeurs de la vessie (66).
11.4.2.2.Grade :

Le grade repose sur 1’aspect architectural et le degré de différenciation cellulaire des cellules
tumorales : atypie, index mitotique, conservation de la polarité. Le grade est évalué
parallélement au stade grace a I’observation microscopique des prélévements. La classification
histologique du cancer permet principalement a 1’équipe soignante d’avoir une idée du
développement futur de la tumeur. Deux classifications décrivent le grade tumoral : la
classification WHO (World Health Organisation) ou OMS en francais (Organisation Mondiale
de santé) de 1973 et celle datant de 2004. La classification WHO 1973 distingue trois grades
d’agressivité croissant : grade G1 : (cellules bien différenciées), G2 (cellules moyennement
différenciées) et G3 (cellules faiblement indifférenciées). La classification de ’OMS 2004
classe les tumeurs en carcinome de bas grade (regroupant les G1 et certains G2) ou en
carcinome de haut grade (regroupant certains G2 et les G3). D’un point de vue clinique il est
recommandé pour établir le grade des tumeurs vésicales d’utiliser les deux classifications a la
fois (69).

11.4.3. Les voies de progression :

Lors du diagnostic, on estime qu’environ 70% a 80 % des carcinomes transitionnels sont des

tumeurs superficielles souvent des tumeurs papillaires de bas grades Ta G1/G2. Ces tumeurs
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papillaires ont des fréquences des récidives qui varient entre 60 et 70% (70). Le risque évolutif
des TVNIM est divisé en trois classes : faible risque, risque intermédiaire et haut risque
(Tableau 2). Cette classification permet de déterminer le traitement adéquat a proposer aux
patients (71).

Tableau 2 : Tumeurs superficielles classées selon leur risque évolutif (71).

Risque évolutif Tumeurs superficielles de la vessie Risque de
progression
a5ans

Groupe 1: Faible risque TaG1 unique (bas grade), diamétre inférieur 7,1%

a 3 cm, non récidivé.

Groupe 2: Risque intermédiaire TaG1-G2 (bas grade) multifocal et/ou 17,4%

récidivante, T1G1-G2 (bas grade).

Groupe 3: Haut risque TaG3 (haut grade), T1 récidivante, T1G3 41,6%

(haut grade), TCis

L’origine des tumeurs de stade Ta de haut grade G3 est actuellement incertaine. Elles
pourraient se développer a partir des Cis ou de tumeurs papillaires de bas grade Ta G1/G2 dont
le degré d’anaplasie aurait augmenté (72). On sait néanmoins qu’elles ont une probabilité
relativement élevée (environ 40%) d’évoluer vers une tumeur invasive du chorion ou du muscle
(73). Les tumeurs de stade T1 ou plus (G3) récidivent dans 80% des cas avec un risque de
progression de plus de 40% (74).

Chez 15% a 20 % des malades le diagnostic indique des tumeurs invasives du muscle (T2 ou
plus) (15, 70). Ces tumeurs envahissant le muscle, se développant principalement a partir des
Cis, tumeurs planes de haut grade (G3) (72). On note qu’environ 80% des tumeurs invasives
sont des premieres tumeurs. Seulement 20% ont une histoire antérieure de tumeurs
superficielles (75, 76).

En raison de la nature agressive et la probabilité de métastase, environ 70% des patients sont

susceptibles de mourir (77).

Le cancer de la vessie pourrait schématiquement évoluer selon deux voies. Une premiére
voie comprendrait les Cis et les tumeurs papillaires de haut grade TaG3 qui formeraient un
ensemble de tumeurs ayant tendance a évoluer vers des tumeurs infiltrant le muscle. Une

seconde voie comprendrait les tumeurs papillaires superficielles de bas grade Ta G1/G2.
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60 a 70%

70 4 80% I .

TaGl-G2 ——  80%(G3)
7417% n
90%
carcinome transitionnel (urothélial » T1 » T2 ou plus
(urothelial) — o~ T2oupls
= 40%
TaG3-Cis ———
~ 50,
TV =5%

: . 20 a30%
carcinomes a cellules squameuses

0.542% [ ,
| adenocarcmomes

=1%
L cancers a cellules indifférenciées

Figure 5 : Types histologiques et voies de progression des tumeurs vésicales.

11.5. Signes cliniques diagnostic et traitement :
11.5.1. Signes cliniques :
Les principaux symptomes du cancer de la vessie sont :

e Dans 80% des cas, I’émission de sang dans les urines (hématurie) le plus souvent en fin de

miction, généralement indolore.

eDans 20% des cas, des signes d’irritation vésicale comme la pollakiurie, I’impériosité,

douleurs pelviennes, sensations de brulures urinaires et infections urinaires a répétition (78).

eUne tumeur de la vessie peut bloquer I’écoulement de I’urine provenant du rein.
L’accumulation de 1’urine dans le rein peut conduire a une distension de cet organe

(hydronéphrose) et a des douleurs.

e Dans les cas de métastases osseuses ou du rétro-péritoine, le patient peut ressentir des douleurs
osseuses ou au flanc et il n’existe pas de signe physique spécifique pour le diagnostic du

cancer de la vessie (79).
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11.5.2.Diagnostic :
11.5.2.1. Bilan biologique :

Lors d’une tumeur vésicale un examen d’urine est réalisé en premier lieu afin de confirmer
la présence d’une hématurie suivie d’un examen cytobactériologique d’urine (ECBU) pour
¢liminer la possibilité d’infection urinaire. La cytologie urinaire est systématiquement réalisee
dans le but de détecter des cellules tumorales dans les urines. La sensibilité de cet examen est

bonne pour les tumeurs a haut grade et est par contre faible pour les tumeurs a bas grade (79).
11.5.2.2. La radiologie :

Les examens radiologiques sont largement utilisés par les urologues mais pas seulement pour
le bilan diagnostic pour une 1% tumeur vésicale mais aussi dans le cadre des bilans d’extension

locorégionales de ces tumeurs et la surveillance post opératoire (80).
11.5.2.3. L’échographie :

L’échographie abdomino-pelvienne est ’examen de premiére intention réalis¢ devant une
hématurie macroscopique ou une manifestation urologique clinique évocatrice de tumeur
vésicale. La réalisation d’une endoscopie vésicale est indispensable dans tous les cas. Une
échographie négative ne peut en aucun cas suffire et la confirmation se fait par cystoscopie
(80). Devant une tumeur de la vessie découverte a 1’échographie abdomino-pelvienne, I’examen
endoscopique vésical reste indispensable pour 1’évaluation de 1’aspect macroscopique qui
donne une idée pronostique (infiltrant ou superficiel), la topographie, nombre des tumeurs et

les Iésions atypiques a I’échographie (80).
11.5.2.4. La cystoscopie :

La cystoscopie est I’examen de choix pour confirmer la présence d’une tumeur vésicale (81).
Elle permet la visualisation directe de la vessie et la réalisation des biopsies des tumeurs et de
la muqueuse adjacente pour établir le diagnostic final par examen anatomopathologique (15).
La cystoscopie permet aussi de prédire le caractére infiltrant d’une tumeur de la vessie, élément
déterminant dans le choix d’éventuels examens radiologiques complémentaires comme le

scanner ou une imagerie par résonance magnétique (IRM) (80).
11.5.2.5. Scanner et imagerie par résonance magnétique (IRM) :

Si ’examen anatomopathologique révele que la tumeur s’est propagée dans les couches

profondes (couches musculaires) de la vessie, un examen radiologique par un scanner ou une
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imagerie par résonance magnétique (IRM) de I’abdomen et du bassin 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 (78).
11.5.3. Traitement :

Le traitement du cancer de la vessie dépend du stade de la maladie et de I’endroit ou se loge
la tumeur ainsi que de I’age et 1’état de santé général du patient. La chirurgie, la chimiothérapie,

la thérapie biologique et la radiothérapie font partie des options du traitement.
11.5.3.1. Traitement des tumeurs superficielles (TVNIM) :

La chirurgie est I’option de traitement la plus fréquente pour ce cancer. Aprés une
cystoscopie initiale presque tous les patients subissent une résection transurétrale de la vessie.
Souvent toute la tumeur est réséquée. Pour les tumeurs non infiltrantes 60 a 70% patients
présentent une récidive dans les mois ou les années qui suivent la résection (70) et pour éviter

cela, les patients sont traités avec des médicaments adjuvant en intra-vésicale (78).

Le type de traitement complémentaire dépendra du risque de récidive et de progression, mais

également des capacités du patient a tolérer les effets secondaires.
11.5.3.2. Traitement des tumeurs invasives (TVIM) :

Pour les tumeurs infiltrantes la résection transurétrale ne représente pas un traitement. Dans
ces cas I’approche la plus utilisée est la cystectomie totale (66, 82) associée a une dissection

ganglionnaire pelvienne (83).

De nombreuses études ont démontré la chimio-sensibilité des tumeurs infiltrantes de la
vessie (84). Pour les patients qui ont des tumeurs avec des stades T2, une chimiothérapie néo-
adjuvante est recommandée (78). Cette chimiothérapie permettrait de diminuer le volume
tumoral rendant opérables certaines tumeurs jugées initialement inextirpables (85). Apres une

intervention chirurgicale une chimiothérapie adjuvante peut étre pratiquée (78).

La radiothérapie est généralement néo-adjuvante, la comparaison de taux de survie a 5 ans
entre des individus qui ont subi une cystectomie seule ou précédée d’une radiothérapie a montré
que le taux est de 35% pour la cystectomie seule et de 54% pour 1’autre (85). La radiotherapie
seule peut-étre indiquée pour les patients qui ne sont pas médicalement aptes a subir une

intervention chirurgicale (85).
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D’autres options thérapeutiques sont disponibles comme 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 (82).
11.5.3.3. Thérapie génique :

Des récepteurs a activité tyrosine kinase ont été proposés comme cibles thérapeutiques dans
les cancers de vessie envahissant le muscle: EGFR (86-88), ERBB2 (89-91), FGFR3 (92) et des

médicaments visant ces cibles sont en essai clinique.
I11. Caractérisation moléculaire des tumeurs vésicales :

La croissance non controlée des cellules de I’urothélium, observée dans le cancer de la vessie
est généralement la conséquence de D’accumulation de plusieurs facteurs
géneétiques comprenant les aberrations chromosomiques (délétions / duplications) et les
altérations géniques (mutations ponctuelles) et épigénétiques. Sachant que les TVNIM et les
TVIM sont caractérisées par des altérations moléculaires distinctes. Il est indispensable de
mieux connaitre les événements moléculaires qui déterminent le mécanisme de progression
tumorale afin d’identifier des marqueurs biologiques permettant d’établir non seulement des
marqueurs pronostiques mais aussi des critéres diagnostiques et de nouvelles cibles

thérapeutiques.
I11.1. Aberrations chromosomiques :

Le comportement caractéristique du cancer de la vessie a donné 1’occasion d’étudier les
génomes de ces cellules. De nombreux changements structurels et numériques ont été identifiés
dans différents types de cellules tumorales. Plusieurs études ont montré que les tumeurs a
differents stades presentent differentes aberrations chromosomiques et que le taux éleve
d'aberrations chromosomiques est présent dans les tumeurs invasives des muscles (stades > T2)
par rapport aux tumeurs superficielles (stades Ta, T1) (39). Parmi ces aberrations

chromosomiques on note :
I11.1.1. Les duplications :

Selon Reznikoff et al. (93) les regions les plus frequemment dupliqués sont 1g12-925 (36%),
6p (54%), 8921-q22 (45%) et 17911-g13 (73%). Sachant que les duplications 1q, 8q et 17q sont
principalement associées a des tumeurs invasives (33, 39). Des amplifications ont été trouvées
aussi dans les cancers primaires et métastasiques au niveau des régions : 10g22-g23 (33%),
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17q11-q12 qui renferme le locus ERBB2 (24%), 1q12-q25 (11%) et 11g11-g14 qui comporte
le locus CCND1 (11%) et 20g11.1-gter (9%) (93).

111.1.2. Les délétions :

Les régions les plus fréquemment sous représentées (délétées) incluent : 8p11-p21 (54%),
9q (60%), 10924-026 (54%), 17p13 (45%) et Y (50%). Il existe deux autres délétions sur le 8q,
il s’agit de 8q12 et 8q21 (93). Les délétions 6q, 11p, 18q, 17p13 (cause I’inactivation du géne
P53) et 13q14 (cause I’inactivation du gene Rb1) et sont plus fréquemment associées a des
tumeurs invasives (33, 39).

Un nombre important d’études ont démontré une association entre les délétions des geénes

GSTML1 et GSTT1 et le cancer de la vessie (94, 95), ces deux genes sont détaillés ci-dessous.
111.2. Mutations ponctuelles :

Dans ce contexte, un nombre important de polymorphismes ont été associés au cancer de la
vessie. Parmi les polymorphismes les plus anciennement découverts, nous énumérons les
mutations sur les genes P53, Rb1, les génes FGFR en particulier le FGFR3, les génes de la
famille EGFR et les génes de la famille RAS. Il a été montré que les tumeurs Ta G1/G2 sont
caractérisées, pour 80% d’entre elles, par des mutations des genes de la famille RAS
(majoritairement HRAS et KRAS) et FGFR3, exclusives 1’une par rapport a 1’autre (65% pour
FGFR3 et 15% pour RAS) (96). Les tumeurs envahissant le muscle se caractérisent, quant a
elles, par une mutation du gene suppresseur de tumeurs P53 et/ou une perte fonctionnelle de la
protéine du retinoblastome (RB1/RB) (97).

111.2.1. Le gene P53 :

Le géne P53 est un gene suppresseur de tumeur impliqué dans de nombreuses voies de
carcinogénése y compris 1’urothéliale. 11 est localisé a la position 17p13.1 et code pour une
protéine de 393 acides aminés (aa) d’un poids moléculaire de 53 kDa, d’ou il tient son nom. Il
joue un role essentiel dans la régulation du cycle cellulaire, I’induction de 1’apoptose et la
réparation des altérations de I’ADN. Les mutations sur ce géne sont observées dans 20% a 60%
des tumeurs vésicaux. Elles sont absentes ou présentes avec une faible fréquence dans les
tumeurs superficielles a bas grade et sont par contre plus fréquentes dans les tumeurs invasives
(98, 99). Une étude récente a prouvé I’association des mutations P53 aux tumeurs invasives de

la vessie. En effet, il a ét¢ montré que 1’interaction de la protéine nucléaire DDX31 (DEAD box
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polypeptide 31) avec la protéine muté P53 favoriserait la transcription du géne P53 muté

entrainant de ce fait la migration et I’invasion des tumeurs vésicales (100).

111.2.2. Le gene Rb1 :

Le géne Rb1 (gene de rétinoblastome) est localisé en position 13g14.2 (101). 1l code pour
une protéine de 928 aa. Les anomalies de Rb1 impliquent le déreglement du cycle cellulaire
entrainant une division anarchique (39). Il est frequemment muté chez les patients atteints d’un

cancer vésical en particulier dans les tumeurs invasives (102, 103).
111.2.3. Les génes de la famille RAS :

Les génes de la famille des proto-oncogénes RAS codent pour des protéines qui ont des poids
moléculaires de 21000 Daltons, d’ou le nom de p21. Ces protéines sont localisées a la face
interne de la membrane cytoplasmique et ancrées dans la couche phospholipidique

membranaire par leur extrémité C-terminale (104).

Dans les cellules tumorales les mutations du géne HRAS induisent I’activation permanente
de la protéine HRAS qui va déclencher une cascade de phosphorylations conduisant a une
augmentation de la prolifération cellulaire (101). L’étude réalisée par Zhu et al. (105) indique
que des mutations du gene HRAS sont retrouvées dans 30 a 40% des carcinomes urothéliaux.

111.2.4. Le gene FGFR3 :

FGFR3 est un récepteur a activité tyrosine kinase. Il est codé par un gene 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. Le récepteur 3 des facteurs de croissance de fibroblastes
(FGFR3), est une glycoprotéine transmembranaire, formée de 806 aa de type tyrosine kinase,
et dont le poids moléculaire est de 115 kDa, elle comporte dans sa région extracellulaire trois
domaines de type immunoglobulines, et dans sa région intracellulaire un domaine tyrosine
kinase (106).

L’activation de FGFR3 se fait par la fixation d’un ligand, il peut aussi étre actif
constitutivement aprés mutation dans certains cancer. Environ 70% des tumeurs de la vessie
stade Ta présentent des mutations activatrices du géne FGFR3 contre une fréquence de 10 a

20% dans les tumeurs invasives (107).
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La Figure 6 réesume les fréquences des mutations des génes FGFR3 et TP53 impliqués dans

les voies de progression des tumeurs urothéliales.

FGFR3 70% m
TP53 20%

TaG1-G2

A

carcinome transitionnel (urothélial) T1 T2 ou plus

— TaG3-Cis

TP53 60%

FGFR310a20%

Figure 6 : Fréquences des mutations des genes FGFR3 et TP53 dans les deux voies de

progression des tumeurs vésicales.

111.2.5. Le gene TACC3:

Le gene TACC3 est composé de 16 exons et est localisé en position 4916.3 (Figure 7) entre
les paires de base 1721490 et 1745178 a 70 kb du gene FGFR3 (108, 109).

Plusieurs SNP sont localisés sur le gene TACC3 mais la base des données LitVar cite
principalement les travaux associant le polymorphisme rs798766 au cancer de la vessie (110).
La protéine TACC3 contient 838 aa avec un poids moléculaire de 90 kDa (111). Les niveaux
d’expression les plus €levés sont observés dans les testicules, la moelle osseuse et les nceuds
lymphatiques et d’un niveau d’expression un peu plus bas dans le tissu vésical et le placenta
(108).

Le gene TACCS est considéré comme un facteur important dans 1’organisation et la stabilité
des microtubules du fuseau mitotique au cours de la division cellulaire (112, 113). L’altération
de ce gene se traduit par une désorganisation des fibres kinétochoriens et I’interférence de la

progression mitotique ainsi que la ségrégation normale des chromosomes (114).

Ces erreurs de ségrégations conduisant a des aneuploidies peuvent étre impliquées dans la
carcinogenese (114). Le rble exact du gene TACC3 dans I’apparition des cancers et en
particulier du cancer de la vessie reste toujours inconnu (112). D’aprés une série de tests

fonctionnels réalisée par Lin et al. (112), une nouvelle fonction régulatrice du cycle cellulaire
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du point G1/S a été découverte pour le géne TACC3 et a été démontré qu’un niveau élevé
d’expression de ce geéne est associé au cancer de la vessie confirmant 1’effet oncogénique du

géne TACC3 dans la carcinogéneése vésicale (112).

Une fusion entre les génes FGFR3-TACC3 causée par un réarrangement sur le chromosome
4 est remarquée dans plusieurs cancers y compris le cancer de la vessie. Le géne transformé
résultant de la fusion est appelé FT3 (114). On a montré que la formation du gene FT3 conduit

a une augmentation de I’activité tyrosine kinase du domaine FGFR3 mais la fonction exacte du

.

géne de fusion FT3 n’est pas encore déterminée (115).
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Figure 7 : Position et structure du gene TACCS.
111.3. Les Gluthation-S-Transférases (GST) :

Comme mentionné préalablement, les HAP ainsi que d’autres agents cancérigénes sont
hautement associés au risque de développement d’un cancer vésical. L’exposition a ces

xenobiotiques est plus importante chez les fumeurs et dans certains cadres professionnels.

Les gluthation-S-transférases sont une famille de transférases impliquées dans la phase Il de
détoxification de nombreux composés hydrophobes et électrophiles comme les HAP. Ces
transférases utilisent le glutathion comme composé endogene pour conjuguer le xénobiotique
ou son métabolite succédant aux oxydations (phase 1) si celles-ci n’ont pas suffi a éliminer le

xénobiotique selon la formule suivante :
X-OH + glutathion =» X-S- glutathion.

X : xénobiotique.
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Le conjugué est genéralement plus hydrosoluble et plus polaire et donc plus facilement

excrétable.

Chez les eucaryotes plusieurs isoenzymes sont exprimees, soit cytosoliques ou
membranaires. Chez 1’étre humain ’expression des GST n’est pas homogene, ils sont trouvés
principalement dans le foie ; un peu moins dans les ovaires, la peau et le tissu surrénal. Dans la

vessie, ils sont exprimés en faible quantité (116).

Actuellement, la superfamille des GST humain contient au moins 16 génes subdivisés en 8
classes distinctes (pi), (alpha), (sigma), (mu), (theta), (kappa), (omega) et (zeta) qui sont codés
par les génes GSTA, GSTM, GSTK, GSTO, GSTP, GSTS, GSTT et GSTZ (117). Les groupes
sont répartis selon leurs propriétés structurales (similarité des séquences nucléotidique,
localisations et nature du substrat) biochimiques (point isoélectrique) et immunologiques.
Plusieurs polymorphismes qui influencent les fonctions des genes GSTM1, GSTT1, GSTP1 et
GSTAL ont était découverts (117, 118). Au cours de notre étude, nous allons nous intéresser aux
délétions des génes GSTML1 et GSTT1. Si le gene est doublement délété (absent sur les deux
chromosomes homologues) on parle dans ce cas de génotype nul et on note GSTM1 nul ou
GSTT1 nul. Un manque d’activité enzymatique a été observé en association avec les délétions
homozygotes des genes GSTM1 et GSTT1 (37, 48), sachant que le génotype GSTML1 nul est le
facteur le plus important de la réduction globale de I’activité GST (119).

111.3.1.GSTML1, gene et enzyme :
111.3.1.1. Structure du gene GSTM1 :

Le géne GSTM1 appartient a la classe (mu) avec 4 autres genes nommés GSTM2, GSTM3,
GSTM4 et GSTMS5 tous localisés sur le chromosome 1 au niveau de la région 1p13.3. La position
du géne GSTML1 est en aval des genes GSTM4 et GSTM2 et en amont des genes GSTM5 et
GSTM3 (120). Son taux d’expression est maximal dans le vagin, les ovaires, le foie,
I’cesophage, la glande surrénale et la vessie (121). Il existe deux isoformes principales du géne
GSTM1, I’isoforme 1 est constitué de 8 exons et 7 introns avec une taille de 5,92 kb (120) qui
donne une protéine de 218 aa (122) tandis que I’isoforme 2 contient que 7 exons et donne une

protéine plus courte de 37 aa (123) (Figure 8).
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Figure 8 : Position et structure du géne GSTM1.

111.3.1.2. Polymorphismes :

Selon la base des données db SNP, un nombre trés important des SNP sont localisés sur le
géne GSTML1 (124). D’aprés Hollman et al. (125) seul le polymorphisme rs1065411 qui cause

la mutation protéique K173N est impliqué dans le cancer colorectal.

La délétion homozygote compléte du géne représenté par 1’alléle GSTM10/0 ou bien GSTM1
nul représente un polymorphisme important du gene car comme il est déja noté que cette
délétion implique la perte de protéine qui induit un déficit enzymatique total pour le géne
GSTM1 et une grande réduction de ’activité globale des génes GST. Cette forme allélique
résulte d’un crossing over inégal entre deux régions répétées de 4,2 kb, qui flanquent le géne

GSTML1 et qui provoque une délétion de 15 kb incluant le géne entier (126) (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanisme d’apparition de la délétion GSTM1(127).

111.3.1.3. Fréquence du génotype GSTM1 nul :

La fréquence du génotype GSTM1 nul varie entre 31% et 88% selon le groupe ethnique
(128). Selon les études citées dans la méta-analyse de Yu et al. (95), la fréquence de cette
délétion varie entre 45% et 55% chez les caucasiens. Dans la population tunisienne, cette
fréquence est de 44,8% (129, 130) et elle est de 45% chez les Egyptiens (48). Il est a noter, que
les fréquences les plus élevées sont observées chez les Asiatiques (95, 131, 132). D'autre part,
il existe une variation au sein d'un méme groupe ethnique, cette variation résulte de différents
facteurs tels que la taille de I'échantillon étudié, la tranche d'age des sujets et la source de leur

sélection.
111.3.1.4. Structure et substrats de ’enzyme GSTM1 :

L’enzyme GSTMI1 est un dimere de 218 aa pour I’isoforme 1 alors que I’isoforme 2 ne

contient que 181 aa. Chaque monomeére est composé de deux domaines (133) :

e Le premier domaine (G-site) assure la liaison et ’activation du glutathion et est identique

chez tous les enzymes de la familles GST (133).

e Le deuxieme domaine (H-site) est le site de liaison du substrat et est différent d’un GST

a un autre selon le type de substrat (133) (Figure 10).
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Structure Of Human Glutathione S-Transfel | (PDB ID 2F3M)

Figure 10 : Structure de I’enzyme GSTM1(134).

Le GSTM1 permet la conjugaison du glutathion avec plusieurs substances telles que : les
époxydes, les dérivés nitrés, les hydroxylamines, le styréne, I'oxyde de styréne, le benzéne et le
benzo (a) pyrene, composés carcinogéenes retrouvés dans la fumée du tabac mentionnés
précedemment. Cette enzyme intervient aussi dans la détoxication de quelques médicaments

comme le paracétamol et les produits du stress oxydative.
111.3.2.GSTT1, géne et enzyme :
111.3.2.1. Position et structure du géne GSTT1 :

Chez ’homme le géne GSTT1 est composé de 8179 bases et localisé sur le chromosome 22
en position 22q11.23 a proximité de ’autre géne de la classe théta (GSTT2), ces deux génes
sont séparés par 50 kb environ (Figure 11). Chacun des deux génes contient 5 exons et 4 introns
et leurs protéines sont identiques a 55% (135). L’épissage alternatif de GSTT1 donne plusieurs
variants de transcription, actuellement 9 variants sont répertoriés dans la banque des données
NCBI (136).
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Figure 11 : Position et structure du gene GSTTL.

111.3.2.2. Polymorphismes :

Comme pour le géne GSTM1, la base des données db SNP renferme un nombre important
des SNP pour le géne GSTT1 mais selon Hollman et al. (125) deux SNP seulement sont

impliqués dans la carcinogenése rs2266637 et rs141759372.

Suite a I’étude portée sur la variabilité du métabolisme du chlorure de méthyléne dans le
sang humain, la délétion partielle de 54 251 paires de bases du gene GSTT1 a été découverte. Il
existe trois phénotypes distincts (" non conjugators, low conjugators et high conjugators™)
selon que deux, un seul ou aucun des deux alleles soient délétés. Le phénotype non conjuguant
est donc di a une délétion homozygote de 1’alléle fonctionnel de GSTT1 et correspond par
conséquent, au génotype GSTT10/0 ou GSTT1 nul (137). Ce dernier, cause la perte de fonction

protéique et est impliqué dans plusieurs pathologies et cancer.
111.3.2.3. Fréquence du génotype GSTT1 nul :

Comme pour le géne GSTML1 la fréquence du genotype nul du gene GSTT1 varie selon le
groupe ethnique. Chez nos voisins les Tunisiens, elle est de 30,4% (130) alors qu’elle ne
dépasse pas les 15% chez les Egyptiens (48). Les fréquences de GSTT1 nul les plus élevées sont
localisées chez les populations asiatiques dont la fréquence est variable selon la localisation

géographique mais la plupart du temps dépasse les 50% (95).

29



Etude bibliographique

111.3.2.4. Structure et substrats de I'enzyme GSTT1 :

Le GSTT1 catalyse la conjugaison de substances toxigques environnementales citées
auparavant. Parmi les 9 isoformes, 1’isoforme a code pour la protéine la plus longue composée
de 240 aa avec un poids moléculaire de 27335 Daltons (138). Comme pour I’enzyme GSTM1
celui codé par GSTT1 est aussi un dimére avec la présence des mémes domaines (G-site et H-
site) (138).

Chez I’homme, son spectre d'expression est proche de celui du gene GSTM1 en général.
Cependant, il est hautement exprimé dans la thyroide, la glande surrénal, prostate et un peu

moins exprimé dans la vessie mais sa présence reste bien importante (139).

I11.4. Les facteurs epigénétiques :

Les facteurs épigénétiques (méthylation d’ADN et modification de la structure des histones)
peuvent étre aussi impliqués dans la carcinogénése vésicale (33). La méthylation de I’ADN est
reconnue comme 1’altération épigénétique la plus impliquée dans le cancer chez I”’homme (140).
Dans le cas du cancer de la vessie des régions hyperméthylées sur ou proches des promoteurs
de plusieurs génes suppresseurs de tumeurs ont été localisées, ces méthylations sont associées
a I’inactivation de la transcription de ces génes (39). Parmi ces genes on cite le BRCA1 avec un
taux de méthylation de 71%, WT1 (38,7%) et RARB (38,7%) (140).

Dans certains cas une hypométhylation globale de I’ADN est possible, elle peut mener a la
carcinogenese car elle cause I’instabilité du génome. Une étude réalisée par Moore et al. (141)
a montré que ’hypométhylation de ’ADN est associée a un risque élevé de développer un
cancer de la vessie et que cette association est indépendante de la consommation de tabac ou a
I’exposition a d’autres facteurs de risques environnementaux. L’hypométhylation peut étre
aussi spécifique a un groupe de genes (141) tels que les oncogenes dont 1’hypométhylation

induit leur activation entrainant de ce fait la carcinogenese.
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I. Population d’étude :

L’étude réalisée est transversale de type cas témoins. Elle a porté sur une population de 363
personnes non apparentées et appariées selon 1’age, le sexe et I’origine géographique. Leur
recrutement en vue de I’analyse génétique s’est étendu de septembre 2014 a mai 2016. Notre

population d’étude est subdivisée en deux groupes : patients et témoins.

1.1. Patients :

Un total de 175 patients atteints de cancer de la vessie a été inclus dans notre étude. Ces cas
ont été diagnostiqués a différents stades et a différents grades de sévérité selon respectivement
le systeme de classification TNM de I'Union Internationale Contre le Cancer (UICC, 1997) et
la classification OMS 1973. Le recrutement des patients a été établi au sein des départements
d’urologie du Centre Hospitalier Universitaire de Tizi-Ouzzou et de la Clinique Rénale Daksi
de Constantine, tous étaient originaires du nord de I'Algérie et agés au moment du recrutement

entre 22 et 90 ans, plus de 92% d'entre eux étaient des hommes.

1.2. Témoins :

Un nombre de 188 témoins en bonne santé apparente et sans histoire familiale de cancer, ont
été inclus dans cette étude. Le recrutement des témoins a éteé réalise dans les mémes régions
que celles des patients et ont été choisi pour avoir un maximum de similitude avec les patients

en terme d’age et de sexe.

Tous les sujets témoins et patients ont été soumis a un questionnaire détaillé retracant les
informations personnelles et les données épidémiologiques utiles pour notre étude (Age, sexe,
origine géographique, statut tabagique) (Annexe 01). Les données cliniques et anatomo-
pathologiques ont été recueillies auprés des médecins traitants et a partir des dossiers des
patients atteints de tumeurs vésicales hospitalisés dans les services d’urologie. Un
consentement éclairé¢ a été également signé par 1’ensemble des sujets, apres lecture et
explication nous autorisant a utiliser leur matériel génétique au cours de cette recherche

(Annexe 02). Le comité d’éthique interne nous a accordé I’autorisation de réaliser nos travaux.
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Il. Méthodes :
I1.1. Préléevement sanguin :

Pour chaque individu, un volume de 5 & 10 ml de sang destiné a I’extraction de I’ADN a été
prélevé dans des conditions adequates (stérilité, ponction veineuse par un personnel hospitalier
compétent) dans des tubes vacutainer EDTA (Ethylene Diamine Tetra-Acetic) comme

anticoagulant.
11.2. Extraction de ’ADN génomique :

Une grande variété de techniques ont été élaborées pour pourvoir extraire de I’ADN
génomique total a partir de cellules issues elles-mémes d’une variété de tissus, en tenant compte
du tissu disponible, mais également des explorations moléculaires a entreprendre par la suite
(analyses génomiques, expression des genes, ...). Cependant, la source la plus commune et la
plus accessible d’ADN chez I’homme reste les leucocytes du sang périphérique. Au cours de
notre étude I’extraction de I’ADN génomique a partir du sang total a été réalisée par la technique

au chlorure de sodium (“'salting-out").

La méthode de "salting-out" offre ainsi I’avantage d’éviter 1’utilisation de solvants organiques
dangereux, tels le phénol ou le chloroforme utilisés par la méthode classique d’extraction au

phénol : chloroforme, pour 1’élimination des protéines digérées (142, 143).
11.2.1.Principe :

La méthode de “salting-out" consiste a isoler I’ADN en solution (provenant de la lyse
des cellules) suite a une précipitation des débris cellulaires, et ce grace a une force ionique
élevée apportée par une forte concentration en sel de Chlorure de Sodium (NaCl).
L’ADN est ensuite traité par la protéinase K qui le débarrasse de toutes les protéines qui lui
sont associées, puis précipité par 1’éthanol sous forme d’une pelote de filaments blanchatres

appelée méduse. L’ ADN ainsi obtenu est solubilisé en phase aqueuse (143) (Annexe 03).
11.2.2. Estimation de la concentration de I’ADN et controle de sa qualité :

Les acides nucléiques ont un spectre d'absorption maximal en UV a 260 nm. Cette absorption
est proportionnelle a la concentration de I'ADN. Les protéines qui représentent les témoins de
contamination absorbent aussi bien a 260 nm qu'a 280 nm alors que les molécules organiques
et les tampons absorbent le mieux a 230 nm. La mesure de la densité optique de chaque

échantillon a 260 nm, 280 nm et 230 nm est établie par spectrophotométrie a UV avec un
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Nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 1000). Deux rapports sont établis DO 260/280 et DO
260/230.

Pour une pureté idéale d’ADN, le rapport DO 260/280 doit étre compris entre 1,8 et 2 afin de
pouvoir considérer I'ADN débarrassé des proteines cellulaires, un rapport >2 indique une
contamination avec des ARN alors qu’un rapport <1,8 indique une contamination par des
protéines. Le rapport DO 260/230 doit étre compris entre 1,8 et 2,2 afin de pouvoir considérer
I’ADN débarrassé des solvants, sels et contaminants organiques, un rapport <1,8 indique une

contamination par ces solvants.

La concentration de I’ADN est donnée directement en ng/pl sachant qu’une unité de densité
optique a 260 nm est équivalente a 50 ng/ul. Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu’a

utilisation (ou congelés a — 20°C dans le but de les conserver pour une longue durée).

11.2.3. Estimation qualitative et semi-quantitative de ’ADN extrait par électrophoreése

sur gel d’agarose :

Le but de cette étape n’est pas seulement d’estimer la réussite de 1’extraction d’ADN,
mais bien aussi d’apprécier la quantité relative d’ADN disponible, tout autant que sa
qualité, nous avons opté pour une estimation sur gel d’agarose a 1 % (1g dans 100 ml) pendant

30 min & 100 Volts (Annexe 04).
L’apparition de trainées est t¢émoin d’une dégradation partielle ou totale de I’ADN extrait.

En utilisant une gamme de concentrations connues (ADN a différentes concentrations), il est
possible d’estimer la quantité d’ADN disponible pour chacun des échantillons qui auront été

testés (photographie 1).

Aioo Azo0 Aso P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7

Photographie 1 : Exemple d’estimation qualitative et semi-quantitative, aprés électrophorese sur gel
d'agarose 1% en présence de bromure d'éthidium (0,5 pg/ml), de quelques ADN génomiques des
patients. P1 a 7 : ADN génomiques de certains patients ; A1oo, A200, Aago : gamme de concentration d’un
ADN contrble lambda & 100, 200 et 400 ng.
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11.2.4.Dilution de la concentration d’ADN extrait :

Une concentration de 10 ng/ul est largement suffisante pour réaliser les protocoles
moléculaires envisagés pour notre étude, pour cela une dilution de la concentration d’ADN a
éteé effectuée. Ces dilutions nous ont permis d’une part, d’économiser la quantité d’ADN dont
nous disposons et d’autre part, cela nous a permis d’homogénéiser la concentration de tous les
échantillons pour une meilleure application des protocoles expérimentaux. Pour nous assurer
de la bonne qualité et de la concentration des ADN les rapports DO 260/280 et 260/230 ont été

remesures.
11.3. Analyse génétique :

L’extraction de ’ADN a été réalisée au niveau du laboratoire de Biologie et Génétique
Moléculaire de I’'université Constantine 3. L’analyse moléculaire comprenant la détection des
délétions des genes GSTM1 et GSTT1 des glutathion S- transférases par PCR multiplexe, le
séquencage ainsi que la PCR en temps réel du polymorphisme rs798766 du gene TACC3 s’est

déroulée au niveau de la plateforme de Biologie Moléculaire de I’institut Curie, Paris, France.

11.3.1. Recherche des délétions des genes glutathion S-transférases (GSTM1 et GSTT1) par
PCR multiplexe :

Dans le but de rechercher des délétions GSTM1 et GSTT1 nous avons adopté le protocole de
la PCR multiplexe. Il consiste a amplifier simultanément un fragment de chacun des deux génes

d’intérét ainsi qu’une partie du géne de la f globuline qui sert de contrdle interne.
11.3.1.1. Principe de I’amplification par PCR Multiplexe :

La PCR ("Polymerase Chain Reaction™) est une technique de biologie moléculaire mise en
évidence par Karry Mullis et ses collaborateurs en 1985 (144). Elle permet d’amplifier selon
un mode exponentiel in vitro des séquences d’ADN spécifiques et requiert deux amorces
oligonucléotidiques ("primers") de 20 a 25 nucléotides complémentaires des extrémités 3’ des
deux brins d’ADN de la séquence cible d’intérét a amplifier. Sous I’action de 1’activité
polymérasique d’une enzyme thermostable, la Tag polymérase dont le role est d’allonger les
amorces dans le sens 5’=»3’ par incorporation de désoxynucléotides (ANTPs) par une

complémentarité base-base avec le brin matrice (144).

La PCR multiplexe est une variante de la PCR classique. Elle permet d’amplifier plusieurs
geénes au cours d’'une méme réaction PCR, par I’introduction dans le milieu d’amplification de

couple d’amorces spécifiques pour chaque géne a amplifier.
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11.3.1.2. Amorces utilisées :
Les séquences des amorces utilisées sont indiquées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Séquences des oligonucléotides des amorces utilisées pour I’amplification des
génes GSTML1, GSTT1 et S globuline par PCR multiplexe.

génes Sequences Taille du fragment
amplifié
GSTM1  F 5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ 230 pb
R 5’-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’
GSTT1  F5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ 480 pb
R 5’-TCACCGGATCATGGCCACCA-3’
B globuline F 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ 110 pb

R 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3°

*F pour Foward : sens et R pour Reverse : antisens ; 8 globuline contrdle interne.
11.3.1.3. Conditions pratiques de ’amplification :

L’amplification est réalisée dans un mélange réactionnel de 25 pl contenant 50 ng d’ADN
génomique, 1X du tampon de PCR (Qiagen®), 1,5mM de MgCl. (Qiagen®), 0,2 mM de chacun
des quatre dNTPs (Thermo Fisher®), 0,3mM de chaque amorce (BioLabs®), 0,05U/ pl de Taq

DNA polymérase (Qiagen®). Le volume est complété avec de I’eau distillée.

Lors de I’amplification, il est nécessaire de réaliser en parallele un témoin négatif ne contenant
pas de I’ADN afin de contrdler une éventuelle contamination des réactifs utilisés. La réaction
de PCR a été effectuée dans un thermocycleur (BIO-RAD cycler) qui a été programmé pour

exécuter le programme d’amplification de 35 cycles :
v' Etape 1: dénaturation initiale & 95°C pendant 10 min.
v’ Etape 2 : dénaturation a 94°C, 1 min
hybridation a 60°C, 45 sec x 35 cycles
élongation 72°C, 1 min
v’ Etape 3 : étape d’élongation finale a 72°C durant 10 min.

Les produits de PCR sont soit utilisés immédiatement soit stockés a 4 °C jusqu’a utilisation.
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11.3.1.4. Révélation des produits d’amplification par électrophorése sur gel d’agarose :

La migration des produits PCR se fait sur gel d'agarose concentré a 1,5% sous un courant a
100 Volts pendant 30 a 40 min en présence du bromure d’éthidium (BET). Un marqueur de
taille 100 pb (BioLabs®) a été utilisé en paralléle afin de déterminer la taille des produits
d’ADN amplifiés (Annexe 05). Les fragments attendus sont représentés dans

la photographie 2.

480 bp

250 bp
110 bp

Photographie 2 : Electrophorése sur gel d’agarose pour des produits PCR du GSTM1 (230
pb), GSTT1 (480 pb) et S globuline (110 pb) (48).

11.4. Etude du polymorphisme rs798766 du gene TACC3 par séquencage et QPCR :

Le génotypage de I’ensemble des échantillons pour le polymorphisme rs798766 du géne
TACC3 a été réalisé par PCR en temps réel (TagMan). Cependant pour la mise au point de cette
technique et pour confirmer les résultats obtenus, il a été nécessaire au préalable de déterminer
quelques génotypes par la méthode de référence : séquencage (méthode de Sanger) puis les
comparer & ceux obtenus par la technique de discrimination allélique utilisant des sondes

fluorescentes TagMan.
11.4.1. Séquencage :
11.4.1.1. Principe :

Le séquencage repose sur la synthése d’un brin d’ADN, a partir de la séquence que I’on veut
explorer, par une Taq polymérase d’une haute-fidélité. L’enzyme synthétise 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 mélangés avec
des didéesoxynucléotides dont la fonction alcool secondaire en 3’ est réduite (empéchant alors

la synthese de se poursuivre). Les didésoxynucléotides incorporés sont marqués specifiqguement
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par des molécules fluorescentes. Les fragments synthétisés sont alors séparés dans un
séquenceur en fonction de leur longueur et identifiés grace a une lecture par laser, permettant
apres extraction et analyse des données d’obtenir des électrophorégrammes ensuite traduits en

séquences (145).

11.4.1.2. Mode opératoire :

La réalisation du séquencage passe par trois étapes : L’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.
» Amplification par PCR :

Pour une réaction de séquencage par la méthode de Sanger sur le gene TAACS3, il est
nécessaire de disposer, tout d’abord d’une grande quantit¢ de fragments a séquencer
(amplicons). L’amplification se fait par PCR classique en utilisant une paire d’amorces
spécifique de la région de I’intron 5 du gene TACC3 incluant le polymorphisme rs798766.

Les caractéristiques de la paire d’amorces utilisée sont mentionnées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Séquences des oligonucléotides utilisées pour I’amplification du gene TAAC3 par

PCR classique.

Geéne Séquences Taille du fragment
amplifié
TACC3 F 5’-CGTAAGATTGGAAGGTGGAAC-3’ 311pb

R 5’>-CAGGACTCGGAAACACACCT-3’

*F pour Foward : sens et R pour Reverse : antisens.

La préparation du milieu réactionnel de la réaction d’amplification est réalisée comme décrit
précédemment pour 1’amplification des génes GSTM1 et GSTT1.
Le thermocycleur a été programmé pour exécuter le profil d’amplification spécifique a ces
amorces :
v' Etape 1: dénaturation initiale & 95°C pendant 10 min.
v’ Etape 2 : dénaturation a 94°C, 1 min
hybridation a 62°C, 30 sec x 35 cycles
élongation 72°C, 1 min
v’ Etape 3 : étape d’élongation finale a 72°C durant 10 min.

37



Patients et méthodes

» Controle des produits PCR sur gel d’agarose :

Le contrdle des produits PCR obtenus est effectué par migration sur gel d’agarose a 2 %
contenant du Bromure d’EThidium (BET) (0,5 pg/ml). 4 ul de chaque produit PCR mélangé a
2 Ml du bleu de bromo-phénol, sont soumis a une migration électrophoretique a 100 Volts
pendant 20 min en présence d’un marqueur de taille 100 pb (BioLabs®). La réussite de la PCR

se traduit par une bande nette.
» Purification des produits PCR :

De maniére succincte, les produits PCR ont été purifiés pour éliminer 1’excés d’amorces
et de dNTPs subsistants par 1’utilisation du tampon ExoSAP composé¢ de deux enzymes
hydrolytiques : I'exonucléase | et la phosphatase alcaline. Le milieu réactionnel ainsi que les

conditions de purification sont indiqués dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Protocole de purification du fragment amplifié.

Réactifs Volume (ul) Conditions de purification
Produit PCR 5
ExoSAP 1 37 °C 15 min
H20 6 80 °C 15 min

» PCR séquence ou Marquage des fragments purifiés :

Pour le séquengage de I’intron 5 du géne TAAC3 deux plaques de séquences ont été préparées
en utilisant l'une des deux amorces TACC3F ou TACC3R, ainsi que les composants du kit de
séquencage BigDye® Terminator (Applied Biosystems®).

11 s’agit d’une PCR classique qui s’effectue dans un thermocycleur avec un milieu réactionnel

et des conditions d’amplifications comme décrit dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Les compositions d’un mix réactionnel d’un volume final de 10 pl et le programme

de I’amplification de la PCR séquence.

Réactifs Volume (pl) Conditions d’amplification Cycles
Produit PCR 1pl 96°C, 1min 1
BigDye V1.1 1l
Tampon 5X 1,5 pl 96 °C, 20s
Amorce F ou R (5uM) 1pl 50 °C, 15s 25
H20 55ul 60 °C, 4min

La réaction de séquence est suivie par une purification pour éliminer I'excés de produits de

séquencage (éliminer les colorants) comme suit :

- Ajouter 80 pl d’éthanol 76 % a 10 ul du produit de PCR séquence (par puits) et laisser
sur paillasse ou sur glace pendant 15 a 30 min.

- Centrifuger pendant 15min a 4000 tpm a température ambiante.

- Retirer le surnageant en renversant la plaque de séquence rapidement.

- Centrifuger pendant 1 min a 1000 tpm a I’envers sur papier absorbant (Wathman).

- Réhydrater les plaques en rajoutant 10 pl d” H20 (par puits).

Les produits de séquence purifiés sont soumis a une migration électrophoretique sur gel de
séquence pendant 1-2 heures sur séquenceur automatique (ABI PRISM® 3100 PerkinElmer®),

et des électrophorégrammes/séquences ont pu étre obtenus.

L’analyse des résultats a été faite par I’utilisation d’un logiciel Sequence Scanner V.1. (Applied

Biosystems®).

Toutes les séquences obtenues ont été comparées a une séquence de réference du fragment

d’intérét du gene etudié en consultant deux banques de données :

- NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

- Ensembl Genome Browser : http://www.ensembl.org/index.html
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11.4.2. Méthode de génotypage par discrimination allélique TagMan (QPCR) :

11.4.2.1. Principe :

La PCR en temps reel est une variante de la PCR classique qui est basée sur la détection et
la quantification d’un émetteur fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons néoformés durant la réaction PCR. Il
existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons : celui qui utilise
un fluorochrome particulier, le SYBR Green et celui qui utilise les sondes fluorescentes (146).
Dans cette derniére catégorie, nous avons opté pour la technique TagMan que nous avons

utilisé au cours du génotypage de I’intron 5 du géne TAACS.

Le principe de la technologie TagMan est basée sur ’activité 5’-exonucléasique de la Taq
polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible sur ’amplicon durant

I’étape d’hybridation/extension de la PCR.

De ce fait, la technique de discrimination allélique TagMan utilise deux sondes fluorescentes
qui différent uniquement par un nucléotide et qui sont complémentaire, soit a I’all¢le sauvage

soit a I’allele muté.

Un fluorochrome émetteur (reporter) (FAM ou VIC) est fixé a I’extrémité 5° de chaque sonde
d’hybridation et son émission est inhibée par un second fluorochrome suppresseur (quencher)
présent a I’extrémité 3° (MGB). Lorsque il est stimulé, le fluorochrome émetteur transfert son
énergie au fluorochrome suppresseur voisin par le principe FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) qui dissipe cette énergie sous forme de chaleur plutdt que d’émettre de la
fluorescence (147). Lors de 1’étape d’hybridation, la sonde et les amorces se fixent a leurs
séquences complémentaires respectives. Durant 1’étape d’extension, la Taq polymérase
possédant une activité 5’-exonucléasique coupe uniquement la sonde parfaitement hybridée a
la séquence cible. Le reporter est alors libéré du suppresseur permettant ainsi 1’émission de
fluorescence. Le type de signal fluorescent (VIC ou FAM) est lu en fin de PCR et est spécifique

de la séquence présente dans 1’échantillon (146) (Figure 12).
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Figure 12 : Principe de génotypage par discrimination allélique TagMan (148).
11.4.2.2. Mode opératoire :

Pour le génotypage du géne TAAC3 nous avons utilisés le kit TagMan® SNP Genotyping
Assays de life technologie (Thermo Fisher®). Ce kit comprend deux amorces sens et antisens
spécifiques de la région qui renferme le SNP étudié, et les deux sondes, marquées a leur
extrémité 5°, et ne différant I’une de ’autre que par un nucléotide, ’'une complémentaire de la
séquence sauvage et 1’autre complémentaire de la séquence mutée. Pour chaque type de sonde
nous avons utilisé un fluorochrome différent (VIC® pour 1’alléle normal et FAM™ pour I’alléle

muté).
» Preparation des plaques PCR :

Tableau 7 : Mix de la QPCR réalisé dans un volume final de 10 pl.

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

Il est recommandé que le TagMan genotyping assay soit bien conservé a 1’abri de la lumiére
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Les mix sont par la suite déposes sur des plaques Star Lab transparentes (référence : 11402-
9909-BC) adaptées au thermocycleur (LightCycler 480 Roche®) puis recouvertes avec un film
adhésif.

> Réalisation de la QPCR :

La QPCR a été effectuée sur un LightCycler 480 selon le programme suivant :
95 °C, 10 min
95 °C, 15 sec
40 cycles
60 °C, 1 min

Pour le génotypage par PCR fluorescente des « calibrateurs » (allele sauvage et allele muté)
sont nécessaires. Nous avons choisi comme calibrateurs des échantillons issus de notre propre
banque d’ADN qui avaient été antérieurement génotypé par la technique de référence PCR-
séquencage. Le calibrateur allele sauvage (alléle 1) était un sujet homozygote sauvage (CC) et

le calibrateur alléle muté (allele 2) était un sujet TT.
> Lecture et analyse des résultats :

La lecture et ’analyse des résultats sont effectuées grace au logiciel LightCycler® 480
Software V1.5 (Roche®). La détection de la fluorescence émise par les sondes VIC ou FAM,
hybridées respectivement a 1’alléle sauvage et 1’allele muté permet de distinguer les trois
génotypes : le génotype sauvage (CC) lorsque la florescence est émise par VIC uniquement, le
génotype muté (TT) ou la florescence est émise par FAM uniquement et le génotype
hétérozygote (CT) s’il y a lieu d’émission des deux fluorescences VIC et FAM simultanément.

11.5. Analyse statistique :

Les résultats obtenus ont été analysés par des tests de statistiques conventionnels :
En ce qui concerne la variante age des patients et des témoins, les variables quantitatives sont
décrites par la moyenne + I’écart type (SD).

L’age moyen a été déterminé par calcul de la moyenne (somme de toutes les valeurs
d'observation +~ nombre d'observations). L’écart type + SD (mesure de la dispersion autour de

la moyenne) nous a permis d’estimer la dispersion de 1’dge dans notre population d’étude.
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Au cours de ce travail, nous avons établi une étude statistique d’association entre les
délétions GSTM1, GSTT1, polymorphisme TACC3 et cancer de la vessie. Les risques relatifs
ont été estimés en calculant les Odds ratios (OR) avec des intervalles de confiance a 95% (IC)
au seuil de signification de 0,05. Le but est de mettre en évidence une différence dans les

fréquences alléliques du marqueur étudie entre les patients et les témoins.

11.5.1. Calcul de ’Odds Ratio :

L’Odds ratio a été calculé par I’utilisation du logiciel R software version 3.2.3. Les résultats
ont été confrontés a ceux calculés a partir du logiciel Epi-info (version 6). Pour calculer I’Odds
ratio a partir de ce dernier logiciel nous avons établi un tableau de contingence : Il est sous

forme de tableau croisé 2x2 (Tableau 8).

Tableau 8 : Tableau de contingence croise.

Patients Témoins Total
Exposés au facteur de risque a B a+b
présumé de la maladie (E+)
Non exposés au facteur de risque c D c+d
présumé de la maladie (E-)
atc b+d a+b+ c+d

L’intensité de 1’association entre le polymorphisme et la maladie est calculée comme suit :

OR=a*d/b*c

Le risque est d’autant plus élevé pour les sujets porteurs de 1’allele a risque et dont le

calcul de I’OR est supérieur a 1.

L’OR est toujours accompagné par I’intervalle de confiance (IC) a 95 %.

11.5.2. La valeur p (p-value) :

Correspond au degreé de signification qui correspond a la probabilité que 1’écart global entre

patients et témoins soit di au hasard. Avec un intervalle de confiance de 95%.

Pour le choix de la valeur p, le seuil critique a priori est de 0,05 (risque o). Si la valeur de p
calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la difféerence de distribution entre patients et

témoins pour un marqueur donné est déclarée statistiquement significative. Le marqueur étudié
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dans ce cas peut étre considéré comme étant associé a la pathologie. Le calcul de la p-valeur a
été assuré par les mémes logiciels cités ci-dessus.

Il est a noter que tous les résultats du génotypage des polymorphismes étudiés que ce soit
des patients ou ceux des témoins ont été portés sur fichier Excel afin d’assurer les calculs des

fréquences alléliques et génotypiques. Ces fréquences ont été comparées a celles calculés par
les deux logiciels utilises.
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I. Caracteristiques generales de la population d’étude :

A partir des renseignements personnelles tirés des questionnaires élaborés et remplis par
nous méme pour les patients et les témoins et a partir des données cliniques obtenus soit
directement des médecins traitants ou en consultant le dossier médical de chaque patient nous
avons pu répartir I’ensemble des sujets selon le sexe, les tranches d’ages et le statut tabagique.
Les patients ont été également répartis selon leurs données cliniques a savoir le stade, le grade
tumoral et la récidive. Les caractéristiques des sujets (patients ou témoins) ont été rapportées

dans les Tableaux 9 et 10.

I.1. Age et sexe :

La population des patients recueillis est formée de 175 patients atteint du cancer de la vessie
issus de familles indépendantes, tous originaires du Nord Est ou du Nord Centre de I’ Algérie et
venant de 18 wilayas. 162/175 (92,6 %) sont des hommes et 13/175 (7,4%) sont des femmes,
le sex-ratio est de 12:1 et une moyenne d’age au moment du diagnostic de 60,77£13,21 ans
(intervalle 22-90 ans). Il est & noter qu’aucun des patients recruté n’avait d’antécédent familial,

ce qui élimine la possibilité de réaliser des études familiales.

Dans le but de réaliser une étude comparative entre cas et témoins, 188 témoins
apparemment sains et non apparentés d’une moyenne d’age de 59,56+14,02 ans (22-89 ans)
sont recrutés dans les mémes conditions. Les patients et les témoins sont appariés selon 1’age,

le sexe et I’origine (Tableau 9).
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Tableau 9 : Caractéristiques générales de la population d’étude.

parametres Témoins Cas p-value
(n=188) (n=175)
Sexe 0,37
homme 169  89,9% 162 92,6%
Femme 19  10,1% 13 7,4%
Age (ans) 0,5
<50 43 22,9% 35 20%
>50 145  77,1% 140  80%
Moyenne
d’age 59,56+14,02 60,77+13,21
(intervalle)
(22-89) (22-90)
Grade
Gl 28 16%
G2 44  251%
G3 103 58,9%
Stade TNM
Ta 34 19,4%
Tl 85 48,6%
T2 41 23,4%
T3 ou plus 15 8,6%
Récidive
Non 81 46,3%
Oui 94  53,7%
cystectomie apres évolution 9 5,1%

Notre étude a révélé en premier lieu que ce type de cancer touche préférentiellement les
hommes (sex-ratio 12:1). 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. Dans la plupart des travaux réalisés a travers le monde
le sex-ratio varie entre 4:1 et 5:1 (149-151). Ainsi, dans les populations nord africaines il est
compris en général entre 5:1 et 6:1 (16, 18, 21). En Algérie, deux études épidémiologiques I’'une
réalisée par Hamdi Cherif et al. (25) dans I’Est (région de Sétif) et I’autre menée par Salah et
al. (152) dans 1’Ouest (région de Sidi Bel Abas) (152), ont montré que le sex-ratio chez les
patients atteints de cancer vésical été de 10:1, ces résultats sont presque comparables a ceux de

notre population d’étude.
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Ce fait, que les hommes ont un risque d’atteinte plus accrus par rapport aux femmes a été
expliqué par I’exposition des hommes a un certains nombres de facteurs de susceptibilité tel
que le tabagisme qui a lui seul multiplierait le risque de 4 fois et aussi 1’exposition
professionnelle (29). Il serait expliqué également par les différences anatomiques de 1’appareil
urinaire chez les deux sexes, les habitudes urinaires chez les hommes et d’autres facteurs
hormonaux (29, 33). Dans ce contexte, il a été rapporté que les hormones sexuelles et
notamment le récepteur aux androgenes (AR) expliquerait aussi cette différence. En effet,
plusieurs études ont démontré que I’expression de AR est augmenté dans les tumeurs de patients
atteints de cancer vésical et que I’ AR serait impliqué dans plusieurs voies de signalisation telles
que la prolifération, I’angiogenése, la migration, favorisant ainsi la tumorigénése et la

progression de ce type de cancer (153, 154).

Dans notre population la survenue de ce type de cancer est rare et plus tardive chez la femme,
la fréquence obtenue de 7,4% est plus faible que celles observées dans les autres populations
ou elle est comprise entre 15% et 20% chez les Asiatiques (151, 155), alors que chez les
Caucasiens elle peut arriver jusqu’a 28% (156). Cette différence est probablement due a des
raisons typiques aux traditions et mode de vie de la population algérienne. Selon Fajkovic et al.
(31) le pourcentage de femmes atteintes par le cancer de vessie a travers le monde augmente

depuis quelques années et ce, notamment a cause de la progression du tabagisme féminin.

En deuxiéme lieu d’apres la répartition des cas selon les tranches d’ages nous avons
remarqué que la survenue de cette étiologie augmente progressivement avec 1’age des patients
avec une fréquence maximale entre 60 et 69 ans (30,3%) et une moyenne d’age au diagnostic
de la maladie de 60,77+13,21 ans (Figure 13). Ces résultats se rapprochent de ceux de nos
voisins Marocains (157) et Tunisiens (158) et different de la moyenne d’age internationale
oscillant entre 65 et 70 ans (66, 159, 160). Par contre, ils se trouvent complétement différents
des séries Africaines rapportant une survenue de la maladie plus précoce (age médian entre 45
et 49 ans), qui s’expliquerait par I’endémie de la Bilharziose qui reste le principal facteur

cancérogéne dans les pays Africains (161, 162).

Environ 80% de nos patients ont plus de 50 ans lors du diagnostic. En effet, selon Ferris et al.
(28) le cancer vésical est typique de la vieillesse, la grande majorité des cas sont diagnostiqués
apres l'age de 65 ans, rarement avant I'age de 50 ans et exceptionnellement chez les patients
agés de 10 ans ou moins. Cette caractéristiqgue met en évidence la résistance biologique innée
des cellules de la muqueuse de la vessie aux carcinogenes urinaires et plasmatiques, avec des
latences de plusieurs décennies.
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Figure 13 : Répartition des patients selon I’age du diagnostic.

| .2. Statut tabagique :

L’utilisation du tabac représente 1’un des facteurs les plus communs et le plus incriminé dans
la carcinogénése vésicale a travers le monde (163). L’utilisation de la pipe et du tabac a priser
semble également étre des facteurs de risque pour cette étiologie (23). Dans ce contexte nous
avons exploré au cours de notre étude 1’impact de deux formes de consommation du tabac sur
le cancer vésical a savoir le tabac sous forme de cigarettes et le tabac a priser qui est tres

consommé en Algérie.

D’apreés nos résultats (Tableau 10), il s’avére que la consommation de tabac sous forme de
cigarettes est plus répandue dans le groupe des patients atteints de cancer vésical (69,7%) que
dans celui des témoins (39,4% (OR=3,55 ; CI : 2,29-5,48 et p=1,21E-08). Ces résultats
concordent avec ceux de Burger et al. (29) qui ont montré que plus de 50% des patients atteints
de ce type de cancer sont des fumeurs et ramenent des preuves concrétes que le tabagisme est
un facteur de risque important dans la survenue et le développement de cancers vésicaux. En
effet il a été rapporté que chez les patients fumeurs, le risque de développer un cancer de la
vessie serait multiplié par 3 par rapport aux patients non-fumeurs (164). Ceci est di a I’action
des substances carcinogénes présentes dans la cigarette telle la 2-naphtylamine et le 4-
aminobiphenyl et d’autres amines aromatiques secrétées dans I'urine des fumeurs et seraient
responsables de mutations génétique des cellules épithéliales et le déclenchement du processus
de carcinogénese vésicale (165).
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Tableau 10 : Informations générales du statut tabagique de la population d’étude.

Témoins % Cas % OR IC p- value
Cigarette
non-fumeurs 114 60,64% 53 30,29% 1
fumeurs ou anciens fumeurs 74 39,36% 122 69,71% 355 2,29-548 1,21E-08
Fumeurs
taux de consommation
(cigarette/jour)
Passive 4 213% 1 057% 0,54 0,01-562 1
1a20 41 21,81% 48 27,43% 2,52 1,49-4,27 0,0006
21 a40 23 12,23% 42 24% 3,74 199-7,18 1,38E-05
> 40 1 0,53% 7 4% 148 1,8-682 0,002
durée de consommation
(années)
<10 6 3,19% 5 2,86% 1,78 041-7,38 0,34
>10 63 33,51% 93 53,14% 3,17 2,01-5,01 7,05E-07
anciens fumeurs
durée d'arrét de
consommation (années)
arrét<b 0 0% 1 057%
S5<arrét <10 5 2,66% 4  2,29%
25> arrét >10 0 0% 19 10,86%

Par ailleurs, I’incidence du cancer vésical est aussi liée a la durée d’exposition au tabac et la
quantité de cigarettes consommeées (166, 167). En effet, dans notre population d’étude le risque
se trouve augmenté considérablement avec le nombre de cigarettes consommées par jour
(Tableau 10). Parmi nos patients fumeurs actifs 50 % (49/98) sont des gros fumeurs (entre 20
et 40 cigarettes ou plus) et presque 95% (93/98) d’entre eux ont fumé durant une longue période
(plus de 10 ans) confirmant ainsi 1’effet dose c'est-a-dire 1’accumulation des effets nocifs au fil
du temps. Ces résultats sont en accord avec ceux de Mitra et al. (33) qui ont montré que le
risque de survenue du cancer vésical augmente avec I’intensité du tabagisme, la durée de
consommation et reste présent méme jusqu’a 25 ans apres I’arrét de consommation du tabac.
De méme pour les résultats de Brennan et al. (168) qui a observé une augmentation significative
du risque de développer un cancer de vessie au-dela de 10 cigarettes fumées par jour et pour
une durée au moins égale a 10 ans. Dans ce méme contexte une étude réalisée par Bjerregaard
et al. (169) explorant le risque de développer une tumeur veésicale chez les fumeurs actifs, les

anciens fumeurs et les non-fumeurs a mis en évidence un risque accru de cancer de vessie a la
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fois chez les fumeurs actifs et anciens fumeurs comparativement aux non-fumeurs. Ce risque
augmente avec I’intensité et la durée du tabagisme chez les fumeurs actifs et diminue par rapport

a un age tardif de début du tabagisme et avec 1’augmentation de la durée de sevrage.

La deuxieme forme de consommation de tabac répandue dans la population algérienne est le
tabac a priser. Il contient les mémes substances chimiques retrouvées dans la cigarette mais
avec une dose plus importante de nicotine ce qui rend les consommateurs de ce type de tabac
plus dépendants que les fumeurs. D’aprés le Tableau 11, cette habitude est aussi bien fréquente
chez les patients que chez les témoins (49,71 % vs 45,21%). 1l s’en suit que 1’étude de
1’association entre statut tabagique (tabac a priser) et survenue de cancer de la vessie n’a montré
aucune association. Ceci pourrait étre expliqué d’une part par I’effet dose / durée puisque la
majorité de nos témoins ont commencé a utiliser cette forme de tabac a un age avancé comparé
a nos patients qui 1’ont consommé a un age plus précoce. D’autre part, il a été montré
derniérement que les concentrations de certains composés du tabac a priser ont été diminuées
par rapport au tabac fumé méme le taux des substances carcinogéenes a été réduit (plus de 30
carcinogenes dans le tabac a priser contre plus de 60 carcinogénes dans le tabac fumé) ce qui
rend I’effet du tabac a priser moins nocif que celui du tabac fumé (170). Aucune étude
précédente n’a testé 1’association de tabac a priser avec le risque du cancer de la vessie, alors
qu’il est fortement associé a d’autres types de cancer (cancer buccal, cancer de 1’cesophage et
cancer pancréatique) selon la méta-analyse de Bouffetta et al. (170). Les auteurs concluent qu'il
y a probablement moins de risques de cancer chez les consommateurs de tabac a priser que
chez les fumeurs, tout en rappelant bien que le risque de cancer est plus élevé évidement chez

les consommateurs de tabac a priser que chez ceux qui ne consomment aucune forme de tabac.

Tableau 11 : Statut tabagique (consommation du tabac a priser).

statut tabagique Témoins % Cas % OR IC p-value
Tabac a priser
non-consommateur | 103 54,79% 88 50,29% 1
anciens consommateurs | 6 3,19% 3 1,71% 058 0,09-28 0,51
consommateurs | 79 42,02% 84 48,000 124 08-19 0,3
consommateur ou | 85 45,21% 87 49,71% 1.2 08-1,8 0,4
anciens consommateur
total | 188 1 175 1
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1.3. Données cliniques :

Notre étude a porté sur 175 patients atteints de tumeurs de la vessie a différents stades et
grades au moment du diagnostic. La classification anatomopathologique du grade selon I’OMS
1973 a révéle (Figure 14) :

- 16% de tumeurs de grade I.
- 25,1% de tumeurs de grade II.
- 58,9% de tumeurs de grade I1I.

D’aprés la classification anatomopathologique TNM, ces tumeurs sont classées selon les

stades suivants :
- 19,4% de stade Ta.
- 48,6% de stade T1.
- 23,4% de stade T2.

- 8,6% de stade T3 ou plus.

Fréquences des grades du cancer de la vessie Fréquences des stades du cancer de la vessie

=31 = GF =53 aTe «Th =72 = THouphs

Figure 14 : Répartition des tumeurs étudiées selon le grade et le stade tumoral.

La premiére observation qui attire I’attention est la nature agressive des tumeurs vésicales
chez nos patients. En effet, seulement 19,4% (N=34) de nos malades ont des tumeurs de stade
Ta. Parmi les TVNIM de stade Ta (15/34) présentent le grade Ill. Selon les dossiers de ces

patients 10/15 sont diagnostiqués au stade TaG3 directement (pas d’évolution a partir des G1

51



Résultats et discussions

ou G2) et les 5 autres malades ont eu une récidive dans les 4 ans qui suivent une premiére

résection d’une tumeur d’un grade I ou II.

Il est a noter que la plupart des patients présentent des tumeurs PT1 soit 48,6% (N=85), le plus
souvent de grade 111 (50/85). L’origine de ces T1 le plus probable serait I’évolution des tumeurs
TaG3 sachant que la plupart de ces patients ont subi plusieurs résections (entre 2 a 7 résections)
durant des années, certains malades ont subi 7 reésections dans un intervalle de plus que 10 ans.

Ces informations nous renseignent sur la gravité de 1’état de nos malades.

Dans notre échantillon le taux de récidive est important, 54% des patients ont rechuté apres
traitement. Parmi les 81 patients qui n’ont pas eu de récidive, 4 d’entre eux n’ont pas présenté

de récidive dans les 5 ans qui suivent la premiére résection (Figure 15).

Le taux de récidive le plus important est observe chez les patients avec des tumeurs TaG1-G2
avec une fréquence d’environ 75% alors que pour les autres types les fréquences sont comprises
entre 47% pour les TaG3 et environ 50% pour les autres stades et grades. Les frequences de
récidive des TaG1-G2 sont similaires a celles de la littérature alors que pour les autres types on
remarque que nos fréquences sont plus importantes (171, 172). Ces résultats sont aussi
comparables avec ceux d’Irani et al. (173) qui ont montré que les patients ayant des tumeurs
vesicales superficielles PT1G3 présentent un risque élevé de rechute a 5 ans et une élévation

du risque de déces a 10 ans.

fréquences des récidives

m recidive
pasderecidive <5 ans

mpasderécidive > 5 ans

Figure 15 : Répartition des récidives des tumeurs vésicales.
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Il. Analyse des polymorphismes des genes GSTM1, GSTT1 par PCR multiplexe et leurs
interactions avec la consommation de tabac et les paramétres clinico-pathologiques :

Le cancer de la vessie est le résultat final de plusieurs combinaisons entre des facteurs
endogenes dits facteurs constitutionnels et des facteurs exogénes dits facteurs
environnementaux (28). De ce fait, les polymorphismes géenétiques des génes impliqués dans
le mécanisme de détoxification peuvent étre hautement impliqués dans la susceptibilité
individuelle face au risque de cancers y compris les cancers vésicaux. Ces variations génétiques
causent la vulnérabilité des défenses cellulaires contre les facteurs environnementaux ce qui
pourrait augmenter leurs risque vis-a-vis de la carcinogénése en générale et vésicale en
particulier (174). Un exemple de ces variations porte sur les délétions dans les genes GSTM1 et
GSTT1 codant pour des enzymes de la famille GST intervenant dans la phase Il de
détoxification. Ces enzymes sont responsables du métabolisme des xénobiotiques et des
substances carcinogenes dont celles présentes dans le tabac (28, 37, 48, 94). Leur déficit total
ou partiel conduit a un défaut de détoxification a effet génotoxique favorisant ainsi I’apparition

de cancer.

Le but de cette étude a eté d'abord d'examiner lI'association entre les polymorphismes des
génes GSTM1 et GSTT1 et le risque du cancer de la vessie a travers une étude cas-témoins dans
la population algérienne. Ensuite, nous avons essayé d’évaluer le différentiel ainsi que I'effet
combiné des polymorphismes d’intérét en fonction du tabagisme dans I'apparition et le
développement de ce type de cancer. Puis, nous avons cherché s’il y a des associations entre les

deux génes étudiés et les caractéristiques clinico-pathologiques du cancer de la vessie.

Par ailleurs, nous avons testé également 1’association entre les délétions des geénes GST et le
polymorphisme rs7988766 du gene TACC3 localisé a proximité du gene FGFR3 et représentant

un facteur de risque du cancer vésical selon la littérature (109).

I1.1. Fréquences des GST et association avec le cancer de la vessie :

Lors du déroulement de la réaction de la PCR multiplexe nous avons amplifié simultanément
des fragments de 480 pb du géne GSTT1, de 230 pb du gene GSTM1 et de 110 pb du géne f-
globuline, contrdle interne de la PCR. La bande de g-globuline sera présente dans tous les
profils de migration indiquant le succes de la PCR (voir photographie 3).

Les delétions homozygotes GSTM1 et GSTT1 sont caractérisées par une absence totale des
bandes correspondantes a 1’amplification. Dans notre étude nous tenons compte que des

délétions homozygotes car elles se traduisent par une perte totale de I’enzyme.
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Photographie 3 : Analyses des délétions GSTM1, GSTT1 par PCR multiplexe ; M, marqueur de taille
100 bp ; 1, GSTM1 0/0 et GSTT1 positive (M1-/T1+) ; 2, GSTM1 positive/GSTT1 0/0 (M1+/T1-) ; 3,4
et 5, GSTM1 0/0 et GSTT1 0/0 (M1-/T1-) ; 6, GSTM1 positive/GSTT1 positive (M1+/T1+).

Il ressort des résultats obtenus que le génotype GSTM1 0/0 (M1-) soit plus fréquent que le
génotype GSTT1 0/0 (T1-) dans notre population d’étude. Le génotype GSTM1 0/0 est retrouvé
avec une fréquence de 57,1% chez les patients et de 44,7% chez les témoins (Tableau 12). Cette
différence est statistiquement significative (p = 0,018). En effet, d’aprés la littérature il a été
rapporté que la fréquence de délétion homozygote du géne GSTM1 varie selon 1’origine
ethnique, elle est comprise entre 31% et 88% (128). Nos fréquences sont cependant proches de
celles retrouvées chez les populations tunisiennes et égyptiennes en particulier pour les témoins
(44,8% et 45,9% respectivement) (175-177).

En ce qui concerne le génotype GSTT1 nul, il est présent chez 39,4% des patients et 26,6%
des témoins (Tableau 12). Cette différence est statistiquement significatif (p = 0,009). Il s’avere
que ces proportions sont différentes de celles observées chez d’autres groupes ethniques (178).
Ainsi il a été rapporté que la fréquence du génotype GSTT1 nul était plus élevee chez les patients
Algériens que chez les patients Tunisiens (39,4% et 24% respectivement), alors qu’elle est
inversée chez les témoins (26,6% vs 30,4%) (130).

Au cours de cette étude nous avons mené une investigation pour prospecter une possible
implication des délétions des génes GSTM1 et GSTT1 dans la genese de cancer vésical en
Algérie. Pour ce faire, nous avons comparé les génotypes GST obtenus avec les génotypes
sauvages comme référence (GSTML positive, GSTT1 positive) en appliquant un test statistique
incluant témoins et patients, dans un premier temps pour chaque gene séparément puis pour les

combinaisons possibles des génotypes des deux génes étudiés.
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Les résultats obtenus montrent que la présence de délétion a 1’état homozygote des deux
génes d’intérét qu’ils soient pris en compte séparément ou combiné est statistiquement associée
au developpement du cancer de la vessie (p < 0,05) (Tableau 12). Le risque le plus élevé a eté
observé pour le génotype GSTM1 0/0 / GSTT1 0/0 (p = 0,001).

Tableau 12 : Fréquences génotypiques des genes GSTM1 et GSTT1 dans la population d’étude.

génotypes  Témoins % Cas % OR IC9%5% p-value

GSTM1
M1+ | 104 55,3% 75 4290% 1
M1- | 84 44,71% 100 57,10% 1,65 1,09-25 0,018
GSTT1
T1+ | 138 734% 106 60,6% 1
T1- | 50 26,6% 69 394% 18 115-2,8 0,009
GSTM1/GSTT1
M1+/T1+ | 76 40,4% 40 229% 1
M1+/T1- | 28 14,9% 35 20% 2,36 1,2-4,67 0,004
M1-/T1+ | 62 33% 66 37,1% 2,02 12-3,39 0,007
M1-/T1- | 22 11,7% 34 194% 29 144-6 0,001
M1-ou T1- | 112 59,6% 135 77,1% 2,29 1,45-3,6 0,0004

Nos résultats indiquent que dans la population algérienne le génotype GSTM1 0/0 confere
statistiquement une corrélation significative pour le risque global du cancer de la vessie
(p=0,018). Cette constatation est cohérente avec les résultats rapportés dans une méta-analyse
regroupant 26 études cas-témoins sur différents groupes ethniques incluant 5029 patients
atteints du cancer de la vessie et 6680 témoins, fournissant des preuves de 1’association du
génotype GSTML1 0/0 avec le risque de survenue d’un cancer vésical dans les populations

Asiatiques et Caucasiennes (179). Contrairement a ces groupes ethniques et & nos resultats,
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chez les Tunisiens et les Egyptiens les études ne montrent aucune association entre la délétion
du gene GSTML1 et le risque du cancer du la vessie (129, 130, 177, 180).

De méme pour le gene GSTT1, nous avons montré une association entre le genotype GSTT1 0/0
et la carcinogénése vésicale. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la méta-analyse
de Gong et al. (94) indiquant I’implication de la délétion du géne GSTT1 dans la genese de
cancers vésicaux chez les Caucasiens. Chez d’autres populations y compris les populations nord
africaines cette association n’a pas été prouvée (48, 94, 129, 130, 155, 177), a I’exception de
I’étude menée par Saad et al. (180) ou ils suggerent une association de cette délétion au risque

de développement d’un cancer de la vessie dans la population égyptienne.

L’analyse des combinaisons possibles entre les génotypes des deux genes d’intérét
(GSTM1/GSTT1) présentée dans le Tableau 12 montre que la présence d’au moins de I’un des
deux génotypes GSTM1 0/0 ou GSTT1 0/0 représente un facteur de risque pour le cancer de la
vessie (p < 0,05). Nous constatons qu’environ 77% des patients ont au moins 1’une des deux
délétions contre environ 59% des témoins, il apparait que le risque le plus important est associé
a la présence simultanée des deux délétions GSTM1 0/0 / GSTT1 0/0 (p = 0,001). Nos résultats
sont cohérents avec ceux rapportés dans des méta-analyses fournissant la preuve de corrélation
statistiquement significative entre la présence de la double délétion des genes GST étudiés et la
carcinogénese vésicale (94, 95). Ces observations peuvent étre expliquées par le fait que la
présence des deux délétions a I’état homozygote est associée a une réduction ou une perte totale
de I’activité enzymatique des Glutathion S-Transférases (48, 181). Dans ce contexte, on
pourrait suggérer que la présence de la double délétion GSTM1 0/0 / GSTT1 0/0 jouerait un réle
important dans la carcinogenése vésicale mettant en exergue le réle biologique important

accompli par les enzymes Glutathion S-transférases dans la détoxification des xénobiotiques.

11.2. Distribution des génotypes GSTM1 0/0 et GSTT1 0/0 selon I’age :

Nous avons analysé la répartition des polymorphismes GST en divisant notre échantillon en
deux groupes selon 1’age (plus ou égal a 50 ans pour le 1° groupe et inférieur a 50 ans pour le

2°™ groupe). Les résultats sont présentés dans le Tableau 13.
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Tableaul3 : Association du génotype GSTM1 et/ou GSTT1 avec 1’age de la population d’étude.

Cas % Témoins % OR IC p-value
<50 ans
Génotypes
(+/+) 7  20,0% 19 442% 1
(+/-) 8 22,9% 5 116% 41 08-22 0,08
(-/+) 16  457% 13 302% 3,2 09-12 0,054
(-/-) 4  11,4% 6 14% 1,8 0,3-10 0,45
Total 35 100,0% 43 100,0%
>50 ans
(+/+) 33  23,6% 57 39,3% 1
(+/-) 27  19,3% 22 152% 2,1 0,98-4,6 0,048
(-/+) 50 35,7% 50 345% 1,7 097-31 0,06
(-1-) 30 21,4% 16 11% 32 15-73 0,001
Total 140 100,0% 145 100,0%

Les tests statistiques montrent que chaque géne seul ne représente pas un facteur de risque
de carcinogénése vésicale pour les deux groupes (<50 ans et >50 ans). Pour le groupe <50 ans
la présence d’une double délétion des deux genes GSTM1 et GSTT1 n’est pas un facteur de
risque du cancer de la vessie, cependant, elle est fortement associée au cancer vésical pour les
patients de plus de 50 ans. La vulnérabilité du systeme immunitaire, la fragilité de I’organisme
avec 1’age en plus de la différence de la durée d’exposition aux facteurs de risque

environnementaux peuvent expliquer cette différence.
11.3. Combinaison GST-tabac et association au risque du cancer de la vessie :

Comme mentionné précédemment les génes de la famille GST en général et les génes
GSTM1 et GSTT1 en particulier jouent un réle important dans la phase I1 de détoxification d’un
large éventail de xénobiotiques y compris les HAP. Au cours de notre étude, nous avons aussi
démontré préalablement que le tabac referme un nombre important de xénobiotiques dont les
HAP et est associé au cancer de la vessie chez nos patients. Par conséquent vu que le role des
genes d’intérét est nettement lié au tabagisme nous avons cherché I’implication de la

combinaison polymorphisme GST-statut tabagique sur la genése du cancer vésical.

11.3.1. Cigarette :

La stratification des patients et des témoins selon les génotypes GST et le statut tabagique

est illustrée dans le Tableau 14.
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Tableau 14 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes GST et le statut

tabagique (cigarette).

Témoins % Cas % OR IC95% p-value

GSTM1-cigarette
Non-fumeurs
M1+ 58 309% 28 16% 1

M1- 56 298% 25 143% 09 045-186 0,87
Fumeurs ou anciens
fumeurs

M1+ 46 245% A7 269% 21 11-41 0,01
M1- 28 149% 75 429% 55 284-109 3,87E-08
GSTT1-cigarette

Non-fumeurs

T1+ | 81 431% 31 17,7% 1
T1- |33 176% 22 12,6% 1,7 0,8-36 0,1
Fumeurs ou anciens
fumeurs
T1+ 57 30,3% 75 429% 34 2-6 6,96E-06
T1- 17 9% 47 269% 7,1 34-154 6,3E-09

GSTM1/GSTT1-cigarette
Non-fumeurs
M1+/T1+ 38 202% 14 8% 1
M1+/T1- 20 10,6% 14 8% 19 0,7-52 0,2
M1-/T1+ 43 229% 18 103% 1,1 05-28 0,8
M1-/T1- 13 6,9% 7 4% 14 04-5 0,56
Fumeurs ou anciens
fumeurs
M1+/T1+ 38 202% 26 149% 18 08-44 0,17
M1+/T1- 8 4,3% 21 12% 6,9 23-22,7 0,0001
M1-/T1+ 19 10,1% 48 274% 6,7 28-168  1,33E-06
M1-/T1- 9 4,8% 27 154% 7,9 28-244  1,09E-05
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Les résultats indiquent une association non statistiquement significative entre les genotypes
GSTM1 0/0, GSTT1 0/0 pris en compte séparément ou les génotypes combinés GSTM1/GSTT1

et le risque du cancer vésical dans le groupe des non-fumeurs.

Cependant, nous avons remarqué que dans le groupe : fumeurs / anciens fumeurs, tous les
génotypes testés ont été révélés comme des génotypes a risque, a I'exception de la combinaison
GSTML1 positive / GSTT1 positive (p = 0,17). Il est important de noter que 1’association entre
le tabagisme et les génotypes d'un GST nul augmente considérablement le risque (OR = 6,7 ;
IC : 2,8-16,8 ; p = 1,33E-06) pour le genotype GSTM1 0/0 et (OR =6,9 ; IC : 2,3 -22,7,
p = 0,0001) pour le génotype GSTT1 0/0. Les fumeurs avec la présence concomitante des deux
délétions ont un risque plus accru de développer un cancer de la vessie (OR = 7,9; IC : 2,8-
24,4 ; p = 1,09E-05).

Cette combinaison géne-tabac est biologiquement plausible car les genes GSTM1 et GSTT1
sont impliqués dans la détoxification de phase Il des carcinogenes HAP présents dans la fumée
des cigarettes. Il est admis également que ce soit le génotype délété GSTM1 0/0 ou GSTT1 0/0,

provoque une réduction de I'activité enzymatique des enzymes de détoxification (48, 181).

Dans le groupe des non-fumeurs, I'exposition aux cancérogenes de la fumée de tabac est
moindre par rapport au groupe des fumeurs. Ce qui explique par ailleurs que les génotypes
délétés des genes GSTM1 et GSTT1 auront un effet moins nocifs chez les non-fumeurs. Au
regard des fumeurs actifs, I'exposition continue rend trés important le processus de
détoxification qui implique des interventions d'enzymes codées par les genes GSTML1 et (ou)
GSTTL, si ces derniers sont défaillants, ils entraineront I’accumulation de 1’effet nocif des
carcinogenes au fil du temps et seront susceptibles d’induire le processus de cancérisation,
Rouissi et al. (129) ont rapporté un risque accru aprés la combinaison de nombreux facteurs, y

compris les génotypes GSTM1nul, GSTT1nul et tabagisme.

Nous concluons que l'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 1’0Odds ratio présentée dans notre étude (OR = 7,9).
11.3.2. Tabac a priser :

La stratification des patients et des témoins selon les génotypes GST et le tabac a priser est

illustrée dans le Tableau 15.
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Tableau 15 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes GST et le statut

tabagique (tabac a priser).

Témoins % Cas % OR IC95% p-value
GSTM1-tabac a priser
non-consommateur
M1+ 54 28,72% 37 21,14% 1
M1- 49 26,06% 51 29,14% 151 08-27 0,15
consommateur ou
anciens consommateur
M1+ 50 26,60% 38 21,71% 11 06-2 0,7
M1- 35 18,62% 49 28,000 2 1,1-3,7 0,02
GSTT1-tabac a prier
Non-consommateur
T1+ 71 37,77% 49 28,0000 1
T1- 32 17,02% 39 2229% 1,76 0,98-3,2 0,06
consommateur ou
anciens consommateur
T1+ 69 36,70% 57 3257% 12 0,7-2 0,48
T1- 16 8,51% 30 17,14% 2,7 1,3-59 0,006
GSTM1/GSTT1-tabac a
priser
non-consommateur
M1+/T1+ 36 19,15% 17 9,71% 1
M1+/T1- 18 9,57% 20 1143% 23 09-6 0,055
M1-/T1+ 35 18,62% 32 1829% 19 08-44 0,09
M1-/T1- 14 7,45% 19 1086% 2,8 1,1-7.8 0,02
consommateur ou
anciens consommateur
M1+/T1+ 41 21,81% 23 13,14% 1,19 05-28 0,7
M1+/T1- 9 4,79% 15 857% 35 1,1-11 0,02
M1-/T1+ 28 14,89% 34 1943% 25 1,1-59 0,01
M1-/T1- 7 3,72% 15 8,57% 44 14-15 0,005

Les résultats obtenus pour la combinaison GST-tabac a priser sont similaires a ceux de la

combinaison GST-cigarette mais avec un effet moins marqué. Comme il est porté sur les deux

Tableaux (14 et 15), le fait d’avoir I'un ou les deux génotypes a risque associé a la

consommation de tabac sous ses deux formes augmenterait le risque par rapport a la présence

des facteurs génétiques testés seuls, toutefois le risque est plus élevé chez les patients avec 1’'un

ou les deux génotypes délétés consommant des cigarettes que pour ceux renfermant 1’un ou les

deux génotypes délétés et consommant le tabac a priser. Il est a noter qu’aucune étude ne

rapporte cette association entre la combinaison GST-tabac a priser et le cancer de la vessie.
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Nous concluons gque la combinaison GST-tabac (fumé ou prisé) présente un facteur de risque

élevé en comparaison avec les génotypes a risque seuls ou la consommation de tabac seul.

I1.4. Interaction des polymorphismes des génes GSTM1, GSTT1 avec les paramétres
clinico-pathologiques :

Comme il est observé dans le Tableau 16 les répartitions du stade et du grade tumoral ne
montrent aucune différence significative avec la présence ou 1’absence des délétions des géenes
étudiés (p > 0,05). Selon la bibliographie plusieurs études n’ont montré également aucune
association entre les délétions des genes GSTM1 et GSTTL1 et le stade et le grade des tumeurs
(117, 119, 155). Il est a noter, dans notre cohorte que la majorité des patients avec des tumeurs
de stade Ta (23/34) présente une délétion du géne GSTML, en particulier chez les patients qui
ont des tumeurs TaG1-G2, dont 89% ont au moins 1’'une des deux délétions (Tableau 16). Cette
fréquence est supérieure a celle observée dans la population générale (environ 60%). Cela nous
incite a penser que les délétions des génes GST sont des mutations qui peuvent étre responsable

de I’initiation du processus de carcinogénese.

Tableau 16 : Distributions des délétions des genes GSTM1 et GSTT1 selon les stades et grades

des tumeurs

TaG1-G2 TaG3 T1 >T2 p-value
M1+ 5 26% 6 40% 38 45% 25 45% 0,5
M1- 14 74% 9 60% 47 55% 30 55%
T+ 12 63% 9 60% 47 55% 37 67% 0,55
T1- 7 37% 6 40% 38 45% 18 33%
+/+ 2 11% 4 27% 19 22% 14 25% 0,4
+/- 3 16% 2 13% 19 22% 11 20%
-/+ 10 53% 5 33% 28 33% 23 42%
-/- 4 21% 4 27% 19 22% 7 13%
19  100% 15 100% 85 100% 55 100%
M1-ou T1- 17 89% 11 73% 66 78% 41 75% 0,6

I1.5. Association des délétions des génes GST-cigarette-récidive des tumeurs :

La confrontation des données sur les individus ayant une récidive d’une tumeur vésicale et
les polymorphismes étudiés n’a pas montré d’association ni avec les délétions des genes
GSTM1 et GSTT1 ni avec la combinaison GST-cigarette (p > 0,05). Cependant, la fréquence de

la double délétion (M1-/T1-) semble plus importante chez les patients qui ont déja eu une
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récidive (22,3%) dont la majorité ont le profil fumeurs (19,15%) par rapport aux patients double

délétés pour les genes d’intérét et qui n’ont jamais eu de récidive (16%) (Tableau 17).

Tableau 17 : Associations des génotypes des genes GSTM1 et GSTT1 au risque de la récidive :
combinaisons gene-gene et génes-cigarettes.

Patients R % NR % OR IC p-value
génotype
M+| 36 38,30% 39 48,15% 1
M-| 58 61,70% 42 51,85% 1,44 0,8-2,6 0,24
T+| 54 57,45% 52 64,20% 1
T-| 40 42,55% 29 35,80% 1,38 0,7-2,6 0,35
(+/+)| 17 18,09% 23 28,40% 1
(+/-)| 19 20,21% 16 19,75% 16 0,6-4,4 0,36
(-/+)| 37 39,36% 29 35,80% 1,6 0,7-39 0,32
(-/-)| 21 22,34% 13 16,05% 22 08-6,1 0,1

Total | 94 100,00% 81 100,00%
Génotype-cigarette
non-fumeurs | 29 30,85% 23 28,40%

M1+| 14 1489% 13 16,05% 1

M1-| 15 1596% 10 1235% 1,38 0,4-48 0,59
Ti1+| 17 18,09% 13 16,05% 12 04-4 08
T1-| 12 1277% 10 12,35% 11 0,3-4 1

(++)| 5 532% 7 864% 1

(+-) 9 957% 6 7,41% 2 03-13 0,45
I+)| 12 1277% 6 7,41% 2,7 05-16 0,26
(1) 3 319% 4 494% 1,05 0,1-10 1

fumeurs ou anciens fumeurs| 65 69,15% 58 71,60%

Mi+| 22 2340% 26 32,10% 1
M1-| 43 4574% 32 39,51% 1,6 0,7-35 0,27
T1+| 37 3936% 39 48,15% 1

T1-| 28 29,79% 19 23,46% 1,5 0,7-35 0,27
(+/+)| 12 1277% 16 19,75% 1

(+/-)| 10 10,64% 10 12,35% 1,3 0,36 - 4,9 0,77
(-1+)| 25 26,60% 23 28,40% 1,44 05 -4,13 0,48
(-1-)| 18 19,15% 9 11,11% 26 08-9 0,1

R : récidive, NR : pas de récidive.
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I11. Etude du polymorphisme rs798766 du gene TACC3 :

Le polymorphisme rs798766 est I'un des marqueurs bialléliques dont I’association au cancer
de la vessie a été rapportée ces dernieres années. La variation de ce SNP est C—T avec 1’all¢le
C sauvage et I’alléle T muté. Ce polymorphisme est situé sur I’intron 5 du géne TACC3. Les
deux genes, TACC3 et FGFR3 sont connus pour étre impliqués dans la carcinogénése vésicale
(109). 11 a été démontré que la présence de 1’allele muté du polymorphisme rs798766 est
observée le plus souvent dans des tumeurs avec des mutations activatrices sur le gene FGFR3
(182). Wang et al. (113) ont aussi trouvé que la présence de I’alléle muté du polymorphisme
1s798766 est associé¢e a une forte expression de ’ARNm du géne FGFRS.

Afin de mettre en évidence une éventuelle association entre ce polymorphisme (rs798766 du
géne TAAC3) et la survenue du cancer vésical nous avons effectué¢ 1’analyse génotypique par

QPCR precédée par un séquencage permettant le calibrage de la technique.
I11.1. Génotypage par séquencage :

Avant de pouvoir mettre au point un protocole pour la QPCR, nous avons procédé au
séquencage de huit (8) échantillons parmi nos ADN. Trois (3) d’entre eux ont été utilisés
comme contrbles représentant les trois (3) génotypes possibles du polymorphisme d’intérét
(homozygote muté, hétérozygote et homozygote sauvage). Ces ADN dont le génotype a été
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.
111.1.1. Amplification de la région du gene TACC3 portant le polymorphisme rs798766 :

Nous avons choisi les amorces par modélisation par rapport a la région d’intérét sur
I’intron 5, en accordant une importance toute particuliére pour 1’amplification d’une séquence
suffisamment grande (311 pb), de telle fagon que le polymorphisme étudié soit a une bonne
distance des deux extrémités de la séquence amplifiée et d’obtenir un bon profil de séquencage.
Tenant compte de la Tm, "melting temperature™ qui doit étre voisine pour les deux amorces,
d’une composition en bases équilibrée, d’une absence de complémentarité entre les dernieres
bases des extrémités 3' des amorces entre elles (formation de dimeres) et la non-formation de

structures secondaires (épingles a cheveux) pour chaque amorce.

La mise au point de la technique a permis une bonne amplification avec une température
d’hybridation de 62 °C.
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111.1.2. Séquencage :

Aprés la mise au point de la PCR, nous avons amplifié les huit ADN dont le but de les
séquencer. Les profils obtenus sont ceux d’un homozygote muté, 4 homozygotes sauvages et 3

hétérozygotes comme présentés dans la Figure 16 et le Tableau 18.

Homozygote muté

Homozygote sauvage

[ | W | 1 -B . 11 |
T T T GGTAGG AlTGATGGCTGAGTT

15 20 25 3!0 35

o

Figure 16 : Profil de séquencage d’un homozygote muté, d’un homozygote sauvage et d’un

hétérozygote

hétérozygote du polymorphisme rs798766.
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Tableau 18 : Résultat du génotypage du polymorphisme rs798766 par séquencage.

N° échantillon d’ADN | Génotype
El TT
E2 cC
E3 CT
E4 CcC
E5 cC
E6 cC
E7 CT
ES CT

PS : (TT), génotype homozygote muté ; (CT) génotype hétérozygote et (CC) génotype homozygote sauvage.

111.2. Génotypage par la QPCR :

Aprés plusieurs essais de température d’hybridation nous avons obtenu un bon profil

d’amplification a 60°C avec une fluorescence optimale et des résultats de génotypage des

échantillons testés identiques & ceux obtenus préalablement par séquencage (Figure 17).

Endpoint Fluorescence Scatter Plot

Fluorescence (533-580)
-
=
=
=
T

L2

F Y

5000 10000 15000 0 20000 25000 30000 35000 40000 45000

Fluorescence [465-510)

Figure 17 : Profil d’amplification par QPCR analysé par le logiciel LightCycler 480 obtenu aprés

amplification de la région du géne TACC3 incluant le polymorphisme rs798766. L’axe des « y » fluorescence a
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 sauvage marqué par le VIC (ADN E2) ; en bleu :

homozygote muté marqué par le FAM (ADN E1) et en rouge : hétérozygote marqué par les deux fluorochromes

VIC/FAM (ADN E3).
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Le bon déroulement de I’essai nous a permis de lancer des QPCR pour des plaques de 96
puits procédant au genotypage de tous nos ADN (témoins et patients). Les résultats sont
présentés dans la Figure 18.
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Figure 18 : Profil d’amplification par QPCR analysé par le logiciel LightCycler 480 obtenu aprés amplification

de la région du géne TACC3 incluant le polymorphisme rs798766. Les profils encadrés en rouge correspondent &

ceux des patients, les profils encadrés en bleu correspondent & ceux des témoins. Les triangles verts : hybridation
avec la sonde VIC seulement (génotype homozygote sauvage) ; les triangles bleus : hybridation avec la sonde
FAM seulement (génotype homozygote muté) ; les triangles rouges : double hybridation avec les deux sondes

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

111.3. Les ADN non déterminés par le logiciel LightCycler 480 :

Pour quelques ADN le logiciel n’a pas pu déterminer le génotype ou bien il a donné un
résultat négatif (pas d’amplification). Pour répondre a ces questions nous avons réalisé le
séquencage de ces échantillons. Pour les ADN P2 et T2 (indiqué sur la Figure 18) nous n’avons
pas pu determiner le génotype. Cependant, pour les ADN P1 et T1 le séquencage a indiqué que

I’ADN P1 est un hétérozygote alors que I’ADN T1 est un homozygote muté (Figure 19).
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Figure 19 : Comparaison entre les profils obtenus par QPCR et séquencage des échantillons P1 et T1.

I11.4. Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme rs798766 et association

avec le cancer de la vessie :

L’analyse des résultats du génotypage du géne TACC3 pour le polymorphisme rs798766
démontre que le génotype muté TT est rare dans notre population d’étude. Il n’est présent que
chez environ 2% des témoins et 4% des patients. Cependant, la fréquence de I’allele T est
homogene pour les deux groupes : 19,83% chez les patients et 19,62% chez les témoins. Le
génotype sauvage est trés répandu dans notre population d’étude, représenté chez plus de 60%
des patients et témoins. Comme il est indiqué dans le Tableau 19, le test statistique ne montre
aucune association entre le polymorphisme rs798766 et le cancer de la vessie, ce qui nous
permet de conclure que ce polymorphisme ne constitue pas un facteur de risque de la

carcinogénése vésicale dans notre population (p > 0,05).

La rareté du génotype muté est remarquée dans tous les groupes ethniques, sa fréquence
varie entre 0,0% et 17% selon les populations (183). Les fréquences génotypiques obtenues
chez nos témoins sont tres proches de celles publiées dans le projet HapMap impliquant des
individus d’origine Nord-Ouest Européen (CC = 62,83%, CT =34,51% et TT = 2,65%) (183).

La fréquence allélique de I’alléle T est comprise entre 0,0% et 36% selon les populations. Il
est a noter que les fréquences observées dans notre étude sont proches de celles retrouvées dans
les populations indiennes ou d’origine Nord-Ouest Européen du projet HapMap et des

populations chinoises ou Japonaises du projet 1000 génomes (183, 184).

67



Résultats et discussions

Tableau 19 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme rs798766 dans la

population d’étude.

Témoins % Cas % OR IC 95% p-value
TACC3
cC 118 63,44% 112 64,37% 1
CT 63 33,87% 55 31,61% 09 06-14 0,7
1T 5 2,69% 7 4,02% 15 04-6 0,56
total 186 100,00% 174 100,00%

allele C 299  80,38% 279 80,17% 1
allele T 73 19,62% 69 1983% 101 0,7-1,5 0,94
total 372 100,00% 348 100,00%

D’aprés la méta-analyse de Meng et al. (109), I’absence d’association statistique entre le
polymorphisme rs798766 et le cancer de la vessie conclue dans notre étude concorde avec
plusieurs études Européennes (Belgique, Pays-Bas, Royaume-Uni et Italie). Cependant, nos
résultats se trouvent contradictoires avec les études menées sur les populations asiatiques et
Caucasiennes qui ont rapporté que le polymorphisme d’intérét peut étre considéré comme un
éventuel facteur de risque génétique du cancer vésical, parmi ces études, il y a plusieurs études
d’association a I’échelle génomique (GWAS) (109).

La faible fréquence du génotype TT rend 1’association statistique entre le polymorphisme
rs798766 et le cancer de la vessie difficile a mettre en évidence et un échantillonnage plus

important permettrait une éventuelle mise en évidence de cette association.

Bien que les tests statistiques de certaines études aient rapporté 1’association entre le
polymorphisme rs798766 et le cancer vésical, le mécanisme d’action de ce polymorphisme dans
la carcinogénése vésicale n’a pas été complétement élucidé. Dans ce contexte, seulement

certaines hypotheses ont été postulées :

- premierement, du fait qu’il a été rapporté précédemment qu’une association statistiquement
significative existe entre I’alléle T du polymorphisme rs798766 qui se trouve en amont du
géne FGFR3 et la surexpression de ce dernier (182, 185), il a été suggéré que le
polymorphisme rs798766 serait positionné dans la région régulatrice du géne FGFR3
induisant de ce fait I’amélioration de I’activité du promoteur de ce dernier géne, déclenchant

sa surexpression et entrainant finalement la transformation tumorale,
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- deuxiémement, la fréquence élevée de 1’alléle a risque pourrait induire une surexpression du
géne TACC3 favorisant massivement la division cellulaire et accélérant la formation de

tumeurs initiées préalablement par ’activation du récepteur FGFRS3,

- troisiemement, puisque dans la majorité des études GWAS ou il a été rapporté une
corrélation entre rs798766 [T] et le cancer de la vessie a été également rapporté une
corrélation significative entre rs9642880 [T] (30 kb en amont de MYC et qui exerce une
régulation a long terme pour MYC) (186) et la carcinogénese vésicale, ce qui laisse supposer
I’implication du polymorphisme rs798766 dans les voies de signalisation MYC favorisant le
cancer vésical (187, 188).

I1L5. Distribution des génotypes rs798766 selon 1’age :

La division de nos effectifs selon 1’age (dans les groupes moins de 50 ans et plus ou égal a
50 ans) ne montre aucune différence des fréquences des génotypes rs798766 par rapport aux
fréquences initiales globales. Cependant, nous avons remarqué une absence totale du génotype
homozygote muté parmi les patients ayant moins de 50 ans. Cela peut étre di d’une part a la
rareté du génotype homozygote muté et d’autre part a I’effectif restreint de la catégorie des
patients moins de 50 ans. Comme le montre le Tableau 20 les tests statistiques ne rapportent
aucune association entre le polymorphisme étudié et le cancer de la vessie dans les deux
catégories d’age. Contrairement a nos résultats, Kiemeney et al. (182) ont trouvé une
association plus importante entre 1’allele muté du SNP rs798766 et le cancer de la vessie chez

des patients avec un age précoce.
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Tableau 20 : Association des génotypes du polymorphisme rs798766 avec 1’age.

Témoins % Cas % OR IC 95% p-value
<50 ans
TACC3
CcC 27  62,79% 21 61,76% 1
CT 14 32,56% 13 38,24% 1,19 04-34 0,81
TT 2 4,65% 0 0,00% / / /
43 100,00% 34 100,00%
allele C 68 79,07% 55  80,88% 1
allele T 18 20,93% 13  19,12% 09 04-21 0,84
86 100,00% 68 100,00%
>50 ans
TACC3
CcC 91 63,63% 91 65,00% 1
CT 49  34,26% 42  30,00% 0,86 05-1,4 0,55
TT 3 2,11% 7 5,00% 23 05-14 0,3
143 100,00% 140 100,00%
allele C 231 80,76% 224 80,00% 1
allele T 55  19,24% 56 20,00% 1,05 0,7-1,6 0,82
286 100,00% 280 100,00%

111.6. Combinaison rs798766-tabac et leurs associations avec le risque du cancer vésical :

Il est bien admis que le cancer vésical est une maladie multifactorielle ave une susceptibilité
individuelle dépendant de la constitution génétique et de I’exposition aux facteurs
environnementaux. Méme si du point de vue fonctionnel le géne TACC3 n’a pas de relation
directe avec la consommation de tabac, un effet additif suite a la combinaison de plusieurs
facteurs de risque pourrait augmenter le risque du cancer vésical comme a été rapporté par
Rouissi et al. (129). Dans ce contexte, nous avons établi la stratification des génotypes rs798766
de notre population d’étude selon le facteur tabac. Les résultats sont présentes dans les Tableaux
21 et 22.

111.6.1. Cigarette :

La stratification des patients et des témoins selon le génotype rs798766 et le statut tabagique
est décrite dans le Tableau 21. Comparativement aux non-fumeurs ayant le génotype CC
comme référence, les résultats indiquent une absence d’association entre les génotypes CT/TT

et le risque du cancer de la vessie dans le groupe des non-fumeurs. Cependant, un risque
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significativement accru du cancer vésical a été observé chez les fumeurs possédant les
génotypes CC et CT/TT (OR = 4,3, IC 95% : 2,4-8, p < 0,001 et OR = 3,4, IC 95% : 1,7-7,
p < 0,001 respectivement). Néanmoins, aucun effet additif entre rs798766 et le statut tabagique
(cigarette) n’a été détecté. Le méme résultat est rapporté par Wang et al. (113). Cette
constatation ne fait que mettre en évidence I’effet du tabac qui est considéré comme le facteur

de risque le plus incriminé de cette étiologie (3, 23).

Tableau 21 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes du polymorphisme

rs798766 et le statut tabagique (cigarettes).

TACC3-cigarette  Témoins % Cas % OR IC 95% p- value
Non-fumeurs
ce 70 37,63% 28 16,09% 1
CT/TT 37 21,51% 23 13,22% 14 0,7-3 0,3

Fumeurs ou anciens fumeurs
CC 48 25.81% 84 48,28% 43 24-8 <0,001
CT/TT 28 15,05% 39 22,41% 34 1,7-7 <0,001

111.6.2. Tabac a priser :

Comme pour la cigarette, 1’association rs798766-tabac a priser ne représente pas un facteur
de risque pour le cancer de la vessie (Tableau 22). Nos résultats ont montré que la plupart des
patients possédant le génotype TT du polymorphisme rs798766 (6/7) ne sont pas des
consommateurs de cette forme de tabac. Cela confirme bien que ce polymorphisme rs798766
ne présente aucune association avec la consommation du tabac. Il est a noter, qu’aucune étude

n’a été réalisée dans ce contexte préalablement.
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Tableau 22 : Stratification des patients et des témoins selon les génotypes du polymorphisme
rs798766 et le statut tabagique (tabac a priser).

rs798766-tabac a Témoins % Cas % OR 1C 95% p-value
priser

Non consommateur

CC 63 63,00% 48 55,81% 1
CT/TT 37 37,00% 38 44,19% 13 07-24 0,32
Total 100 86

Consommateurs ou anciens

consommateurs

CC 54 63,53% 63 72,41% 153 09-2.9 0,11
CT/TT 31 36,47% 24 27,59% 1 05-2 1
total 85 87

I11.7. Interaction entre le polymorphisme rs798766 et les parametres clinico-

pathologiques :

Comme indiqué précédemment, la présence d'un allele muté du polymorphisme rs798766
est associée a une forte expression du géne FGFR3 (182). D'autre part, la surexpression de
FGFR3 est plus observée dans les tumeurs vésicales non invasives (107). Pour ces raisons, nous
avons essayé d'établir une association entre le polymorphisme rs798766 et les caractéristiques
clinico-pathologiques du cancer de la vessie. Or, les résultats obtenus, n’ont montré aucune
association entre 1’alléle rs798766 [T] et le stade ou le grade tumoral (p > 0,05) (Tableau 23),
ce qui est conforme aux résultats de Yates et al. (189). Contrairement, d'autres études ont conclu

une association de I’alléle muté avec des tumeurs de faible stade et bas grade (113, 182).

D’apres les résultats de notre étude, nous avons remarqué que 1’allele [T] semble étre plus
présent chez les patients avec des tumeurs non invasives TaG1-G2 (40%) impliquées dans la
premiére voie de progression (voie FGFR3) par rapport aux patients qui ont des tumeurs TaG3

(13%) impliquées dans la deuxiéme voie de progression dite voie TP53.
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Tableau 23 : Répartition des genotypes du polymorphisme rs798766 selon les grades des

tumeurs.
TaG1-G2 TaG3 T1 >T2 p-value
CcC 12 60% 13 8% 46 57% 36 71%
CT 8 40% 2 13% 31 38% 12 24%
TT 0 0% 0 0% 4 56 3 6%
CTT 8 40% 2 13% 35 43% 15 29% 0,099
20 100% 15 100% 81 100% 51 100%

111.8. Association entre le polymorphisme rs798766 et la récidive des tumeurs :

En ce qui concerne le risque de récidive, la fréquence la plus importante (46,7 %) a été

observée chez les patients ayant des tumeurs non invasives (TaG1-G2) et porteurs de ’alléle a

risque du polymorphisme rs798766 (Tableau 24). Néanmoins, aucune association n'a été

détectée entre le polymorphisme étudié et le risque de récidive (p = 0,6). Ces résultats sont

contradictoires a ceux rapportés par Kiemeney et al. (182) qui ont montré que la présence de

I’alléle muté chez les patients avec des tumeurs non infiltrantes est associée a un risque plus

important de récidive. Dans notre cas, cette absence d’association peut étre due a la faible taille

de notre échantillon.

Tableau 24 : Association entre génotypes du polymorphisme rs798766 et risque de récidive.
patients R % NR % OR IC p-value
TACC3
génotype

CcC 58 63,04% 54 65,85% 1
TT/ICT 34 36,96% 28 34,15% 1,13 0,58-2,2 0,75
Ta G1-G2 15 75% 5 25%
cC 8 53,3% 4 80% 1
TT/ICT 7 46,7% 1 20% 0,3 0,005-4,1 0,6

R : récidive, NR : pas de récidive.
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IV. L’effet combiné des trois polymorphismes étudiés (allele T du polymorphisme

rs798766, GSTM1 0/0 et GSTT1 0/0) :

La combinaison des trois facteurs (la présence de ’allele T du polymorphisme rs798766, le
génotype GSTM1 0/0 et le génotype GSTT1 0/0) représente un risque élevé de développer un
cancer vésical (OR = 7,1, p = 0,0003). L’association de tous ces facteurs a risque au statut
tabagique augmente considérablement ce risque (OR = 13,1, p = 0,0002) (Tableau 25).

Il est remarquable que le nombre des témoins avec les trois polymorphismes a risque étudiés
est trés bas (5 témoins seulement), parmi ces derniers seulement 2 sont des consommateurs de
tabac. Plusieurs études ont déja rapporté 1’effet additif des facteurs de risque du cancer vésical
démontrant que plus le nombre des polymorphismes a risque est important plus le risque de
développement d’un cancer vésical est accru, ce risque se trouve augmenté d’avantage avec la

consommation du tabac (129, 190).

Tableau 25 : Effet combiné des délétions GSTM1, GSTT1, de I’allele [T] du polymorphisme
rs798766, de la consommation du tabac et association au risque du cancer vésical.

Témoins % Cas % OR IC p-value
rs 798766 (CC)/M1+/T1+ \ 52 28,3% 23 13,6% 1
rs 798766 (CT ou TT)/M1-/T1- 5 2,7% 17 10,1% 7,1 21-27,7 0,0003
rs 798766 (CT ou TT)/M1-/T1-/ cigarette \ 2 109% 12 7,10% 13,1 2,6-130 0,0002
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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 la vieillesse puisque la grande majorité des cas (80%)
sont diagnostiqués apres I'age de 50 ans. Nos résultats ont montré également que presque 70 %
de nos patients sont des fumeurs et que le risque se trouve augment¢ avec la durée d’exposition
au tabac et la quantité de cigarettes consommeées ce qui ramenent des preuves concretes que le
tabagisme est un facteur de risque important dans la survenue et le développement des cancers
vésicaux. Par ailleurs, aucune association n’a été démontrée entre le tabac a priser et la
carcinogénese vésicale dans notre population. Les données clinico-pathologiques ont rapporté
que la majorité des cas présentent des tumeurs PT1 de grade Ill, ce qui justifie la fréquence

élevée de récidive (54%).

Notre travail de recherche a démontré que I’absence des Gluthation-S-transférases, par
délétion homozygote du gene GSTML1 et /ou du gene GSTT1 sont associées a un risque éleve de
cancer de la vessie. Leur déficit total ou partiel conduit a un défaut de détoxification des
substances carcinogenes, dont I'accumulation est responsable d'un effet génotoxique, favorisant
la tumorigénése. L’association de ces polymorphismes avec les carcinogénes du tabac,
augmentent nettement le risque de susceptibilité a ce type de cancer.

Les résultats que nous avons obtenus dans la prospection du polymorphisme rs798766 porté
par le géne TACC3 a montré que 1’alléle muté T n’est pas un facteur de risque du cancer vésical.
Ceci s’explique par la faible fréquence du génotype muté TT dans notre population d’étude. 11
est a noter, que I’effet additif des trois polymorphismes a la fois et la consommation du tabac

augmente considérablement le risque du cancer de la vessie.

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.
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Conclusion et perspectives

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

judicieux de :

- derechercher un lien éventuel entre le cancer de la vessie et I’exposition professionnelle
dont I’objectif est 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.

- d’¢largir la taille de I’échantillon afin de pouvoir tirer des conclusions cohérentes sur
I’association du polymorphisme rs798766 et la carcinogéneése vésicale.

- d’aprés la littérature, le polymorphisme rs798766 est porté sur le gene TACC3
positionné a 70 kb du géne FGFRS3. 11 a été démontré que la présence de 1’alléle muté
du polymorphisme rs798766 est observée le plus souvent dans des tumeurs avec des
mutations activatrices sur le gene FGFR3 et qu’il est associé a une forte expression de
I’ARNm du géne FGFR3. Dans ce contexte, au lieu d’explorer les mutations au niveau
du géne FGFR3 impliquées dans 1’étiologie des tumeurs de bas grades de la vessie, il
serait intéressant d’explorer le SNP rs798766. Ce qui permettrait d’établir un diagnostic
des tumeurs non infiltrantes de vessie plus rapide et moins couteux que celui réalisé par
recherches de mutations FGFR3.

- Tres récemment il a été mis en évidence un gene nommé FT3 formé de la fusion des
deux genes FGFR3 et TACC3 suite a des réarrangements intrachromosomiques au
niveau du chromosome 4 et qui a été impliqué dans la carcinogénese vésicale. Dans ce
contexte il serait intéressant de chercher ce gene de fusion dans notre population d’étude
et d’explorer son association avec le degré d’agressivité de ce type de cancer.

- d’analyser d’autres polymorphismes génétiques impliqués soit dans le métabolisme des
xenobiotiques tels que le gene NAT2, soit dans les systémes de réparation d’ADN ou

dans le métabolisme des folates ...
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ANNEXE 1 :

Questionnaire
Date de prélévement : .../.../....
N° du patient :...ceeeeeniiniieeennnns
[N\ [o] 1 4 I
Prénom : ....ooooveii .
Age i
SEXE It
AU ESS & oottt
PO S S 0N T
Age du diagnostic :...........
Fumeur : Oui [ Non [ ancien fumeur [
Tabac a priser : Oui [ Non [] ancien consommateur []
Antécédent familial : cancer de la vessie Oui [ Non [
Autres cancers Oui [ Non [J
Examen :
- Cytologie urinaire 0
- Biopsie 0
- Cystoscopie 0
- Echographie 0
- ECBU O
Traitements :
- Chirurgie endoscopie (1 nombre d’intervention...............
Générale N
- Chimiothérapie 0
- Immunothérapie BCG O
Histologie :
- Classification TNM : ...,
- Envahissement ganglionnaire : Oui [ Non [
- Récidive : Oui [ Non []
- D’autres tumeurs : Oui [ Non [



ANNEXE 2 :

Consentement pour la participation a une étude scientifique

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

JOIMBUIANT Q.o e e 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 étude 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 a tout moment.

J’accepte que mes échantillons biologiques soient conserves et utilises 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 :

© o N o U

Protocole d’extraction de PADN (méthode au NaCl)

(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 MgCl,, 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
élimination 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 NacCl).

Rajouter 200 pl de 1’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 4 :

Estimation qualitative et semi-quantitative de I’ADN extrait par

électrophoreése sur gel d’agarose

1. Préparer un gel d’agarose a 1% dans du tampon TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM Acide
borique, 2 mM EDTA, pH 8,0) supplémenté de 0,5 pug/ml de Bromure d’éthidium
(Sigma®).

2. Préparer les échantillons a déposer : 1 ul ADN génomique + 9 ul H.O + 5 pl Bleu de
dépét (0,05% Bleu de bromophénol, 60% Glycérol).

3. Préparer la gamme de concentration a partir d’'un ADN A (50 ng/ul, Pharmacia®) : 100
ng, 200 ng et 400 ng.

4. Déposer les échantillons et la gamme dans les puits du gel.

5. Lancer I’¢lectrophoréese dans du tampon TBE 1X pendant 30 min a 100 V.

6. Visualiser ’ADN sous rayons UVs.



ANNEXE 5:

Révélation des produits d’amplification de 1a PCR multiplex par

électrophorése sur gel d’agarose

1. Préparer un gel d’agarose a 1,5% dans du tampon TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM Acide
borique, 2 mM EDTA, pH 8,0) supplémenté de 1 pl sybersafe (Thermo Fisher®).

2. Préparer les échantillons a déposer : 15 pl produit PCR + 5 pl Blue/orange 6X loading
Dye de Promega.

3. Préparer le marqueur de taille : 1 pl de marqueur de taille (100-base pair ladder,
BioLabs®) + 9 ul H20 + 5 pl Blue/orange.

4. Déposer les échantillons et le marqueur de taille dans les puits du gel.

5. Lancer I’¢lectrophorése dans du tampon TBE 1X pendant 30 a 40 min a 100 V.

6. Visualiser les produits d’amplification sous rayons UVs.

5,000
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00
o0
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Figurel : profil de migration sur gel d’agarose d’un marqueur de taille 100 pb.
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ABSTRACT

Objective: Glutathione S-transferase mu 1 (GSTM1) and GST theta 1 (GSTT1) genes are two xenobiotic metabolizing genes in Phase Il of the detoxification
process. The polymorphisms of GSTM1, GSTT1 genes, and smoking are involved in many cancers such as bladder cancer. Our aim was to assess the role
of smoking status and GSTM1 and GSTT1 null genotypes in bladder cancer development in Algerian population.

Methods: The current case-control study included 175 bladder cancer patients and 188 controls matched for age, gender, and ethnic origin. The
GSTM1 and GSTT1 genotypes were determined by multiplex polymerase chain reaction using blood genomic DNA. Possible associations of stage and
grade with the obtained genotypes were also tested.

Results: A significant associations were observed between bladder cancer risk and tobacco smoke (p value: p=1.21E-08), GSTM1 null genotype
(p=0.018), GSTT1 null genotype (p=0.009), and GSTM1/GSTT1-double null genotype (p=0.001). The combined effect of smoking and testing deletions
increased the risk of bladder cancer and the most important risk was observed among smokers carrying GSTM1/GSTT1-double null genotype
(p=1.09E-05). No significant association was shown between stage and grade of bladder cancer and the testing genotypes.

Conclusion: This study indicated that smoking, GSTM1 null, GSTT1 null, and GSTM1/GSTT1-double null genotypes individually represent a risk factor
for bladder cancer in Algerian population. The interaction smoking gene increased the risk considerably. In fact, it is suggested that patients with

cigarette smoking habit and combined GSTMI and T1 genes deletion might be at increased risk of bladder cancer.
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INTRODUCTION

Cancer is currently estimated to be a major cause of deaths worldwide
[1]. Urothelial bladder cancer is one of the commonly occurring cancers
[2]. It is the 7" most commonly diagnosed cancer in males and the 17 in
females worldwide. Global estimates suggest that there are annually 330-
400 bladder cancer cases with 123,100 related deaths in the word [3].

In North African men, bladder cancer is the most common cancer after
liver and lung cancers, accounting an annual estimated incidence of
11,225 with 5489 deaths [3]. Between 2006 and 2010, the incidence for
Algerian men were 10.3/100,000 person-years, this represents 9.1% of
the global cancer incidence in Algeria [4].

Bladder cancer can be muscle-invasive or non-invasive and classified as
high-grade or low-grade tumor, respectively [5]. The risk of this disease
increases with advancing age and most cases are diagnosed above
65 years of age [6]. The incidence is 5-7 times higher in males than in
females in Algeria and North Africa [3,4].

It is admitted that the primary prevention of this deadly disease needs
first of all understanding the etiology and determining the risk factors.

Smoking is the most well-established risk factor for bladder cancer
in both sexes [5,7], with the risk among smokers reported to be
approximately fourfold that among non-smokers [7].

The combustion of tobacco releases at least at 69 known carcinogens
which have been directly implicated as mutagens causing bladder
cancer [8,9].

Following smoking, occupational exposure to aromatic amines and
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are other important risk
factors [10]. Increasing evidence suggests a significant influence of
genetic polymorphism of xenobiotic-metabolizing enzymes which
could increase susceptibility to various environmental and clinical
conditions. The balance between activation and detoxification of
carcinogens affects the amount of DNA damage that occurs in cells [11].

A large family of enzymes has been encoded by glutathione-S-
transferases (GSTs) multigene and plays a vital role in the mechanism
of cellular detoxification [9,12]. Until now, human cytosolic GST
superfamily contains at least 16 genes subdivided into eight distinct
classes designated as: (pi), (alpha), (sigma), (mu), (theta), (kappa),
(omega), and (zeta), which are encoded by the GSTA, GST mu (GSTM),
GSTK, GSTO, GSTP, GSTS, GST theta (GSTT), and GSTZ genes [11]. They
catalyze different reactions with bladder cancer carcinogens such as
aminobiphenyls and PAHs [13]. Functional polymorphisms have been
identified in the GSTM1, GSTT1, GSTP1, and GSTAI [11,14]. In recent
years, studies of GSTs have revealed new roles for some of the members
of this family. It has been demonstrated that GSTs of classes (alpha), (mu),
and (pi) are involved in cell proliferation, differentiation, and control of
cell death through interactions with special signaling proteins [15].

It was reported that both GSTMI and GSTT1 genes exhibit deletion
polymorphisms. Homozygous deletions of these genes resulted in
null genotypes which results in a lack of enzyme activity [9,12]. This
information suggests that these mutations may interfere and affect the
susceptibility to many malignant tumors as cervical, laryngeal, oral, and
bladder cancer [9,12].
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Positive association of GSTM1 and GSTT1 deletion polymorphism and
bladder carcinoma was found among many populations [16]. However,
datarelated to a genetic status of GSTMI and GSTT1 and their association
to bladder cancer is not available in Algerian population. Therefore, the
aim of this current study was first to examine the association between
GSTM1 and GSTT1 genes variants and bladder cancer risk through a
case-control study in Algerian population. Then, we evaluated the
differential as well as the combined effect of selected variants according
to tobacco smoking in the onset and development of bladder carcinoma.
Finally, we tried to establish an association between these two studied
genes and clinicopathologic characteristics of bladder cancer.

METHODS

Subjects

The study population consisted of 175 patients with bladder cancerand 188
healthy controls. Cases were recruited between September 2014 and May
2016 from Central Hospital University of Tizi-Ouzou (Urology department)
and Daksi renal Clinic of Constantine (Urology department). All were from
North of Algeria, aged between 22 and 90 years. More than 92% of them
were men. All patients were confirmed by clinical histopathology and
staged according to the tumor/node/metastasis staging system of the
Union International Contre le Cancer (UICC; 1997). Tumors were graded
according to the World Health Organization 1973 classification.

The control group consisted of unrelated healthy subjects without a
history of malignant disease who were approximately matched for
gender proportion, geographic origin, and age range, to those in the
case group. A detailed questionnaire was elaborated and used to obtain
study information’s, and under informed consent, peripheral blood
samples were collected into tubes with EDTA (pH 8).

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes using
sodium chloride (NaCl) method. The quality and quantity of DNA
were determined, respectively, by agarose gel electrophoresis and
spectrophotometric analysis using nanodrop. DNA was diluted to
10 ng/ml and stored at -~20°C for further use as a template.

Genotyping of the GSTM1 and GSTT1 using multiplex polymerase
chain reaction (PCR)

The screening of GSTM1 and GSTT1 genes was performed by multiplex
PCR methodology. Briefly, the PCR was carried out in 25 pl mixture
containing 50 ng of DNA using DNA Polymerase Kit: HotStarTaq
DNA polymerase-QIAGEN (4 pl buffer x1, 8 mM of deoxynucleosides
S-triphosphates, 2 U/pl Taq polymerase, and 2.5 mM of each primer).

The paired primers for GSTM1 were:

5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ and 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGT
GG-3'[12].

The paired primers for GSTT1 were:

5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ and 5-TCACCGGATCATGGCCACCA-
3 [12].

The paired primers for S-globulin were:

5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3' and 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-
3 [12].

B-globulin was used as an internal control, confirming successful PCR
amplification to ensure that the GSTM1 null and GSTT1 null were due to
the deletion allele of the GSTs and not because of the failure of the PCR.

Cycling conditions were as follows: Initial preheat 95°C for 10 min,
35 cycles of 94°C for 1 min, 60°C for 45 s, and 72°C for 1 min. The final
extension was done at 72°C for 10 min. The amplified products were
subjected to electrophoresis on 2% agarose gel, stained with ethidium
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bromide, and visualized under ultraviolet light. The GSTM1 fragment
was 230 bases pairs (bp), the GSTT1 was 480 bp, and the -globulin
fragment was 110 bp in size.

Statistical analysis

Relative risks were estimated by calculating the odds ratios (OR) with
95% confidence intervals (CI) at the 0.05 significance level. OR were
calculated using R software version 3.2.3. p<0.05 were considered
statistically significant.

RESULTS

Characteristics of the study population

Relevant characteristics of cases and controls are given in Table 1.
There are more male than female cases (92.6% vs. 7.4%) with a sex
ratio of 12:1. The mean age of bladder cancer patients and controls
were similar, 60.77+13.21 years (range 22-90) and 59.56+14.02 years
(range 22-89), respectively. 80% of bladder cancer patients were more
than 50 years of age. Smoking was more widespread among patients
with bladder cancer 122/175 (69.7%) than controls 74/188 (39.4%)
which it recalled that they had been taken randomly (p=1.21E-08). Of
the 175 cancer patients, 16% had tumors with Grade I, 25.1% Grade II,
and 58.9% Grade I11. 19.4% had a Ta stage, 48.6% had a T1, 23.4% had
a T2, and 8.6% had a T3 stage or more.

GSTs genotypes, bladder cancer susceptibility, and interactions
with smoking

GSTs genotypes frequencies and their relation to bladder cancer
risk

GSTM1 null genotype (M1-) was more frequent than GSTTI null
genotype (T1-). Their frequencies were 57.1% and 39.4%, respectively,
inbladder cancer patients compared to 44.7% and 26.6% respectively in
healthy controls (Table 2). These results show a significant association
between the GSTM1 null genotype and risk of bladder cancer (p=0.018).
GSTT1 null genotype was also associated with greater risk toward this
type of cancer (p=0.009).

Combined GSTM1 and GSTT1 genotypes and bladder cancer risk
The analysis of combined GSTM1 and GSTT1 genotypes revealed that
all combinations were significantly associated with increased bladder
cancer risk. As presented in Table 2, our results show clearly that the
combinations between GSTM1 and GSTT1 genotypes increase the OR
values and decrease the p value. The highest OR was observed for
GSTM1/GSTT1-double null genotype (OR=2.9; CI: 1.44-6; p=0.001).

Association of GSTs genotypes and smoking status with bladder
cancer risk

The stratification of patients and controls according to GSTs genotypes
and tobacco status is depicted in Table 2. The results indicated any
statistically significant association between GSTMI null, GSTT1 null
genotypes, or possible combined GSTMI1/GSTT1 genotypes with
bladder cancer risk among never smoker group.

However, among current or prior smokers group, all tested genotypes
were revealed as risk genotypes except for combined GSTM1 positive/
GSTT1 positive (p=0.17).

It is important to note that the interaction of smoking and one GSTs
null genotypes increase the risk considerably, (OR=6.7; CI: 2.8-16.8;
p=1.33E-06) for GSTMI1 null genotype and (OR=6.9; CI: 2.3-22.7;
p=0.0001) for GSTT1 null genotype. Smokers with GSTM1/GSTT1-double
null genotypes have a most important risk for developing bladder cancer
(OR=7.9; CI: 2.8-24.4; p=1.09E-05) when compared to a reference group
of non-smokers with the GSTM1 positive/GSTT1 positive.

Relationship between GSTs genotypes and clinicopathological
parameters

The associations of GSTM1, GSTT1, or combined GSTM1/GSTT1
genotypes with tumor grades or stages of bladder cancer were not seen
(data not shown).
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Table 1: Characteristics of the study population

Parameters Controls (%) Cases (%) OR CI p value
Gender

Male 169 (89.9) 162 (92.6) - - 0.37

Female 19 (10.1) 13 (7.4) - -
Age (years)

<50 43 (22.9) 35(20) - - 0.5

=50 145 (77.1) 140 (80) - - -

Mean age (range) 59.56+14.02 (22-89) 60.77+13.21 (22-90) - - -
Smoking status

Never smoker 114 (60.6) 53(30.2) - - -

Current or prior smoker 74 (39.4) 122 (69.7) 3.55 229-5.48 1.21E-08**
Grade

G1 - 28 (16) - - -

G2 - 44 (25.1) - - -

G3 - 103 (58.9) - - -
TNM stage

Ta - 34 (19.4) - - -

T1 - 85 (48.6) - - -

T2 - 41 (23.4) - - -

T3 or more - 15 (8.6) - - -
Recurrences

No - 83 (47.4) - - -

Yes - 92 (52.6) - - -

Cystectomy after - 9(5.1) - - -

Evolution

**: P<0.01. TNM: Tumor/node/metastasis, OR: Odds ratios, CI: Confidence intervals

Table 2: GSTM1, GSTT1 genotypes, and combined genes-smoking effect on bladder cancer susceptibility

Genotypes Controls (%) Cases (%) OR CI95% p value
GSTM1

M1+ 104 (55.3) 75 (42.9) - - -

M1- 84 (44.7) 100 (57.1) 1.65 1.09-2.5 0.018
GSTT1

T1+ 138 (73.4) 106 (60.6) - - -

T1- 50 (26.6) 69 (39.4) 1.8 1.15-2.8 0.009**
GSTM1/GSTT1

M1+/T1+ 76 (40.4) 40 (22.9) - - -

M1+/T1- 28 (14.9) 35 (20) 2.36 1.2-4.67 0.004**

M1-/T1+ 62 (33) 66 (37.7) 2.02 1.2-3.39 0.007**

M1-/T1- 22 (11.7) 34 (19.4) 2.9 1.44-6 0.001**

GSTM1-smoking
Never smoker

M1+ 58 (30.9) 28 (16) - - -

M1- 56 (29.8) 25 (14.3) 0.9 0.45-1.86 0.87
Current or prior smoker

M1+ 46 (24.5) 47 (26.9) 2.1 1.1-4.1 0.01%*

M1- 28 (14.9) 75 (42.9) 55 2.84-10.9 3.87E-08**

GSTT1-smoking
Never smoker

T1+ 81 (43.1) 31(17.7) - - -

T1- 33 (17.6) 22 (12.6) 1.7 0.8-3.6 0.1
Current or prior smoker

T1+ 57 (30.3) 75 (42.9) 3.4 2-6 6.96E-06**

T1- 17 (9) 47 (26.9) 7.1 3.4-15.4 6.3E-09%*

GSTM1/GSTT1-smoking
Never smoker

M1+/T1+ 38(20.2) 14 (8) - - -

M1+/T1- 20 (10.6) 14 (8) 1.88 0.7-5.2 0.2

M1-/T1+ 43 (22.9) 18 (10.3) 1.1 0.5-2.8 0.8

M1-/T1- 13 (6.9) 7(4) 1.4 0.4-5 0.56
Current or prior smoker

M1+/T1+ 38(20.2) 26 (14.9) 1.8 0.8-4.4 0.17

M1+/T1- 8 (4.3) 21(12) 6.9 2.3-22.7 0.0001**

M1-/T1+ 19 (10.1) 48 (27.4) 6.7 2.8-16.8 1.33E-06**

M1-/T1- 9 (4.8) 27 (15.4) 7.9 2.8-24.4 1.09E-05**

GSTM1 positive (M1+), GSTM1 null (M1-), GSTT1 positive (T1+), and GSTTI null (T1-), (**): P<0.01. GSTM1: Glutathione S-transferase mu 1, GSTT1: Glutathione
S-transferase theta 1, OR: Odds ratios, CI: Confidence intervals
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DISCUSSION

We have undertaken this current study to investigate the combined
effect of GSTM1, GSTT1 genes polymorphism, and smoke on bladder
cancer susceptibility in Algerian population.

Our case-control study revealed, first in bladder cancer group
that the incidence is 12 times higher in males than in females
(sex ratio 12:1). This difference in incidence is greater than those
reported in previous studies among North Africans [3] and Algerian
population [4]. We have also shown that cigarette smoking was a
significant risk factor for bladder cancer risk (OR=3.55; CI: 2.9-5.48;
p=1.21E-08). More than 50% of our cases are smokers. A similar
observation was made by Burger et al. [8]. Several previous studies
in the world demonstrated the increased risk of bladder cancer in
smokers [5,7,16,17].

Bladder cancer is the result of the variable combination of two
determinants: Endogenous or constitutional factors and exogenous or
environmental factors [6]. Genetic differences between detoxification
systems may cause an increase in susceptibility to environmentally
induced bladder cancer [18]. Thus, the GSTs are multigene family-
related isozymes that involved in the detoxification of carcinogens,
including PAHs present in tobacco smoke [6,9,12,19]. It was noted that
GSTM1 null genotype is the most important factor for the reduction
of total GST activity [20]. The polymorphism in the GSTTI gene loci is
also caused by a gene deletion and leads to a virtual absence of enzyme
activity in individuals with the null genotype [11]. GSTM1 and GSTT1
gene polymorphisms have been associated with a wide variety of
cancers including bladder cancer [9].

It is reported that the prevalence of GSTM1 null genotype varies widely
from 31% to 88% in relation to ethnic origin [21]. This frequency in our
studied population was 44.7% for healthy controls and 57.1% for cases
which approach substantially to that given for Tunisian and Egyptian
populations [22-24]. Deletion of GSTTI loci was higher in bladder
cancer patients than in controls (39.4% vs. 26.6%, respectively).
These proportions were so different to that compared to other ethnic
groups [25].

To investigate the impact of metabolic polymorphism in modulating
bladder cancer risk susceptibility, we have compared genotypic
frequencies of studied genes between individuals carrying the wild-
type (GSTM1 positive, GSTT1 positive) and individuals at risk (GSTM1
null, GSTT1 null).

Our results indicate that in Algerian population the GSTM1 null genotype
confers statistically a significant correlation for overall risk for bladder
cancer (OR=1.65; CI: 1.09-2.5; p=0.018). This finding is consistent
with combined results of 26 studies represented in the meta-analysis
of Zhang et al. [26], including 5029 bladder cancer cases and 6680
controls. Other more recent studies carried out in India and Pakistan
have given the same result [16,27]. Among all studied ethnic groups, the
association between GSTM1 null genotype and risk of bladder cancer
was observed in Asians and Caucasians [26]. Conversely, in Tunisian
and Egyptian populations results suggested that this polymorphism
had no effect on risk of bladder carcinogenesis [24,28-30]. Moreover,
only one Egyptian study recorded this association, but it presented a
limitation of effective which was too low [31].

We also investigated the association of GSTTI and bladder cancer.
As for the GSTM1 null genotype, statistical test shows an association
between the GSTTI null genotype and urinary bladder cancer (OR=1.8,
Cl: 1.15-2.8; p=0.009). Our results were in agreement with a number
of other studies presented in a meta-analysis of Gong et al. [19] who
reported this association in Caucasians. However, no dramatically
increased risk was found for other populations including North
Africans [12,19,24,28,29,32], except for the study of Saad et al. [30] who
suggested an increased risk with GSTT1null genotype in the Egyptian
population.
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Patients with combined homozygous deletion (GSTM1 null/GSTT1
null) have a greater risk (OR=2.9; Cl: 1.44-6; p=0.001) compared to
those harboring only one deletion. This is in accordance to the results
mentioned in the meta-analyses of Gong et al. [19]. This observation can
be explained by the fact that the presence of the combined homozygous
deletion of GSTM1 and GSTT1 genes is associated with reduction or
complete loss of the enzyme activity [12,13]. In this context, we can
suggest that the double mutated genotype may play an important role
in the susceptibility of bladder cancer.

In this study, we have also compared genotypic frequencies of studied
genes combined with smoking status between non-smokers carrying
wild type as a reference group and individuals at risk: Smokers with
one or two genetic risk factors. About GSTM1 null genotype, we found
that risk is present only in smokers. However, for GSTT1 null genotype,
the risk is most important in smokers than no smokers group.

The simultaneous association of both null GSTM1 and GSTT1 genotypes
with cigarette smoke status gives a highest probability to develop
bladder cancer.

This combination smoking gene is biologically plausible because GSTM1
and GSTT1 genes are involved in Phase II detoxification of carcinogens
PAHs found in cigarette smoke. Anyone of the two null GSTM1 or GSTT1
genotypes causes reductions of enzymatic activity [12,13].

Among non-smokers group, the exposure to these carcinogens is much
less important than in smokers group. Therefore, the null genotypes
of GSTM1 and GSTT1 genes will have a less dangerous effect on non-
smokers group. However, in smokers, continuous exposure makes
the process of detoxification that involves interventions of enzymes
encoded by GSTM1 and (or) GSTT1 genes very important. Rouissi
et al. [29] have noted an increased risk after the combination of many
factors including GSTM1 null, GSTT1 null genotypes, and smoking. We
concluded that the simultaneous association of risk factors gives a high
probability to develop bladder cancer as shown by increased OR value
presented in our study (OR=7.9).

On the other hand, the results of this current study indicate that there
were no statistically significant associations between the clinical stages
and histological grades of tumors and the frequencies of genotypes. Our
findings concur with many previously published studies [11,20,32].

CONCLUSION

In conclusion, our data suggest in Algerian population that GSTM1
null and GSTT1 null genotypes increase the risk for urinary bladder
carcinoma. The combination of the two gene polymorphisms
represents a greater risk. A strong association was found between
genetic deletions of GSTM1, GSTT1, and bladder cancer among smokers.
The most important risk was shown in smokers carrying double
deletions of studied genes. An absence of association between GSTs
genotypes, stage, and grade of tumors was registered. However, owing
to the relatively smaller sample size, further studies on larger series of
patients are required to confirm the present findings.
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Background. A possible association between the TACC3 rs798766 polymorphism and urinary bladder cancer risk has been
indicated in published literature. We performed this meta-analysis as a synthesis of all relevant data to summarize currently
available evidence and to provide estimation with increased precision. Methods. EMBASE, PubMed, Google Scholar, and
Wanfang Data were searched. “rs798766” and “urinary bladder cancer” were used as the search terms. A total of 6 eligible
studies were identified, in which 8194 cases and 50,165 controls were investigated. Meta-analysis was performed using extracted
data. Subgroup analysis by ethnicity was also performed. Population attributable risk (PAR) was calculated. Results. We found a
significant association between rs798766[T] and increased risk of bladder cancer, allelic[T] OR =1.27, 95%CI = 1.20-1.33.
Subgroup analysis by ethnicity revealed similar results, allelic[T] OR=1.24, 95%CI =1.17-1.32 in Caucasian subjects and
allelic[T] OR =1.33, 95%CI = 1.21-1.46 in Asian subjects. PAR based on pooled allelic ORs and the frequency of the risk allele
in control subjects was 4.63% in the overall population and 3.92% in Asians and 4.36% in Caucasians. Conclusion. rs798766 is

associated with increased risk of bladder cancer, and no ethnic difference was found.

1. Introduction

Urinary bladder cancer (UBC) is one of the most common
malignancies worldwide [1]. Clinical epidemiological studies
have identified many risk factors correlated with the devel-
opment of UBC, among which tobacco smoking and expo-
sure to certain carcinogens are considered most significant
[2, 3]. Interestingly, not all exposed individuals develop
UBC, suggesting that individual features, possibly genetic sus-
ceptibility, may also take part in the carcinogenesis of UBC.
As revealed in some genome-wide association studies
(GWAS) [4-7], which were conducted exclusively in Cau-
casian subjects, dozens of single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) were identified as being associated with risk of UBC.
And among which, five SNPs had also been subsequently

validated in Asians, that is, rs9642880 and rs2294008 on
chromosome 8q24, rs710521 on 3q28, rs2853669 on
5p15.33, and rs798766 on 4p16.3.

The rs798766 polymorphism is one of the latest found
biallelic marker of C/T variation, and the C is the com-
mon allele while the T is the risk allele. It is located in
the 5th intron of TACC3, 70kb away from FGFR3. Both
the two genes, TACC3 and FGFR3, were reported to have
an important role in the transformation of UBC [8, 9].
And the long-range regulation of a SNP to an adjacent
gene was also possible [10]. Thus, it is rational to associate
rs798766 with UBC both in clinical investigations and in a
hypothetical mechanism. As considerable evidence is avail-
able but no synthesis has been performed, we conducted
the present study, a meta-analysis aimed to summarize
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TaBLE 1: Basic characteristics of included studies.

First author  Year Study design G(:ll:gg élng C(e;s)e CO(I;'[)I'OI T a(llcilrel)Fre HWE Angl;[ﬂ (9:?3]1 Cgf{}A)L Race
Wu [7] 2010 Synthesisof 1l case- — SNParray, g 45549 0.19 In 124 117 132 Caucasian
control sets PCR
Figueroa [16] 2011 Case-control TaqMan 815 1141 0.118 In 1.32 1.09 1.59 Asian
Ma [17] 2012 Case-control iPLEX 176 959 0.11 In 1.64 1.19 2.27 Asian
Wang [19] 2013 Case-control TagMan 1210 1008 0.11 In 1.31 1.09 1.57 Asian
Wang [20] 2014 Case-control TaqMan 1050 1404 0.12 In 1.24 1.05 1.46 Asian
Wang [21] 2015 Case-control TaqMan 363 384 0.11 In 1.53 1.13 2.08 Asian

Fre (ctrl): risk allele frequency among control subjects; HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium; OR: odds ratio; CILL: confidence interval lower limit; CIUL:

confidence interval upper limit.

currently available evidence and to provide estimation with
increased precision, in terms of the association between
rs798766[T] and risk of UBC.

2. Methods

2.1. Search Strategy. A comprehensive literature search was
conducted in EMBASE, PubMed, Google Scholar, and
Wanfang Data up to January 2016. “rs798766” and “uri-
nary bladder cancer” were used as the search terms. No
limitations of publication language were defined. A refer-
ence list of retrieved articles was checked for potential rel-
evant publications.

2.2. Selection Criteria. Eligible studies were selected accord-
ing to the following criteria: (a) the association between
rs798766 polymorphism and bladder cancer was evaluated;
(b) the study has a case-control design; and (c) adjusted alle-
lic odds ratios (ORs) and corresponding 95% confidence
intervals (CIs) were provided. The study with more informa-
tion was considered where multiple reports based on over-
lapped population were identified. Reviews, editorials,
comments, or animal studies were excluded.

2.3. Data Extraction. Two investigators independently
extracted data from the eligible studies. Collected informa-
tion included the following: name of the first author, year
of publication, race of subjects (Caucasian or Asian),
genotyping method, total number of cases and controls,
frequency of risk allele in controls, Hardy-Weinberg Equi-
librium (HWE) status in both cases and controls, study
design, and values of ORs and 95% Cls.

2.4. Statistical Analysis. Allelic ORs and upper and lower limits
of corresponding 95% ClIs were transformed to the logarithmic
scale, and the standard error of natural logarithmic OR (logOR)
was calculated as selogOR =In(ULqg) —In(LLyg)/2 % 1.96,
with UL,z and LLo, representing the upper and lower
limits of the 95% confidence interval. Between-study heteroge-
neity was evaluated using Cochran’s Q test and the I statistic.
No significant heterogeneity was assumed if the P value of
Cochran’s Q test was not less than 0.1 and I statistic not bigger
than 50% [11], and a fixed-effects model assuming a common
overall effect size would be used [12], according to which the
pooled logOR was calculated as the mean based on individual
logORs weighted by corresponding variance, that is, the

squared selogOR; otherwise, a random-effects model with
DerSimonian-Laird estimator for tau-squared would be con-
sidered [13]. Subgroup analysis stratified by ethnicity of sub-
jects with similar approach was performed. To test whether
there exists a significant difference between the pooled results
of Asians and Caucasians, a Z-test was performed. A forest plot
was drawn as a visualization of meta-analysis. Begg’s funnel
plot and Egger’s linear regression test were used to examine
publication bias [14, 15]. A P value less than 0.05 was consid-
ered significant.

Risk allele frequency (RAF) among all the controls for
Asian, Caucasian, and overall subjects were calculated as
the average weighted by control sample size of individual
studies, that is, pooled RAF, .| =Z*RAF; x n,/Z5ni, with
k indicating the number of all the included studies and RAF,
and n, representing the RAF and sample size of the control
group in the ith individual study. Estimated population
attributable risk (PAR%) for rs798766[T] was calculated
as PAR% = pooled RAF 51 X (ORg0eq = 1)/pooled RAF o1 X
(ORpggea = 1) +1x 100%, with pooled RAF, represent-

ing the frequency of the risk allele in control subjects
and the OR,,,jeq the pooled allelic odds ratio.

All the statistical analyses were performed using R 3.1.2
and the analysis package meta.

3. Results

3.1. Study Selection and Characteristics of Included Studies.
Eight studies were retrieved after initial search [4, 16-22].
The full texts of all the eight studies were reviewed, and
finally, 6 studies [4, 17-21] met all the selection criteria and
16 independent case-control sample sets containing 8194
cases and 50,165 controls were included in the present study.

The basic characteristics of all the included studies are
shown in Table 1. No deviation from HWE was detected in
any of the studies.

3.2. Quantitative Synthesis. No significant heterogeneity was
detected for both the overall meta-analysis and subgroup
analysis (I 2=0, P>0.1 for both), and a fixed-effects model
was used. We found a significant association between the
frequency of rs798766[T] and increased risk of UBC, with
allelic[T] OR=1.27 and 95%CI=1.20-1.33. Subgroup
analysis by ethnicity revealed similar results, with allelic[T]
OR=1.24 and 95%CI=1.17-1.32 in Caucasian subjects
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Study TE  seTE Odds ratio OR 95%CI W (fixed) W (random)

i
Race = Asian i
M. Wang 2010 0.28  0.0963 —a 132 (1.10; 1.60) 7.5% 7.5%
Z.Ma 2011 0.49 0.1648 —:—'_ 1.63  (1.18;2.25) 2.6% 2.6%
P. Wang 2013 0.27 0.0931 — 1.31  (1.09; 1.57) 8.0% 8.0%
M. Wang 2014 0.22  0.0841 —= 1.25  (1.06; 1.47) 9.8% 9.8%
Z. Qiao 2015 0.43 0.1557 - 1.54  (1.13;2.09) 2.9% 2.9%
Fixed effect model §> 1.34  (1.22;1.47) 30.7% —
Random effects model ‘<> 1.34  (1.22;1.47) — 30.7%
Heterogeneity: I = 0%, 72 = 0, P = 0.5328 !

|
Race = Caucasian i
Netherland GWAS group 0.17 0.0617 . 1.19  (1.05; 1.34) 18.2% 18.2%
Iceland GWAS group 0.23  0.0728 e 126 (1.09; 1.45) 13.1% 13.1%
Belgium group 0.06  0.1632 — 1.06  (0.77; 1.46) 2.6% 2.6%
Germany group 0.26  0.1685 I — 1.30  (0.93;1.80) 2.4% 2.4%
Eastern Europe group 0.44 0.1350 155 (1.1%;2.02) 3.8% 3.8%
Italy, Brescia Group -0.01 0.1896 — 0.99  (0.68; 1.44) 1.9% 1.9%
Italy, Torino Group 0.20  0.1309 e 1.22 (0.95;1.58) 4.0% 4.0%
Spain group 0.30  0.1250 — 1.35  (1.06;1.72) 4.4% 4.4%
Sweden group 0.34 0.1027 —E— 1.40  (1.15;1.72) 6.6% 6.6%
UK Group 0.16 0.1061 T 1.17  (0.95; 1.44) 6.2% 6.2%
Netherland group 0.16 0.1079 — - — 1.17  (0.95;1.45) 6.0% 6.0%
Fixed effect model < 1.24  (1.16;1.32) 69.3% —
Random effects model < 1.24  (1.16; 1.32) — 69.3%
Heterogeneity: I = 0%, 72 = 0, P = 0.6024 !

|

|
Fixed-effect model <> 1.27  (1.20;1.34) 100% —
Random-effects model <> 1.27  (1.20;1.34) — 100%
Heterogeneity: I = 0%, 72 = 0, P=0.6016 |
Test for subgroup differences (fixed effect): P =0.2079 }

[ 1
0.5 1 2

FiGURk 1: Forest plot showing meta-analysis based on 16 independent case-control sample sets. Subgroup analysis stratified by race.

and allelic[T] OR =1.33 and 95%CI=1.21-1.46 in Asian
subjects. The forest plot is shown in Figure 1.

The result of Z-test for testing the difference between
Asians and Caucasians revealed no significant ethnical differ-
ence in terms of the pooled allelic ORs (P =0.21).

3.3. Publication Bias. Since Begg’s funnel plot was symmetric
(Figure 2) and Egger’s test was nonsignificant (P = 0.37), no
evidence of publication bias was found.

3.4. RAF among Controls and PAR. As shown in Table 2, the
pooled RAFs in controls were 0.12, 0.19, and 0.18 for Asians,
Caucasians, and overall population, respectively. The PAR%
based on pooled allelic ORs and the frequency of the risk
allele rs798766[T] in control subjects was 4.63% in the overall
population and 3.92% in Asians and 4.36% in Caucasians.

4. Discussion

Diseases, particularly complex ones such as UBC, have been
considered as a consequence of the interaction between
external risk factors and intrinsic susceptibility. In the past
decades, epidemiological studies had identified many exter-
nal risk factors as contributory to the carcinogenesis and pro-
gression of UBC [23-26]. On the other hand, GWAS studies
have investigated genetic susceptibility to UBC. Thanks to

those genome-wide association studies, several SNPs have
been conferred significant susceptibility to urinary bladder
cancer, such as rs9642880 at 8q24.21 (30kb upstream from
MYC), rs710521 at 3q28 (near TP63), rs2294008 at 8q24.2
(in PSCA), rs2736098 at 5p15.33 (in TERT), and rs798766
at 4q16.3 (on the 5th intronic region of TACC3).

To the best of our knowledge, this study is the first
that systematically summarized current evidence regarding
rs798766 and risk of developing UBC and confirmed the
positive association that the frequency of risk allele
rs798766[T] would increase risk of UBC, with substantially
increased reliability (no heterogeneity was found; P values
of the association for overall, Asians, and Caucasians were
1.81x10-19, 1.45x10-9, and 9.58 x 10-12, resp.). Besides,
no ethnical difference was found with respect to this issue.
The only limitation of our study is a lack of multiplicative
risk assessment and cumulative effect of the focused SNP
rs798766 together with other most related SNPs and even
some external risk factors. This is mainly because of the
design or selective result reported in included studies.
Yet, it should be emphasized that those results are pretty
crucial for an individual. A study exploring the associa-
tions between 7 SNPs and risk of UBC demonstrated that
individuals with multiple risk alleles had a higher risk of
bladder cancer, compared to those with 0-4 risk alleles
of 7 variants (P =3.166 x 10-13) [19].
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rs798766 is located in the 5th intron of TACC3, 70kb
away from FGFR3. TACC3 encodes the transforming acidic
coiled-coil-containing protein 3, which is an important factor
in the complex process of regulating microtubule dynamics
during cell division [27]. Researchers have revealed a possible
association between dysregulation of TACC3 and carcino-
genesis. For instance, there are reports that upregulated
TACC3 was detected in glioblastoma, non-small-cell lung
cancer, non-Hodgkin’s lymphoma, and multiple myeloma
patients [28-31]. However, no evidence showing a possible
correlation between TACC3 and rs798766 in UBC was
reported. It is also well known that the constantly acti-
vated FGFR3 by point mutation can stimulate cell prolifera-
tion and plays an oncogenic role in bladder cancer [8, 32].
Kiemeney et al. [4] reported that the frequency of risk allele
rs798766[T] in bladder Ta tumors with a high protein level
of FGFR3 was 0.30 compared to 0.17 in those with a low
level (OR 2.18, P =0.073), and Figueroa et al. [16] had also
identified a statistically significant association between the
rs798766[T] and increased FGFR3 expression both at the
protein and mRNA level (P<0.05). And very recently,
the role of oncogenic gene FGFR3-TACC3 fusion has been
discovered in UBC, in cervical cancer, in lung cancer, and
in nasopharyngeal carcinoma [9, 33-35].

However, it should be noted that, to date, there is no evi-
dence from functional studies exploring the potential

three possible explanations on the tight linkage between
rs798766 and UBC. Firstly, we assume that the increased
frequency of rs798766[T] may implicate directly to the
regulatory region and enhance the promoter activity of
FGFR3, triggering subsequent overexpression of FGFR3
gene which ultimately induces the transformation to tumor.
Secondly, the increased frequency of rs798766[T] may
accelerate the tumor formation through upregulating the
expression of TACC3 which increases the microtubule
dynamic stability and massively promotes cell division,
possibly enhanced by simultaneously stimulated FGFR3
activation. Thirdly, a possible role of MYC signaling path-
ways in UBC development has been suggested [36, 37],
and interestingly, we noted that in almost all the relevant
GWAS studies where a significant correlation between the
rs798766[T] with bladder cancer indicated, similar findings
pertaining to rs9642880[T] (30 kb upstream from MYC and
exerts a long-range regulation for MYC [10]) were reported.
So it seems rational to suppose that the rs798766[T] might
also be involved in MYC-related pathways, manipulated
by some unknown regulatory networks. Whatever the real
story is, further functional studies are needed to verify
these hypotheses.

In summary, this meta-analysis suggests that the TACC3
rs798766 polymorphism is significantly associated with
increased risk of urinary bladder cancer. No significant ethni-
cal difference is found in subgroup analysis. However, it is
highly recommended to carry out further functional studies
to clarify the mechanism behind this association.
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RESUME

Le cancer de la vessie représente le 9°™ cancer en termes d’incidence mondiale et le 2°™ cancer
du tractus génito-urinaire chez I’homme, aprés le cancer de la prostate. C’est une maladie
multifactorielle due a Dinteraction entre des facteurs génétiques et des facteurs
environnementaux. La susceptibilité individuelle par rapport au risque du cancer de la vessie
est modulée par le polymorphisme génétique porté par certains genes dont les génes codant
pour les enzymes de détoxification. Parmi ces génes les Glutathion S-transférase mul (GSTM1)
et Glutathion S-transférase thetal (GSTT1) impliqués dans la phase Il de détoxification de
plusieurs xénobiotiques et dont les délétions représentent des facteurs de risque incriminés dans
plusieurs cancers. Un autre polymorphisme rs798766 a été recemment impliqué dans 1’étiologie
du cancer vésical. Il est porté sur le géne TACC3 (transforming acidic coiled-coil-containing
protein 3), jouant un role dans 1’organisation et la stabilité¢ des fuseaux mitotiques lors des
divisions cellulaires.

Objectifs : Notre travail vise a analyser premiérement 1’impact de 1a consommation du tabac
sous ses deux formes (fumé ou prisé) 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 délétions
des génes de détoxification GSTM1 et GSTT1 ainsi que d’explorer I’implication de ’alléle a
risque du polymorphisme rs798766 dans la carcinogénése vésicale. L’effet combiné des
polymorphismes étudiés ainsi que la stratification des génotypes selon le statut tabagique, les
parameétres clinico-pathologiques et la récidive ont été également testés.

Méthodes : Cette étude cas-témoins inclus 175 malades atteints d’un cancer vésical et 188
témoins appariés avec les malades selon 1’age, le sexe et I’origine ethnique. Les génotypes des
génes GSTM1 et GSTT1 sont déterminés par PCR multiplex en utilisant de I’ADN extrait de
sang périphérique. Les génotypes du polymorphisme rs798766 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 : Des associations statistiquement significatives ont été observées entre : la
consommation de tabac (p-value : p = 1,21E-08), le génotype GSTM1 nul (p = 0,018), le
génotype GSTT1 nul (p = 0,009), le génotype double délété GSTM1/GSTTL1 (p = 0,001) et le
risque du cancer vésical. Le risque augmente considérablement chez les fumeurs possédant le
génotype double délété GSTM1/GSTT1 (p = 1,09E-05). L’effet combiné statut tabagique,
génotype GSTM1nul/GSTT1nul et alléle T du polymorphisme rs798766 confére un risque accru

d’atteinte par ce type de cancer. Cependant, aucune association n'a été démontrée entre le cancer



vésical et le polymorphisme rs798766 seul ni entre le stade, le grade et la récidive du cancer de
la vessie et les génotypes testes.

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, le génotype GSTM1nul, le génotype
GSTT1nul ainsi que le génotype double déléteé GSTM1nul/GSTT1lnul représentent
individuellement un facteur de risque du cancer vésical dans la population Algeérienne.
L'interaction géne-tabac augmente considérablement ce risque. Les fumeurs possédant une
double délétion des génes de detoxification et ’all¢le T du polymorphisme rs798766 présentent
un risque accru d’atteinte par ce type de cancer.

Mots clés : GSTM1, GSTT1, rs798766, tabac, cancer de la vessie.



ABSTRACT

Bladder cancer is the ninth most common cancer in the world and the second urological
malignancy in men after prostate cancer. It 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 the genetic polymorphism carried by certain genes including
genes coding for detoxifying enzymes. Among these genes Glutathione S-transferase mul
(GSTM1) and Glutathione S-transferase thetal (GSTT1) involved in phase Il of detoxification
of several xenobiotics. Deletions of these genes are associated with increased risk of several
cancers. Another polymorphism rs798766 has been recently implicated in the etiology of
bladder cancer. It is located on the TACC3 gene (transforming acidic coiled-coil-containing
protein 3), which emerged as an important factor in mitotic spindles organization and stability
during cell divisions.

Objectives: Our work aims to analyze first the impact of tobacco consumption with its two
forms (smoked or sniffed) on the occurrence of bladder cancer. Then, to investigate the
relationship between the risk of bladder cancer and the null genotypes of GSTM1 and GSTT1
and smoking status in Algerian population. Finally, to explore the involvement of the mutated
allele of rs798766 polymorphism in bladder carcinogenesis. The combined effect of all
studied polymorphisms as well as the stratification of the genotypes according to the smoking
status, the clinicopathological parameters and the recurrence was also tested.

Methods: This case-control study included 175 patients with bladder cancer and 188 controls
matched for age, sex, and ethnicity. The GSTM1 and GSTT1 genotypes were determined by
multiplex PCR using blood genomic DNA. The genotypes of the rs798766 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: A significant association were observed between bladder cancer risk and tobacco
smoke (p=1.21E-08), GSTML1 null genotype (p=0.018), GSTT1 null genotype (p=0.009) and
both null GSTM1 and GSTT1 genotypes (p=0.001). The risk increases significantly among
smokers carrying both null GSTM1 and GSTT1 genotypes (p=1.09E-05).The combined effect
of smoking status, GSTM1null/GSTT1null genotype and the mutated allele of rs798766
polymorphism confers the most increased risk of bladder cancer. However, no significant
association was shown between bladder cancer and rs798766 polymorphism alone or between

stage, grade and bladder cancer recurrence and the testing genotypes.



Conclusion: This study indicated that smoking, GSTM1 null, GSTT1 null genotypes and
combined GSTM1null/GSTT1null individually represent a risk factor of bladder cancer in
Algerian population. The interaction smoking-gene increased the risk considerably. The
combined GSTM1null/GSTT1null with cigarette smoking habit is a most important risk factor
for bladder cancer found in our study. Smokers with a double deletion of the detoxification

genes and the T allele of the rs798766 polymorphism present an increased risk of this cancer.

Keywords: GSTM1, GSTT1, rs798766, Smoking, Bladder cancer.
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RESUME

Le cancer de la vessie représente le 9°™ cancer en termes d’incidence mondiale et le 2°™ cancer du
tractus génito-urinaire chez I’homme, apres le cancer de la prostate. C’est une maladie multifactorielle
due a P’interaction entre des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux. La susceptibilité
individuelle par rapport au risque du cancer de la vessie est modulée par le polymorphisme génétique
porté par certains genes dont les genes codant pour les enzymes de détoxification. Parmi ces génes les
Glutathion S-transférase mul (GSTM1) et Glutathion S-transférase thetal (GSTT1) impliqués dans la
phase Il de détoxification de plusieurs xénobiotiques et dont les délétions représentent des facteurs de
risque incriminés dans plusieurs cancers. Un autre polymorphisme rs798766 a été récemment impliqué
dans 1’étiologie du cancer vésical. Il est porté sur le géne TACC3 (transforming acidic coiled-coil-
containing protein 3), jouant un r6le dans 1’organisation et la stabilité des fuseaux mitotiques lors des
divisions cellulaires.

Objectifs : Notre travail vise a analyser premiérement 1’impact de la consommation du tabac sous ses
deux formes (fumé ou prisé) 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 délétions des génes de détoxification
GSTM1 et GSTT1 ainsi que d’explorer I’implication de I’all¢le a risque du polymorphisme rs798766
dans la carcinogénéese vésicale. L’effet combiné des polymorphismes étudiés ainsi que la stratification
des génotypes selon le statut tabagique, les paramétres clinico-pathologiques et la récidive ont été
également testés.

Méthodes : Cette étude cas-témoins inclus 175 malades atteints d’un cancer vésical et 188 témoins
appariés avec les malades selon I’age, le sexe et I’origine ethnique. Les génotypes des genes GSTM1 et
GSTT1 sont déterminés par PCR multiplex en utilisant de I’ADN extrait de sang périphérique. Les
génotypes du polymorphisme rs798766 sont déterminés par la techniqgue 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 : Des associations statistiquement significatives ont été observées entre : la consommation de
tabac (p-value : p = 1,21E-08), le génotype GSTM1 nul (p = 0,018), le génotype GSTT1 nul (p = 0,009),
le génotype double délété GSTM1/GSTT1 (p = 0,001) et le risque du cancer vésical. Le risque augmente
considérablement chez les fumeurs possédant le génotype double délété GSTM1/GSTT1 (p = 1,09E-05).
L’effet combiné statut tabagique, génotype GSTM1nul/GSTT1nul et allele T du polymorphisme
rs798766 confére un risque accru d’atteinte par ce type de cancer. Cependant, aucune association n'a été
démontrée entre le cancer vésical et le polymorphisme rs798766 seul ni entre le stade, le grade et la
récidive du cancer de la vessie et les génotypes testés.

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, le génotype GSTM1nul, le génotype GSTT1nul ainsi
que le génotype double délété GSTM1nul/GSTT1nul représentent individuellement un facteur de risque
du cancer vesical dans la population Algérienne. L'interaction géne-tabac augmente considérablement ce
risque. Les fumeurs possédant une double délétion des genes de détoxification et I’allele T du
polymorphisme rs798766 présentent un risque accru d’atteinte par ce type de cancer.

Mots clés : GSTM1, GSTT1, rs798766, tabac, cancer de la vessie.
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