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J'apporterai mon aide à mes confrères ainsi qu'à leurs familles dans 
1 'adversité. 
Que les hommes et mes confrères m'accordent leur estime si je suis fidèle à 
mes promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y manque'! 
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INTRODUCTION 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente un problème majeur de santé publique dans 

le monde puisqu'il s'agit du 5e cancer le plus fréquent avec un taux de mortalité au 3e rang 

mondial. L'oncogenèse est liée à la surexpression de proto-oncogènes et/ou à l'extinction de 

gènes suppresseurs de tumeurs. Des anomalies génétiques (mutations de gènes), par exemple 

du gène suppresseur de tumeur p53 ont largement été étudiées dans la carcinogenèse 

hépatique. Plus récemment, des anomalies épigénétiques (méthylation de l'ADN) ont 

également été impliqués dans la genèse de cancers chez l'homme, et l'un des mécanismes de 

répression des gènes suppresseurs de tumeurs serait la méthylation des îlots CpG au niveau de 

leurs promoteurs. Cette anomalie épigénétique va empêcher l'initiation de la transcription du 

gène hyperméthylé. Des proto-oncogènes peuvent quant à eux être surexprimés. DiEérents 

auteurs ont ainsi pu montrer qu'il existait, par exemple dans le cancer colorectal, une 

hyperméthylation des gènes intervenant dans les mécanismes de réparation de l'ADN ou de la 

régulation cellulaire. Le niveau de méthylation de l'ADN est influencé par les déterminants 

génétiques (la méthyltétrahydrofolate réductase ou MTHFR) et nutritionnels du cycle des 

folates. 

Le but de ce travail était de rechercher une relation entre ces déterminants nutritionnels et 

génétiques et le risque de CHC chez le patient cirrhotique. 



RAPPELS 

1 Déterminants nutritionnels du cycle des folates 

A Le métabolisme des folates 

L'acide folique ou vitamine B9 tire son nom du latin folium qui signifie feuille en référence 

aux feuilles d'épinards (1). Les apports en folates sont exclusivement d'origine alimentaire 

car l'homme ne peut en effectuer la synthèse. Parmi les aliments en forte teneur en folates, on 

peut citer le foie, les levures, les agrumes ou les légumes verts. 

Les dérivés du tétrahydrofolate (THF) sont la forme intracellulaire des folates : 

- Le 5-méthyl-THF intervient dans la synthèse de méthionine à partir de 

l'homocystéine. 

- Le 5'10-méthylène-THF participe directement à la formation de thymidylate 

monophosphate (dTMP) par la thymidine synthase (TS). 

- Et le dihydrofolate (DHF) est hydrolysé en THF pour débuter un nouveau cycle (2-5) 

(Figure 1). 

B La vitamine BI2 

La méthionine est issue de la méthylation de l'homocystéine par la méthionine synthase (MS) 

qui utilise la vitamine B12 comme CO-enzyme. La méthionine donne alors la S-adénosyl- 

méthionine (SAM) par action de la méthionine adénosyltransférase. La SAM est la source 

principale de groupes méthyles de notre organisme utilisés pour les réactions de méthylation 

de l'ADN (6). 



C L'homocystéine 

le taux d'homocystéine plasmatique est un reflet de l'activité du cycle des folates. Elle 

pourrait d'ailleurs exercer une toxicité directe sur les cellules de notre organisme dont les 

hépatocytes (7). En effet, contrairement au glutathion et à la cystéine, l'homocystéine est 

considéré comme un mauvais 'thiol' et posséderait de nombreux effets biochimiques néfastes 

pour l'organisme (stress oxidatif, activation de cytokines inflammatoires). D'où l'intérêt 

d'étudier la relation entre l'homocystéine et le CHC. 

2 Les déterminants génétiaues 

A Les polymorphismes du gène de la MTHFR 

Seuls les polymorphismes du gène de la MTHFR ont été analysés dans notre étude et seront 

abordés ici. La MTHFR réduit le 5,lO-méthylène-THF en 5-méthyl-THF. Son action est 

irréversible et nécessite la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme CO-enzyme (8). La 

mutation la plus fréquente du gène du MTHFR, situé sur le chromosome 1, est une 

translocation d'une cytosine en thymine (C-T) au niveau du nucléotide 677 sur la partie N- 

terminal de l'exon 4. Un variant thermolabile est synthétisé, dans lequel un acide aminé 

l'alanine est remplacé par une valine dans la séquence protéique (9,lO). 

Une 2e mutation moins fréquente a été mise en évidence : le remplacement d'une adénine par 

une cytosine en position 1298 sur la partie C terminal de l'exon 7 entraîne le remplacement 

d'un glutamate par une alanine (1 1). L'activité est diminuée de 30 à 40% en cas de mutation 

1298, de 50% en cas de mutation 677C et de 60 à 65% en cas de mutation hétérozygote 

composite (12,13). Cette 2e mutation semble donc moins sévère et elle n'a pas été reliée à un 

risque accru de cancer. 



Une troisième mutation nommée T1317C a été décrite mais apparaît comme «bénigne» car 

elle ne modifie pas l'acide aminé lors de la transcription et l'activité enzymatique n'est pas 

altérée (14). Les recherches actuelles montrent la présence possible de nombreuses autres 

mutations (au moins 33 dont la G1793A) dont l'importance reste à déterminer (15,16). 

La transmission de ces mutations est autosomique récessive. 

Le déficit en 5-méthyl-THF qui résulte de cette mutation est évalué de manière indirecte par 

le dosage de l'homocystéinémie. Il existe une hyperhomocystéinérnie de 25% en moyenne 

chez les patients homozygotes pour la mutation comme cela a été démontré dans les 

cardiopathies (1 7'18). 

B Epidémiologie 

La répartition du polymorphisme entre les populations est très hétérogène. Chez les 

caucasiens, la fréquence de la mutation homozygote 677 est évaluée à 34% avec un gradient 

nord sud en Europe (19'20). En Afrique, la mutation est beaucoup plus rare : 0.8% en Afrique 

de l'Ouest (21,22), alors que pour les noirs américains le taux est de 10% environ (23'24). 

Pour la population asiatique, la fréquence est identique à celle des caucasiens. La recherche de 

la mutation 1298 est plus rare dans les études, elle est évaluée à 30% chez les caucasiens et 

2% chez les noirs (25). Au niveau national, la fréquence de la mutation 677 est évaluée à 18% 

et 12.5% pour la mutation 1298 (12). Par contre, la mutation 13 17 est retrouvée plus 

fréquemment que les autres mutations chez les noirs avec un taux de 16% (21). 

C Les mécanismes régulateurs 

Il existe une autorégulation du cycle du THF et de la méthionine en fonction de la 

concentration intracellulaire de chaque élément. L'épargne de la méthionine est assurée par le 

5-méthyl-THF. Le cycle de la méthionine exerce un rétrocontrôle négatif sur la MTHFR. Le 



caractère irréversible de l'action de la MTHFR fait que la disponibilité de THF dépend alors 

seulement de l'homocystéinémie et de l'activité de la méthionine synthase. 

3 La méthylation 

A Régulation de l'expression des gènes 

La méthylation de l'ADN correspond à l'ajout d'un groupement méthyl-CH3 sur le carbone 5 

des résidus cytosines de l'ADN. Cette modification est assurée par l'ADN méthyltransférase à 

partir de la S-adénosyl-méthionine (SAM). Chez l'homme, elle a lieu majoritairement au 

niveau des dinucléotides CpG (cytosine-phosphate-guanine) de l'ADN. Soixante à 90% 

d'entre eux sont normalement méthylés; ceux qui restent non méthylés constituent les îlots 

CpG et se localisent préférentiellement au niveau des régions promotrices des gènes. La 

méthylation inhibe leur expression en empêchant la fixation de facteur de transcription. 

L'hypométhylation du génome de cellules cancéreuses serait à l'origine d'une instabilité 

génomique, d'une augmentation des recombinaisons homologues (entre chromosomes) et 

d'une activation d'oncogènes (H-ras ou c-myc) (26'27). 

Parallèlement à cette déméthylation globale, se produit une hyperméthylation régionale au 

niveau des îlots CpG responsable de l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs et donc 

d'une grande instabilité microsatellitaire (27). 

Cette hyperméthylation des promoteurs de certains gènes serait un phénomène précoce dans 

la carcinogenèse hépatique. 



B Conséquences d'une carence vitaminique et des polymorphismes de la 

MTHFR sur le niveau de méthylation de l'ADN. 

En cas de mutation 677 du gène de la MTHFR, l'affinité de l'enzyme pour la FAD est 

abaissée, et sa stabilité dégradée, entraînant une diminution de 5méthyl THF (2'28). Par 

contre la mutation 1298 ne modifie pas le taux de folates ni d'homocystéine (29). 

Une carence en folates sévère et prolongée, d'origine alimentaire, altère la méthylation 

(évaluée par l'homocystéinémie) comme cela a été démontré chez l'animal et l'homme (30). 

Une supplémentation vitaminique permet de corriger l'hypométhylation (31-33). Tous les 

gènes ne sont pas concernés par cette hypométhylation, certains présentant une 

hyperméthylation paradoxale (34). En cas de déficit en thymidine, induite par une diminution 

du taux de 5'10-méthylène-THF, on note une incorporation anormale d'uracile dans le brin 

d'ADN (35). Ces phénomènes sont mutagènes car ils sont à l'origine d'une translocation ou 

d'une perte d'ADN, favorisés par une atteinte des mécanismes de réparation (3'36). La 

mutation n'a les mêmes conséquences qu'en cas de carence vitaminique associée (37-39). 

C Quelles conséquences en pratique ? 

La question d'un traitement préventif en folates est maintenant posée au vu de ces résultats. 

Une étude australienne a suivi pendant 6 ans 468 volontaires avant et après l'autorisation du 

gouvernement d'enrichir certains aliments en folates. Son taux sérique était significativement 

augmenté de 38% en même temps que le taux d'homocystéine dimunuait de 21%' sans que le 

polymorphisme génétique modifie de manière significative ces variations (40). Bien que 

plusieurs pays autorisent l'ajout de vitamines dans les aliments, l'impact sur la santé publique 



(maladies cardio-vasculaires et anomalies de fermeture du tube neural par exemple) reste à 

démontrer. 

D Comment interpréter ces résultats ? 

Le risque de mutation est lié à 2 éléments clés : la disponibilité du THF (en particulier de 

5,lO-méthylène-TFH), et le taux de SAM. En cas de mutation de la MTHFR et de carence 

nutritionnelle, ces 2 mécanismes sont altérés. La méthionine synthase est inhibée et diminue 

le taux de SAM qui n'a plus son rôle de rétrocontrôle négatif sur la MTHFR. Le taux de 5,lO- 

méthylène-THF diminue aussi pour augmenter le pool inexploité de 5-méthyl-THF ce qui 

retentit sur la TS. 

Par contre, lorsque la mutation est présente mais qu'il n'y a pas de carence associée, le taux 

de SAM est assuré malgré la diminution de l'activité de MTHFR. Celle-ci assure alors un 

rétrocontrôle négatif sur l'enzyme, ce qui assure une disponibilité suffisante de 5,lO- 

méthylène THF pour la TS (Figure 2). 



4 Métabolisme des folates et cancéroeenèse chez l'homme 

En cancérologie, les études sur le cancer du colon ont permis de mettre en évidence un rôle 

protecteur de cette mutation (41-43). Le risque de cancer est plus élevé si une carence 

vitaminique ou une consommation excessive d'alcool sont associées à un polymorphisme 

(44'45). Le risque d'adénome ne semble pas corréler à la présence de cette mutation, et les 

résultats sont encore contradictoires en cas de carence vitaminique ajoutée (46-48). 

Dès lors, une relation entre d'autres néoplasies et cette mutation a été recherchée avec des 

résultats souvent contradictoires. Le risque de cancers de la prostate, du rein, de la vessie, et 

du colon est augmenté en cas de statut homozygote pour la mutation 677T (49). Une carence 

en folates ou dune consommation excessive d'alcool augmentent ce risque. Concernant les 

autres cancers digestifs, cette mutation favorise le cancer gastrique (50). Pour le cancer de 

l'œsophage et du cardia, les résultats sont très différents avec un risque augmenté pour 

Stolzenbzerg et al. alors que Yang et al. concluent à un effet protecteur. 11 faut cependant 

noter une grande hétérogénéité des populations étudiées (5 1-53). 

Les résultats sont contradictoires dans le cancer du poumon et de la vessie (54-57). 

La mutation 677T contrairement au variant Cl298 semble lier au cancer du sein (58). La 

seule étude sur le cancer du col utérin conclue à une diminution du risque (59). Il n'y a pas de 

rôle prouvé dans la leucémie lymphoïde chronique alors que le mutant 677T protège de la 

leucémie aiguë (60). 

La différence de ces résultats s'explique par les autres nombreux facteurs de risque 

environnementaux, qu'il est diEcile d'analyser séparément dans ces populations. De plus, les 

cohortes étudiées sont trop petites et inhomogènes sur le plan ethnique car ce sont 

principalement des publications asiatiques. Les études sont donc encore trop rares, en dehors 

du cancer colorectal pour conclure. 



5 Métabolisme des folates et hépatopathie 

A Alcool et folates 

Les patients éthyliques présentent souvent un déficit en folates suite à une carence d'apports 

alimentaires, à une diminution de l'absorption au niveau intestinal, à une diminution du 

transporteur des folates localisée dans la bordure en brosse, et à un défaut d'absorption et de 

stockage hépatique. Le métabolisme de l'éthanol provoque en plus un clivage des folates ce 

qui les dénature (61). Au niveau rénal, il existe aussi une diminution de la réabsorption 

tubulaire, ce qui accentue les pertes (62). L'alcool intervient donc sur la méthylation 

indirectement, via une carence induite en folates mais aussi directement par une inhibition des 

méthyltransférases et de la méthionine synthase (63,64). 

B Stéatose et MTHPR 

Qu'elle soit d'origine génétique (mutation de la cystathionine béta-synthase (CBS)) ou 

exogène, une hyperhomocystéinémie provoque chez la souris une stéatose hépatique, (65'66). 

Ces anomalies provoquent des lésions hépatiques allant jusqu'à la stéatonécrose. Ces 

faisceaux d'arguments convergent pour imputer l'hyperhomocystéinémie dans la 

physiopathologie de la cirrhose (67-69). Ce résultat a été confirmé chez l'homme par 

Adinolfi: sur une étude portant sur 116 patients présentant une hépatite C, il existe une 

corrélation positive entre le polymorphisme TT du MTHFR, le degré de stéatose, la fibrose et 

le taux d'homocystéinémie (70) . La part génétique de l'hyperhomocystéinémie semble jouer 

un rôle important dans le développement et la sévérité de la stéatose lié à l'hépatite C, ce qui, 

à terme, accélère la maladie (70). 



C Carcinome hépatocellulaire et MTHFR 

La physiopathologie du carcinome hépatocellulaire est incomplètement comprise. Le plus 

souvent, cette tumeur survient sur une inflammation hépatique ou une cirrhose. Les 

hépatocytes présentent alors une accélération de la régénération cellulaire, ce qui favorise les 

mutations par erreur de réplication. Ces anomalies chromosomiques comprennent la perte 

d'hétérozygotie, une instabilité microsatellite et une expression anormale de gènes mutés. Il a 

été démontré que les patients ayant un CHC avaient une mutation de la protéine p53 (protéine 

qui provoque l'apoptose de la cellule en cas d'erreur lors de la division cellulaire) (71-73). 

Wong et al. ont démontré chez l'homme la présence d'une méthylation aberrante du 

promoteur de pl  5 et 16, qui sont aussi des gènes suppresseurs de tumeurs : 92% des tumeurs 

avaient l'un ou l'autre des protéines méthylées alors qu'aucune méthylation n'était notée dans 

les cirrhoses ou les hépatites sans CHC (74-75). Par contre les gènes de C-myc et N-ras 

(proto-oncogènes) étaient hypométhylés (76). L'incorporation d'uracile dans l'ADN, dont les 

conséquences ont été citées, a aussi été prouvée dans le foie (77). 

D'autre part, une carence en méthionine, choline ou folates (les 3 sources de méthyles de 

l'organisme) est suffisante en soi pour favoriser une tumeur hépatique par le biais d'une 

diminution du taux de SAM et de 5-méthyl-THF et donc, par une inhibition de la thymidine 

synthase (78'79). 

Alors que la dysméthylation, les mutations de l'ADN et les carences nutritionnelles sont des 

facteurs de la carcinogenèse hépatique, une seule étude a été publiée sur un lien entre une 

mutation du MTHFR et le CHC par Saffroy et al. Ils ont étudié l'association d'une mutation 

du MTHFR au CHC sur 300 patients transplantés comparés à 80 témoins. En confiontant la 

fréquence de la mutation C677 de la MTHFR entre des patients cirrhotiques d'origine 

alcoolique, sans et avec CHC, le génotype TT semble plus fréquent en cas 



d'hépatocarcinome. Le risque de CHC n'était pas lié à ce polymorphisme chez les patients 

présentant une cirrhose virale ou lorsque la tumeur survenait sur un foie sain (80). 



OBJECTIFS 

Les études récentes apportent des arguments en faveur d'une relation entre le métabolisme des 

folates et la carcinogenèse chez l'homme. Alors que la mutation 677 du gène de la MTHFR 

semble protéger du cancer colorectal, elle favoriserait le carcinome hépatocellulaire sur 

cirrhose éthylique d'après la seule étude disponible dans la littérature. 

L'objectif principal de notre étude est de rechercher une relation entre les déterminants 

nutritionnels (vitamine B9 et B 12) et génétiques (polymorphisme de la MTHFR) du cycle des 

folates et le risque de développer un CHC chez des patients cirrhotiques d'origine 

caucasienne. 



ETUDE 

Patients et méthodes 

A Patients 

Entre septembre 2003 et septembre 2005, 185 patients ayant une cirrhose éthylique ou virale 

(hépatite B ou C) compliquée ou non d'un CHC, consultants ou hospitalisés dans le service 

d'hépatogastroentérologie du CHU de Nancy-Brabois ont été inclus dans notre étude. Le 

diagnostic de cirrhose était cliniquement évident ou prouvé histologiquement. La sévérité de 

la maladie hépatique était déterminée par le score de Child-Pugh. Le diagnostic 

d'hépatocarcinome était histologique ou prouvé par la réalisation de deux examens d'imagerie 

concordants (tomodensitométrie hépatique ou imagerie par résonance magnétique) ou par un 

de ces examens associé à une a-foetoprotéine (AFP) augmentée. Tous les patients étaient 

d'origine caucasienne. L'existence de signes cliniques ou endoscopiques d'hypertension 

portale à l'inclusion était rétrospectivement déterminée, de même que la consommation 

d'alcool et de tabac. Une population considérée <( témoin » a également été constituée par le 

biais du Centre de médecine Préventive (Nancy) ; elle regroupe 192 sujets indemnes de toute 

pathologie hépatique. 

B Méthodes 

Tous les patients inclus ont bénéficié d'un dosage des vitamines B9, B12 et de 

l'homocystéinémie. Le dosage de l'homocystéine a été réalisé par immunoenzymologie 

(Abbott diagnostics, France) ; les valeurs normales sont comprises entre 5 et 15 pmoles/l. La 

vitamine B 12 et les folates étaient dosés par chernoluminescence (ACS 180 Bayer) ; leurs 

valeurs normales sont respectivement de 6-36 nmoles/l et de 156-674 pmoles/l. 



Après signature du consentement éclairé, un prélèvement sanguin était effectué sur EDTA et 

l'ADN génomique était extrait par une méthode usuelle (NUCLEON BACC3, Arnersharn 

Pharmacia Biotech, Milan, Italy). L'analyse des polymorphismes de la MTHFR a été ensuite 

effectuée par PCR en temps réel à l'aide d'amorces spécifiques des séquences d'intérêt en 

utilisant le Light Cycler (Roche, Italie). 2 pl d'ADN (concentration de 50 à 100 nglpl) est 

mélangé à 2.2 pL dYH20, à 0.8 pl de MgCl (25mM)' à 0.5 pM de chaque amorce (à une 

concentration de 0.2 pM) et 1 pl du kit LC hybridation probe, contenant la Fast Start Taq 

polymerase. Selon le principe de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), des 

sondes d'hybridation fluorescentes Flu et Red spécifiques sont ajoutées ; la PCR comprend 

une étape de dénaturation à 95°C pendant 10 minutes, 40 cycles d'amplification à 95°C 

pendant 10 secondes (sec) puis 55°C pendant 5 sec et 72°C pendant 5 sec. La courbe de 

fusion (melting c w e s )  nécessite une étape de 10 sec à 95°C' de 20 sec à 45°C et de O sec à 

85°C puis le refroidissement termine le cycle à 40°C pendant 30 sec afin de permettre la 

fusion progressive des doubles brins d'ADN et des sondes. Les résultats sont lus sur 2 canaux 

à 640 nrn pour la mutation C677T et à 705 nm pour la mutation A1298T. Les homozygotes 

677CC donnent un pic à 64"' les mutés (677 TT) un pic à 55" et les hétérozygotes (677TC) 2 

pics à 55°C et 64°C (annexe 1). Les homozygotes 1298AA donnent un pic à 66°C' les mutés 

1298CC un pic à 57°C et les hétérozygotes 2 pics à 57°C et 66°C (annexe 2). 

C Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne et de déviation standard. Une analyse 

descriptive a été réalisée sur le logiciel SPSS. Les variables quantitatives ont été comparées 

dans les trois groupes (cirrhotiques, cirrhotiques compliqués d'un CHC et témoins) par le test 

t de Student, les données qualitatives par le test du Khi-deux. Une analyse en fonction de 



l'étiologie de la cirrhose a également été effectuée. Le seuil de signification utilisé était p 

inférieur ou égal à 0.05. 

Résultats 

A Analyse descriptive 

Parmi les 185 cirrhotiques inclus, 122 présentaient un hépatocarcinome, 79 développés sur 

une cirrhose d'origine éthylique, 43 sur une cirrhose d'origine virale (tableau 1). 

Tableau 1 : Répartition de la population étudiée. 

* p=0.0001 : comparaison entre les patients ayant un CHC d'origine éthylique ou virale et les 
témoins. 

Le sexe masculin n'apparaissait pas significativement lié à la présence d'un CHC; en 

revanche les patients cirrhotiques ayant développés un CHC étaient significativement plus 

âgés que les patients cirrhotiques sans hépatocarcinome (~~0.0001) .  La durée de suivi dans le 

service ne différait pas d'un groupe à l'autre. La répartition des patients selon le score de 

Child-Pugh était la suivante: pour le groupe de cirrhotique avec CHC : stade A: 46, stade B: 

44, stade C: 23 et pour le groupe de cirrhotiques sans CHC : stade A: 30, stade B: 18, stade C: 

15. La sévérité de la maladie ne différait pas entre les deux groupes, mais le temps de Quick 

Cirrhose 
virale 
n-39 

21 (72.4%) 

53.69 +/- 9.6 

2.34 +/- 2.7 

Cirrhose alcoolique 
n=34 

27 (79.4%) 

57.82 +/- 1 1 .O6 

2.36 +/- 4.9 

CHC sur 
cirrhose virale 

n=43 
35 (81.4%) 

65.58 +/- 10.1* 

2.63 +/- 5.1 

Hommes 
(%) 

Age 
Durée de 

suivi 

CHC sur cirrhose 
éthylique 

n=79 
65 (82%) 

66.68 +/- 8.73" 

1.95 +/- 4.1 3 



était significativement plus élevé dans le groupe de cirrhotiques compliqués d'un CHC 

(p=0.03). Cette différence était retrouvée si seuls les cirrhotiques d'origine éthyliques étaient 

considérés. L'albuminémie apparaissait en revanche plus basse chez les patients avec un CHC 

(p=O.O8). 

Le taux moyen de folates sériques apparaissait dans les limites de la normale chez les 

cirrhotiques avec ou sans CHC ; il était cependant significativement plus élevé chez les 

patients compliqués d'un CHC (p=0.007). Ce résultat était retrouvé si seuls les cirrhotiques 

d'origine éthylique étaient analysés. Par contre l'homocystéinémie était normale dans les 2 

groupes même en cas de différence du taux de folates (tableau 2). 

Lorsque l'ensemble des patients cirrhotiques inclus était considéré, la présence de signes 

endoscopiques d'hypertension portale, d'une ascite, ainsi qu'une consommation excessive 

d'alcool et un tabagisme actif n'étaient pas associés à la présence d'un CHC. 

Tableau 2 : Caractéristiques des patients cirrhotiques sans ou avec CHC quelque soit 

l'étiologie. 

Bilirubine totale 
(mgh) 

Albumine (gfl) 

TP (%) 
Child-Pugh 

Folates sériques 
(nmolesll) 

Vitamine BI2 
(pmolesh) 

Homocystéinémie 
(pmolesh) 

Cirrhoses 
n=63 

26.06 +/- 28.76 

32.58 +/- 9.56 

65.78 +/- 18.38 
7 +/- 9 

9.13 +/- 4.87 

675.75 +/- 586 

14.37 +/- 5.44 

CHC 
n=122 

23.39 +/- 31.48 

30.14 +/- 7.5 

72.28 +/- 20.75 
7 +/- 2 

11.7 +/- 6.06 

1357.99 +/- 2197.39 

16.16 +/- 8.86 

P 

NS 

0.08 

0.03 
NS 

0.007 

NS 

NS 



B L'analyse du polymorphisme de la MTHFR 677 

La prévalence du génotype CC (sauvage) chez les patients ayant développé un CHC sur une 

cirrhose d'origine éthylique était de 3 1%. Elle était de 35% chez les patients avec une cirrhose 

éthylique sans CHC. Il n'existait pas de différence significative entre ces 2 groupes lorsqu'ils 

étaient comparés au groupe témoin. Le génotype CC semblait cependant moins fréquent chez 

les cirrhotiques alcooliques avec un CHC en comparaison aux témoins (p=0.06). 

La prévalence du génotype CC chez les patients ayant développé un CHC sur une cirrhose 

virale était de 56% en comparaison aux 44% observés chez cirrhotiques d'origine virale sans 

CHC (p NS). Il n'existait pas de différence significative entre ces 2 groupes et les témoins. Le 

génotype CC semblait cependant plus fréquent chez les patients avec un CHC sur une cirrhose 

virale en comparaison aux témoins (p=0.07) (tableau 3). 

Le phénotype 677CC semblait plus fréquent chez les patients présentant un CHC sur cirrhose 

d'origine éthylique que virale (p=0.008). 

La comparaison du polymorphisme et du taux de folates, de vitamine B12, et d'homocystéine 

ne mettait pas en évidence de différence significative entre aucun des groupes. 



Tableau 3 : Répartition du polymorphisme de la MTHFR 677 dans la population étudiée. 

NB: p > 0.05 
*p=0.008 comparaison entre les patients avec un CHC sur une cirrhose d'étiologie éthylique 
ou virale. 
*p=0.06 : comparaison entre les patients avec un CHC sur une cirrhose éthylique et les 

témoins. 
** p=0.07 : comparaison entre les patients avec un CHC sur une cirrhose virale et les 

témoins. 

Témoins 
N=192 

81(42%) 
83 (43%) 
27 (14%) 

Cirrhoses 
virales 
N=29 

13(44.8%) 
14 (48.3%) 
2 (6.9%) 

Cirrhoses 
alcooliques 
N=34 

12 (35%) 
20 (59%) 

2 (6%) 

CHC sur 
cirrhoses virales 

N=43 

24 (55.8%)** 
13 (30.2%) 

6 (14%) 

r 

CC 
CT 
TT 

CHC sur 
cirrhoses 

alcooliques 
N=79 

25 (31.6%)" 
40 (50.6%) 
14(17.8%) 



C L'analyse du polymorphisme de la MTHFR 1298 

La prévalence du génotype AA chez les patients ayant un CHC sur une cirrhose d'origine 

éthylique était de 50% en comparaison au 35% chez les patients cirrhotiques sans CHC, Il 

n'existait pas de différence significative entre ces 2 groupes en comparaison aux témoins. 

La prévalence du génotype AA chez les patients ayant un CHC sur une cirrhose d'origine 

virale était de 44%. Elle était de 27% chez les patients avec une cirrhose d'origine virale sans 

CHC. A nouveau, il n'existait pas de différence significative entre ces 2 groupes lorsqu'ils 

étaient comparés aux témoins. 

La répartition du polymorphisme était similaire entre le groupe de patients ayant un CHC sur 

une cirrhose éthylique et ceux ayant un CHC sur une cirrhose virale (tableau 4). 

La comparaison du taux de folates, de vitamine B12 et d'homocystéine en fonction du 

polymorphisme ne mettait pas en évidence de différence. 

Tableau 4: Répartition du polymorphisme de la MTHFR 1298 dans la population étudiée. 

AA 
AC 
CC 

CHC sur 
cirrhoses 
éthyliques 

N=79 
40 (50.6%) 
36 (45.6%) 
3(3.8%) 

CHC sur 
cirrhoses virales 

N=43 

19 (44.2%) 
14 (32.6%) 
1 O (23.2%) 

Cirrhoses 
éthyliques 

N=34 

12 (35.3%) 
20 (58.8%) 
2 (5.9%) 

Cirrhoses 
virales 
N=29 

8 (27.6%) 
16 (55.2%) 
5 (1 7.2%) 

Témoins 
N=113 

46 (40.7%) 
54 (47.8%) 
13 (1 1.5%) 



Discussion 

Les résultats préliminaires de notre étude ne semble pas confirmer les résultats de l'autre 

étude française concernant la prévalence du polymorphisme de la MTHFR 677 dans le CHC 

(80). Dans notre population, la fréquence des formes sauvages (CC) de la MTHFR 677 était 

comparable dans le groupe CHC sur cirrhose éthylique (25179 ;31.6%) et dans le groupe 

cirrhose alcoolique sans CHC (12134 ;35%). Ces fréquences étaient respectivement de 60% 

(n=43/72) et 43% (n=52/122) dans l'étude de Saffroy et al. 11 est peu probable que la faiblesse 

de notre effectif dans le groupe cirrhose alcoolique explique la différence de résultats entre 

ces deux études. 

La prévalence des formes sauvages CC semblait plus faible pour les cirrhotiques d'origine 

éthylique compliqués d'un CHC par rapport aux témoins, alors qu'elle était plus élevée pour 

les cirrhotiques d'origine virale compliqués d'un CHC quand ces deux groupes étaient 

comparés aux témoins. Ces résultats sont à prendre avec précaution car ils sont à la limite de 

la significativité. De manière plus intéressante, les formes CC étaient significativement plus 

fréquentes pour les cirrhotiques d'origine virale avec un CHC par rapport à ceux dont 

l'étiologie est alcoolique (56% vs 32% ; p=0.008). Ces résultats n'ont pas été retrouvés dans 

l'étude de Saffroy et al, (80). Cela pourrait s'expliquer par une sélection stricte de nos cas et 

de nos témoins. En effet en raison des variations de fréquence de la mutation en fonction de 

l'origine ethnique et d'un gradient nord-sud en Europe, les patients non caucasiens et les 

italiens étaient exclus d'emblée, ces derniers ayant une fréquence très élevée du 

polymorphisme TT et d'hépatopathies virales (19'20). Pour la première fois, l'étude du 

polymorphisme 1298AC est réalisée dans une population de patients cirrhotiques avec ou sans 

un CHC. La fréquence de la mutation 1298AC ne diffère pas entre les groupes CHC ou 

cirrhose, quelque soit l'étiologie, en comparaison aux témoins. Ce résultat peut s'expliquer 

par le fait que la mutation 1298 altère moins l'activité enzymatique que la mutation 677 



(12'13). Elle n'a d'ailleurs pas été impliquée dans la carcinogenèse colique. Comme pour le 

polymorphisme 677, les taux plasmatiques de folates, de vitamine B 12, et l'homocystéinémie 

ne sont pas corrélés au génotype. 

Dans notre étude, ils apparaissent dans les limites de la normale dans tous les groupes. Le 

taux moyen de folates semble plus faible chez les patients cirrhotiques sans CHC en 

comparaison aux patients ayant développés un CHC (p=0.007). Ce résultat se confirme si 

seuls les cirrhotiques d'origine éthylique sont considérés. Les données de la littérature 

montrent qu'il existe fréquemment une carence chez les patients éthyliques attribuée à une 

carence d'apports alimentaires, une diminution de l'absorption, et à une toxicité directe de 

l'éthanol (61). Dans notre étude, ce déficit vitaminique n'est pas corrélé à l'homocystéinémie 

alors que certains auteurs ont décrits une hyperhomocystéinémie secondaire à cette carence 

(30'37). On peut supposer que, dans notre étude, ce déficit n'est pas assez profond et que les 

autres voies de métabolisme de l'homocystéine prennent alors le relais. Les taux de vitamine 

B9, B12 et d'homocystéine sont comparables pour les patients cirrhotiques d'origine virale 

sans ou avec un CHC. Ceci renforce l'idée d'un impact de l'éthylisme sur le taux de folates. 

La comparaison du polymorphisme avec les taux de folates, de vitamine B12 et 

l'homocystéinémie ne montre pas de corrélation entre les deux. On s'attend pourtant à une 

hyperhomocystéinérnie en cas de génotype TT. Un taux de folates normal et un faible nombre 

de patients inclus pourraient expliquer ce résultat. 



CONCLUSION 

Le domaine des interactions gènelnutriment est un modèle qui permet d'étudier les 

conséquences d'un déséquilibre environnemental sur le génome. Le cycle des folates à 

travers son influence sur la méthylation et le niveau de synthèse de l'ADN est une voie de 

recherche prometteuse en cancérologie. L'identification des polymorphismes du gène de la 

MTHFR, de la méthionine synthase, et d'autres enzymes impliqués dans le cycle des folates 

fait l'objet d'une attention particulière car elle pourrait améliorer la compréhension de la 

carcinogenèse. Le polymorphisme de la MTHFR pourrait également expliquer la meilleure 

tolérance de différentes chimiothérapies et être un facteur prédictif de réponse au 5-FU. 

Il semble clairement établi que la mutation 677TT est protectrice dans la néoplasie colique. 

Cependant des facteurs exogènes (un taux de folates bas et un éthylisme chronique) 

pourraient altérer cet bénéfice. D'après notre étude, une relation entre le polymorphisme du 

gène de la MTHFR et le CHC semble hypothétique. Seule une étude de cohorte avec un suivi 

prospectif de cirrhotiques permettrait d'établir ce lien. Pour la carcinogenèse hépatique et 

malgré les progrès récents, il persiste des zones d'ombre avant de pouvoir établir des 

marqueurs pronostiques et des facteurs prédictifs de réponse au traitement. 

Des études sur l'enrichissement des aliments en folates ont montré une baisse de 

l'homocystéine et une diminution du taux d'anomalies de fermeture du tube neural. 

Cependant l'impact réel sur les autres pathologies n'est pas connu. L'intérêt d'une 

supplémentation alimentaire sur l'ensemble de la population semble donc non prouvée et 

injustifiée malgré l'effet de mode des 'vitamines'. 



FIGURES 

Figure 1 : Le cycle des folates. 
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Figure 2 : Les conséquences d'une carence en folates en fonction du génotype 677. 
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Annexe 1 : Exemples de courbes obtenues après PCR par le Light-Cycler pour la recherche 

du polymorphisme 677 du gène de la MTHFR. 
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Annexe 2 : Exemples de courbes obtenues après PCR par le Light-Cycler pour la 

recherche du polymorphisme 1298 du gène de la MTHFR. 
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