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Introduction 

 

 

1 

Le mot « cancer » est un terme générique désignant un grand groupe de maladies 

complexes  pouvant toucher n’importe quelle partie de l’organisme, impliquant des 

facteurs de risque  génétiques et environnementaux (Clavien et Genini-Ongaro, 2018 ; 

OMS, 2021). 

le cancer de la prostate (CaP) ou adénocarcinome prostatique correspond à une 

tumeur maligne développée aux dépends d’un épithélium glandulaire de la prostate et 

touche les hommes âgés de plus de 50 ans (Lacave et al., 2005 ; Abderrahmane, 2017). Il 

représente le cancer le plus fréquent des cancers urologiques et il apparait comme la 

cinquième cause de mortalité tout sexe confondu, après ceux du poumon, du colon, rectum, 

estomac, du sein et la deuxième cause de mortalité chez l’homme comme en témoignent 

les données épidémiologiques (3597 nouveaux étaient recensée en 2020 en Algérie et 

représentent 13,2% du total des cancers chez l’homme)(Globocan, 2020). 

De nos jours, plusieurs facteurs de risque contribuent à l’apparition du CaP, mais 

aucun facteur n’a pu être impliqué directement dans l’étiopathogénie de ce cancer, à 

l'exception de la transmission héréditaire de certains gènes de prédisposition.  

Cependant, les travaux réalisés ces vingt dernières années en biologie moléculaire du 

CaP ont permis d’identifier un grand nombre d’acteurs moléculaires participant aux 

grandes fonctions qui définissent le phénotype cancéreux, parmi ces gènes le gène MTHFR 

(Méthylène TétraHydro-Folate Réductase) responsable de la conversion de la 5,10 

méthylenetetrahydrofolate en 5 méthyl- tetrahydrofolate, qui est la forme la plus commune 

du folate dans le sang. Les folates interfèrent avec les phénomènes de carcinogénèse en 

modulant la méthylation de l’ADN et en contrôlant la synthèse et la réparation de l’ADN. 

Deux polymorphismes du gène MTHFR (C677T et A1298C), responsables de la 

synthèse d’une forme thermolabile de la protéine MTHFR et qui pourrait être à l’origine de 

l’initiation et la progression du CaP (Chen et al., 2002 ; Lin et al., 2004 ; Maragas et al., 

2005). 

Dans le présent travail nous nous sommes intéressés à  l'étude  de l’un des paramètres 

moléculaires (le polymorphisme A1298C du gène MTHFR) en relation avec la survenue du 

CaP.  
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Ce fut notre thème d’étude, dont les objectifs sont :   

 Maitriser les outils et les techniques de bases de biologie moléculaire   

 Étudier la distribution du polymorphisme A1298C du gène MTHFR dans 

un échantillon de la population Algérienne.  

 La recherche d’éventuelles associations entre le polymorphisme A1298C 

du gène MTHFR et le risque de CaP. 
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1. Définition 

Le cancer de la prostate (CaP) est le cancer qui se développe à partir des tissus de la 

prostate, une glande de l'appareil reproducteur de l'homme, quand des cellules y mutent et 

se multiplient de façon incontrôlée. C’est le cancer le plus fréquent de l’homme. On estime 

que 1 homme sur 7 en recevra le diagnostic (Nelson et al., 2005). 

Bien qu’aucune cause particulière  n’ait découverte, il existe une prédisposition 

génétique et la plupart des CaP évoluent très lentement. La  tumeur demeure localisée dans 

la prostate et à des effets limités sur la santé, provoquant parfois des troubles urinaires ou 

érectiles (Allard, 2017).  

Le CaP est une maladie qui se développe à partir de cellule de la prostate initialement 

normales qui se transforment et se multiplient de façon anarchique jusqu’à former une 

masse appelée tumeur maligne (INC, 2017). Cette pathologie est 80 % hormono-dépendant 

(hormono-sensible) (Khoury, 2002). Dans la majorité des cas, les hormones sexuelles ont 

une action cancérigène si les cellules de tumeur présentent à leur surface une quantité .On 

dit alors que ces cellules ont développé une hypersensibilité aux hormones. Lorsque 

l’hormone se fixe à ce type de cellules, elle stimule leur multiplication, ce qui favorise le 

développement d’une tumeur (Jacopin, 2018). 

 

Figure 1: Cancer de la prostate (Mandal, 2018) 
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2. Epidémiologie  

2.1. Incidence  

L’institut de veille sanitaire estime l'incidence du CaP à 1 600 000 nouveaux cas 

chaque année sur 23 sites de cancer,  il représente le cancer le plus fréquent et la deuxième 

cause de mortalité par cancer après le cancer broncho-pulmonaire (Globocan, 2020). 

 

Figure 2 : Estimation du nombre de nouveau cas dans le monde (Globocan, 2020). 

Le taux d’incidence du cancer de la prostate standardisé sur la population mondiale a 

fortement augmenté entre 1980 et 2009, passant de 24,8 à 127,1 cas pour 100000 

personnes par an, avant de baisser nettement ensuite pour atteindre 99,4 pour 100000 par 

an en 2009, soit une diminution de 6% par an en moyenne entre 2005 et 2009,et il y a de 

grandes différences dans l’incidence d’un pays à l’autre (Emmanuel, 2010 ; Wei et al., 

2020). 

Les incidences les plus élevées sont retrouvées dans les pays du nord de l’Europe : 

Finlande, Suède et Pays-Bas avec une exception pour le Danemark pour lequel l’incidence 

est une des plus basses d’Europe avec l’Espagne et l’Italie. Dans le monde, le CaP est la 

deuxième cause de cancer, la 5° cause de mortalité par cancer. Il est à noter que chez les 

hommes nord-américains c’est la deuxième cause de décès par cancer (Jemal et al., 2008). 
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Figure 3 : Nombre de cas de cancer de la prostate (X1000) estimé en 2012 (Globocan, 

2020). 

WHO Africa region (AFRO) ,WHO Americas region (PAHO) ,WHO East Mediterranean 
region (EMRO) ,WHO Europe region (EURO)  ,WHO South-East Asia region (SEARO) 

WHO Western Pacific region (WPRO) . 

2.2. Prévalence  

Il représentait 10%des causes de décès par cancer chez l’homme et le taux mondial 

de mortalité en 2007 par le cancer de la prostate est de 8,1 pour 100000 (Margel, 2017 ; 

IARC, 2021).  

2.3. Mortalité  

Le CaP est une cause majeure de mortalité dans le monde, et un des cancers les plus 

fréquents. Le taux de la mortalité augmente avec l’âge, plus de trois quarts des décès 

surviennent après 75ans (Rozat et al., 2018). 

Le registre des cancers place le CaP au 4ème rang, et le premier cancer urologique et 

pratiquement représente 3,8% des décés causés par le cancer chez les sujets  après l’âge de 

50 ans  avec plus de 300 000 décés par an (Salomon, 2013 ; Rozet et al., 2018 ; Shen et al., 

2020 ; Wei et al., 2020). Cependant, à  l’inverse de l’incidence, le taux de mortalité 

standardisé sur la population mondiale est en baisse continue depuis 1990. Ainsi on est 

passé de 18 pour 100 000 en 1990 à 10,5 pour 100 000 en 2011 (Figure 4). 
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Figure 4 : Classement des tumeurs solides par mortalité estimé en 2015 (Globocan, 2020). 

2.4. En Algérie 

Le nombre de nouveaux cas est estimé à 3597 en 2020, le CaP est classé au 4ème  rang tout 

sexe confondu et 2ème rang chez les hommes (Globocan, 2020) . 

 

 

Figure 5 : Nombre de nouveaux cas en Algérie (Globocan, 2020). 
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3. Anatomopathologie  

L’hétérogénéité du CaP primitif au sein d’un même nodule tumoral, donner par la 

transformation oncogène de différent types de cellules donne lieu a des sous-types de 

tumeurs distincts (Wang et al., 2013). 

Il existe des tumeurs malignes rares de la prostate, tels que les néoplasmes 

mésenchymateuses malignes (sarcomes) et néoplasmes hémato-lymphoïdes (lymphomes) 

de la prostate (néoplasmes non épithéliaux) (cheville et al., 2016). L’initiation de CaP est 

dans les cellules épithéliales basales ou liminales, qui présentent les adénocarcinomes 

acineux et se développent a partir des cellules liminales secrétant des glandes prostatiques 

(Visvader, 2011 ;  Xin, 2019). 

3.1. Etats précancéreux  

Les tissus précancéreux contiennent des cellules avec les anomalies qui ont résulté de 

la mutation d‘ADN (anomalie cyto-nucléaires) .Parfois ces cellules anormales  prolifèrent 

et le cancer se développe  en adénocarcinome (Mandal, 2019). 

3.2. Adénocarcinome  

C’est la transformation maligne progressive de cellules épithéliales qui forment le 

revêtement de la prostate (Ameli, 2012) à partir des acini, et en fonction de son site 

d’origine dans la prostate et de sa différenciation histologique il peut prendre différentes 

formes (Medjani, 2019). 

 

Figure 6 : La progression du CaP (Invest, 2007). 
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4. Classification anatomopathologie  

Le cancer de la prostate est classé selon : 

4.1. Classification de Gleason 

C’est la classification histologique la  plus souvent employé pour déterminer le grade 

du cancer de la prostate, et les marqueurs pronostic le plus puissant de l’issue de la 

maladie. Elle est utilisée  dans le cas de l’adénocarcinome, qui est le type de cancer de 

Gleason repose sur le degré de différenciation des cellules cancéreuses et sur leur modèle 

de croissance (disposition) dans la prostate. La différenciation décrit à quel point les 

cellules cancéreuses sont différentes (Annexe 1) (Salomon, 2014). 

4.1.1. Score de Gleason 

Compte tenu de l’hétérogénéité habituelle au sein d’une même tumeur, la 

différenciation est exprimée par le score de Gleason (coté de 2 à 10). Il est calculé par la 

somme du grade du  contingent tumoral le plus représenté et celui du contingent le plus 

mauvais au sein de la tumeur étudiée. Les deux contingents sont récusés, le plus mauvais 

étant devant. Plus le score est élevé, plus le pronostic est défavorable (Salomon et al., 

2010). 

4.1.2. Grade de Gleason 

 Le grade de Gleason comporte 5 sous-groupes notés de 1 (bien différencié/ risque 

faible) à 5 (indifférencié/ risque élevé). Selon l’architecture glandulaire de la tumeur 

(figure7) (procure, 2017). 
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Figure 7: Les grades histologiques du CaP (Alta, 2020). 

4.2.  Classification TNM  

Le système de starification des nœuds tumoraux (TumorNodeMetastasis), une 

classification internationale, proposé par le chirurgien français Pierre Denoix de l’institut 

Gustave-Roussy entre 1943 et 1952 (UICC, 2021). 

Qui dévaluer les caractéristiques d’un cancer selon des critères de propagations 

anatomique locales, régionales et métastatiques à distance .Elle prend en compte la 

combinaison d’indicateurs de classement représentés par les lettres : 

T(taille et degré d’extension de la tumeur initiale) ,N(Nombre  et emplacement 

des Nodes ou  ganglions lymphatiques régionaux atteints) ,M(degré de 

propagation des Métastases) (Annexe 2) (Davody, 2019). 

4.3.  Classification  D’AMICO    

Afin de mieux guider la prise en charge, D’Amico à proposé de classer les cancers en 

trois groupe en fonction de leur risque de progression après prostatectomie totale, 

radiothérapie externe et curiethérapie interstitielle. 

 Risque faible : PSA < 10 ng/mL et score de Gleason ≤ 6 et stade clinique T1c ou 

T2a. 
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 Risque intermédiaire: PSA compris entre 10 et 20 ng/mL ou score de Gleason de 

7 ou stade T2b. 

  Risque élevé : PSA > 20 ng/mL ou score de Gleason ≥ 8 ou stade clinique T2c. 

Les groupes à risque intermédiaire et à risque élevé sont hétérogènes : il suffit 

d’avoir un des trois facteurs pour définir l’appartenance à ces groupes. 

Une distinction existe au sein du groupe à risque intermédiaire entre les tumeurs de score 

de Gleason  et l3) (Souli et al., 2007 ; Slmmons et al., 2007 ; Reveiller, 2008 ). 

5. Facteurs de risques 

5.1 Facteurs à risques établis  

5.1.1 Age 

La prévalence du cancer de la prostate augmente avec l’âge, il est très rare avant 

40ans et affecte les hommes de plus de 50 ans (ACS, 2015). Son incidence est comprise 

entre 30 à 70 % entre 70 à 80 ans (Cussenot, 2010).  

5.1.2 Origine éthique 

L’incidence du cancer de la prostate varie d’un continent à l’autre et d’une 

population à l’autre. Il est par exemple beaucoup plus fréquent de 1,6 fois plus chez les 

populations afro-américaines. A l’inverse, les populations caucasiennes et asiatiques ont un 

risque moindre de développer un cancer de la prostate. Il est probable que des facteurs 

environnementaux soient en cause (Postate, 2013).  

5.1.3 Antécédents familiaux  

En 1992, Carter et son équipe essaient d’évaluer la part des facteurs génétiques et 

leur mode d’hérédité dans les formes familiales.  Ils concluent, dans 20 % des cas environ 

(13-26 %), à la survenue d’une forme familiale de CaP, lorsqu’au moins deux cas de 

cancer de la prostate dans la famille sont recensés. L'appartenance à une famille où il existe 

un ou plusieurs cas de cancer de la prostate confère un risque relatif aux apparentés du 

premier degré variant de 1,6 à 11 selon le nombre d'apparentés atteints, les liens familiaux 

(1ierdegré ou non) et l'âge au diagnostic de l'apparenté avec le  porteur. Pour  les formes de 

cancers dites héréditaires, des critères stricts ont été établis : présence de trois cas chez des 

apparentés de premier degré ou de deux cas diagnostiqués avant 50  ans.  La  transmission 

héréditaire peut se faire non seulement sur un mode autosomique dominant (transmission 
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par le père atteint ou la mère) mais aussi sur un mode lié au sexe  (la transmission se fait 

alors par les mères. Toutefois les fils atteints ne transmettront pas la prédisposition à leurs 

propres fils (Vidal, 2019).  

5.1.4 Facteurs hormonaux  

L’hormono-dépendance du cancer de la prostate étant bien établie. Le rôle de la 

testostérone est suspect grâce à l’absence de cancer de la prostate avant la puberté, chez les 

individus castrés et chez les individus présentant un déficit en 5 -alpha réductase (enzyme 

permettant de métaboliser la testostérone en dihydro-testostérone qui est dix fois 

plus active sur le récepteur des androgènes que la testostérone (Fournier et al., 2004) .  

5.2 Facteurs à risque probable  

5.2.1  Facteurs environnementaux  

Certains environnements professionnels comme celui de l’agriculture semblent 

exposer les hommes à un sur-risque de cancer de la prostate : des polluants chimiques 

comme les pesticides, le cadmium, les hydrocarbures polycyclique aromatiques pourraient 

ainsi être impliqués, mais ces données demandent encore à être confirmées (Ruaux, 2014). 

5.2.2 Facteurs nutritionnels  

 La viande rouge a été incriminée, en particulier en cas de cuisson à 

haute température. 

L’alimentation riche en graisses augmenterait le risque essentiellement par le biais 

des acides gras polyinsaturés (acide alphalinolénique) selon des mécanismes divers : 

augmentation du taux d’hormones sexuelles, réponse immunitaire, composition des 

membranes cellulaires en phospholipides, formation de radicaux libres, diminution de la 

vitamine D, augmentation de l’IGF-1, ou action sur le 5-alpha-réductase-de type 2. 

La consommation de calcium et de produits laitiers est associée à un risque plus 

élevé de cancer. De plus, un régime faible en fructose augmente le risque de CaP. L’alcool, 

un temps suspecté, ne semble pas avoir d’influence sur ce cancer (Shaneyfelt et al., 2000). 
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5.2.3 Tabagisme  

Les chercheurs sont parvenus à des conclusions contradictoires touchant les risques 

accrus de cancer de la prostate associés à l’usage du tabac. Il faudra poursuivre les études 

pour mieux comprendre les associations éventuelles entre le tabagisme et le risque de 

cancer de la prostate (Procura, 2019).  

6. Diagnostic  

Le CaP est généralement asymptomatique, mais lorsque la tumeur se développe les 

symptômes apparaissent (Ghoul et Hadji, 2020). 

 Cancer a un stade avancé : Il peut être responsable de signes aspécifiques comme 

des difficultés pour uriner, du sang dans l’urine ou le sperme, des éjaculations 

douloureuses avec des troubles de l’érection (Vidal, 2021). 

 Cancer métastatique : Il se manifeste avec une altération de l’état général, une 

perte de poids, des douleurs osseuses rebelles faisant évoquer une compression 

médullaire par des métastases rachidiennes (HAS, 2013 ; El-Adioui, 2019). 

La première étape du diagnostic repose sur un examen clinique, le toucher rectal et la 

répétition du dosage du PSA. 

6.1. Diagnostic  biologique  

Les examens de dépistage du CaP suscitent de nombreuses discussions parmi les 

spécialistes, consistent à rechercher la maladie de façon systématique pour des patients 

asymptomatique et à risque (Rozet, 2018 ; Futura, 2021).Par ailleurs, chez les hommes qui 

ont un CaP diagnostiqué, il a été montré que le taux de PSA est un bon indicateur de 

l’efficacité des traitements et de l’évolution de la maladie (Anon, 2020). 

6.1.1 Test de l’antigène prostatique spécifique PSA  

Une protéine de la famille des kallikréines jouant un rôle dans la liquéfaction du 

sperme (Salomon, 2013), libérée dans le sang de façons exclusive par la prostate. Elle est 

fabriqué par les cellules épithéliales du tissu prostatique normal et néoplasique sécrétoires  

et se daine dans le système calanaire (Lainé, 2015 ; Jha et Jana, 2020). 

les taux sériques sont normalement inférieurs a 4ng/ml mais varient en fonction de 

l’âge et de la race du malade , l’utilisation de cet antigène a entrainé une augmentation du 
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taux de détection précoce du cancer , cette anomalie n’est pas nécessairement un cancer 

(Bostwick , 1994) mais condition anormale au  niveau de la prostate qui  peut être causée 

par un traumatisme ,une prostatite ( infection ) , une hypertrophie bénigne ou une 

augmentation de la taille de la prostate (adénome) peuvent également se traduire par une 

augmentation du taux de PSA (King et al., 2015). 

D’autres examens biologiques peuvent être réalisés, parmi lesquels on peut citer : les 

bio-marqueurs urinaires (Prostate Cancer Antigen (PCA3), les bio-marqueurs sanguins 

(Indice de santé de la prostate (Phi) ,4Kscore ) et les bio-marqueurs tissulaires (l’Oncotype 

DX (GPS), Prolaris Test tissulaires ) (Lamy, 2016 ; Ferro et al., 2020).Pour les biopsie 

liquides ils ont utilisé aussi les ADN acellulaire (cfDNA) et les exosomes (Ghoul et Hadji, 

2020 ; Pang et al., 2020). 

6.1.2 Diagnostic clinique: DRE (examen rectal numérique) 

L’examen clinique consiste en un toucher rectal simple et non douloureux, utilisé 

comme un principal moyen de détection des maladies de la prostate. Il permet de constater 

siune prostate est anormalement dure, hypertrophiée ou présentant un ou plusieurs nodules. 

Dans environ 18% des cas il est recommandé préalablement à la prescription du dosage du 

PSA  total (Salomon et al., 2013 ; Corrreiaa et al., 2020). 

6.1.3 Biopsie  

La biopsie prostatique est indiquée en cas de suspicion clinique ou biologique de CaP 

chez les hommes (Chevreau, 2016), que ce soit par un taux de PSA élevé, un DRE anormal 

ou des antécédents familiaux de CaP (Fourcade, 1997 ; Lopez et True, 2019) . 

La biopsie Consiste à prélever un ou plusieurs petits  fragments de la glande en passant a 

travers la paroi de rectum  selon une technique bien codifiée , afin de pratiquer une analyse 

histologique (Mignard, 2010) . 

7. Bilan d’extension   

Il comporte des examens d’imagerie qui permettent de vérifier si le cancer s’est 

développé en dehors de la prostate, autrement dit s’il s’est étendu à d’autres organes. 

Certains de ces examens visent à évaluer l’extension locale de la maladie, c’est-à-dire à 

vérifier si la tumeur a dépassé la capsule prostatique. Ils permettent notamment de voir les 
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vésicules séminales, le rectum, le bas de la vessie et les ganglions lymphatiques situés à 

proximité de la prostate (INC, 2017 ; Procure, 2019).C’est les cas des examens suivants : 

 IRM (imagerie par Résonance Magnétique) : Cet examen est indiqué en cas de 

stade supérieur ou égal aT2a , taux de PSA≥10 ng/ml, et de Score de Gleason ≥7 ( 

OMS, 2016). 

 TDM (scanner) abdomino-pelvienne : Pour la recherche d’adénopathie, si 

toucher rectal anormal et/ou PSA supérieur à 10ng/ml et/ou Gleason ≥7 (Thuret, 

2003). 

 La scintigraphie osseuse  : Si le PSA est supérieur à 10ng/ml et/ou le Gleason 

supérieur ou égal a 7 et/ou présence de douleurs osseuses (Thuret, 2003). 

 Ecographie transrectale : Aide à diagnostiquer le CaP si le taux de PSA élevé. 

 

8. Traitements  

Le CaP peut être abordé de différentes manières selon leurs caractéristiques. 

Plusieurs modalités peuvent être proposées, seules ou en association. Le choix des 

traitements dépend des caractéristiques du cancer: l’endroit où il est situé, le type 

histologique, le stade, et le degré d’agressivité. 

 La chirurgie : L’intervention chirurgicale proposée dans le cadre du traitement 

d’un CaP est une prostatectomie totale (dite aussi prostatectomie radicale). Elle 

consiste à enlever toute la prostate ainsi que les vésicules séminales. Dans certains 

cas, les ganglions voisins sont également enlevés ; on parle alors de curage 

ganglionnaire. cette opération est pratiquée par un chirurgien urologue. 

 Surveillance active : C’est une Option thérapeutique curative pour limiter l’impact 

des effets secondaires des traitements en repoussant la mise en œuvre du traitement 

et en ne traitant que les hormones qui auront des signes de CaP évolutif (Mongiat, 

2019). 

 Hormonothérapie : Le cancer de la prostate est un cancer dit hormono-sensible, 

c’est-à-dire que son développement est stimulé par des hormones masculines les 

androgènes et plus particulièrement la testostérone, responsable des caractères 

masculins. L’hormonothérapie consiste à empêcher l’action stimulante de la 



Etude bibliographique 
 

 

15 

testostérone sur les cellules cancéreuses pour stopper le développement du cancer. 

La privation  androgénique (ADT) par agoniste ou antagonistes de l’hormone de 

libération de la lutéinostimuline ou plus rarement par castration chirurgicale, est 

une des principales interventions thérapeutiques contre le CaP au stade 

métastatique (HAS, 2013). 

 Chimiothérapie : Elle est réservée aux cas de cancers métastatiques résistant à la 

castration et dans les formes symptomatiques. Elle permet de cibler et bloquer la 

prolifération des cellules tumorales quelle que soit leur localisation même si elles 

sont isolées et ne sont pas repérables par les examens (HAS, 2013). 

 L’HIFU (High-Intensity Focused Ultrasound):Un traitement par ultrasons 

focalisés de haute intensité (radiofréquence) a pour but de détruire la prostate et la 

tumeur par la chaleur. C’est une technique utilisée pour le traitement curative d’un 

adénocarcinome localise de la prostate en cour d’évolution (Rebillard et Ruffion, 

2005). 

9. Génétique du Cancer de la prostate 

La majorité des cancers de la prostate ont une part de prédisposition génétique 

polygénique, impliquant une combinaison défavorable de variantes génétiques 

 

Figure 8 : Localisations confirmées ou possibles des gènes intervenant dans la 

carcinogenèse prostatique (Fournier G.A et al., 2004). 



Etude bibliographique 
 

 

16 

 

9.1. Mutation germinale (gènes de prédisposition génétique)  

Le risque accru de CaP surgit dans des mutations rares dans les gènes de 

prédisposition de CaP du BARCA 1 et BARCA2 qui sont situés sur les chromosomes 17q21 

et 13q12.3  respectivement et les gènes HOXB13, CHEK2 (Cuffari, 2020 ; Flechon, 2020). 

9.1.1. BRCA1 / BRCA2  

Les deux gènes BRCA1 (13q12.3) et BRCA2 (17q21) participent à la réparation des 

lésions que l’ADN subit régulièrement. La présence de mutations dans l’un de ces deux 

gènes perturbe cette fonction et fait augmenter fortement le risque de CaP. 

Les patients présentant des mutations héréditaires dans l’un ou l’autre gène, 

provoquant ainsi l’hétérozygotie, auront souvent nui les mécanismes de réparation de 

l’ADN et l’instabilité génomique qui sont associés à une plus grande probabilité de 

tumorigenése dans les tissus de la prostate (Mikroppulos et al., 2018 ; Zhen et al., 2018). 

Pareillement, 0,3% de cas sporadiques de CaP ont été associés aux mutations 

germinales des gènes de BRCA, alors que le cancer métastatique de la prostate a une 

probabilité allant de 0,9% à 5,3% de avoir des mutations de plusieurs autre gènes de 

réparation de l’ADN comprenant PALB2 , les BRIP1 , et les NBS1 sont également associés 

à une plus grande possibilité de cancer de la prostate (Cubero et al., 2013) .  

9.1.2. HOXB13  

Le gène HOXB13 de la famille des gènes homéo-box, situé dans la position 17q21-

22, fournit des instructions pour produire une protéine qui se fixe à des régions spécifiques 

de l'ADN et régule l'activité d'autres gènes (Abumsimir et Ennaji, 2019).  

Sur la base de ce rôle, la protéine produite à partir du gène HOXB13 est appelée 

facteur de transcription régulant l’expression du gène RFX6 qui code pour un moteur de 

progression du CaP (Zhen et al., 2018 ; Liu et al., 2020) . 

La mutation G84E du gène HOXB13 peut entraîner une altération de la fonction de 

suppresseur de tumeur de la protéine, entraînant une croissance et une division cellulaires 

incontrôlées pouvant conduire au cancer héréditaire  de la prostate (NIH, 2015). 
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9.1.3. CHEK2  

Le gène du point de contrôle kinase 2 (CHEK2) situé en  22q12.1 est un suppresseur 

de tumeur qui participe à la voie de signalisation des dommages à l’ADN. CHEK2 est 

activé en réponse à divers agents endommageant l'ADN d'une manière dépendante de 

l'ATM.  

S'étend sur 50 kb et contient 14 exons. Il est phosphorylé et activé suite à des 

dommages à l'ADN, entraînant un arrêt du cycle cellulaire et une apoptose. La mutation 

CHEK2 s'est avérée associée à plusieurs types de cancer. De nombreuses aberrations du 

gène CHEK2 qui contient la mutation 1100delC ont été observées dans plusieurs tumeurs 

malignes humaines, notamment le CaP (Cybulski C et al., 2004) .  

9.2  Mutation somatique  

Dans le CaP des anomalies de réparation de l’ADN ont été répertoriés correspondant 

principalement à des gènes BRCA2 et ATM (Loriot et al., 2018 ). 

9.2.1 Modifications épi-génétiques 

 

 Méthylation de l’ADN et carcinogenèse prostatique  

L’hyper-méthylation est un événement précoce de la carcinogenèse, inactivant la 

transcription d’un grand nombre de gènes. Parmi eux figurent des gènes régulateurs de la 

progression tumorale (ou gène suppresseur de tumeur, par exemple APC), des gènes 

codant pour les récepteurs hormonaux (RARβ2), des gènes impliqués dans la prolifération 

et la croissance cellulaires (RASSF1A), ainsi que des gènes favorisant la réparation de 

l’ADN (GSTP1). 

Le premier gène étudié, dont l’expression est réprimée par hyper-méthylation dans le 

CaP, est GSTP1  codant pour la classe π de la glutathion transférase. La méthylation du 

promoteur de ce gène, nulle dans l’épithélium normal, est présente dans 6,4 % des 

atrophies prolifératives inflammatoires, 70 % des dysplasies intra-épithéliales, et plus de 

90 % du carcinome prostatique. La perte de l’activité π glutathion transférase sensibilise 

probablement l’ADN du tissu prostatique aux dommages infligés par les carcinogènes de 

l’alimentation, par les oxydants et par l’inflammation (Colombel et al., 2010 ; Zawiska et 

Wisnik, 2017 ; Yegnasubramanian et al., 2018). 
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 Modifications de l'histone et régulation de la chromatine dans le CaP 

Les mécanismes épi-génétiques, y compris les modifications d'histones, le 

remodelage nucléosomique et la boucle chromosomique, contribuent à l'apparition et à la 

progression du cancer de la prostate (Baumgart et Haendler, 2017). 

Les progrès récents de la biologie moléculaire améliorent considérablement notre 

compréhension de la régulation épi-génétique à l'échelle du génome de l'expression 

génique dans le CaP. La distribution génomique aberrante et le niveau global de 

modifications des histones, le repositionnement des nucléosomes dans les régions du 

promoteur et de l'amplificateur du gène, ainsi que la boucle chromosomique médiée par les 

récepteurs aux androgènes peuvent conduire au silence des gènes suppresseurs de tumeurs 

et à l'activation des proto-oncogènes (Wang et al., 2018) .  

En outre, la boucle chromosomique induite par les récepteurs aux androgènes facilite 

la fusion génique récurrente dans le CaP. Les études sur la régulation épi-génétique ont des 

implications transactionnelles dans l'identification de nouveaux bio-marqueurs et le 

développement de nouvelles thérapies dans le CaP (Chen et al., 2010). 

10.  Méthylènetétrahydrofolate réductase 

10.1 .  Gène 

 

Le gène de la méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est un gène 

polymorphe localisé sur le bras court (p) du chromosome 1 (1p36.3). Impliqué dans le 

métabolisme des folates, la biosynthèse de l'ADN,  le processus épi-génétique de la 

méthylation et l'intégrité génomique dans les cellules en division active comme facteurs de 

risque d'anomalies congénitales, de troubles neurologiques et de cancers (Ergul et al., 

2003 ; Pu et al., 2013). 
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Figure 9 : Localisation du gène de la MTHFR au niveau du premier chromosome humain 

(Lecherc et Rozen, 2007). 

Un ADNc humain pour MTHFR contient pas de TATA box, mais contient plusieurs 

ilots CpG très importants pour les sites d’union pour d’autres facteurs de transcription tels 

que le multiple potentiel SP1 , AP1 et AP2 , il a une longueur de 2,2 kb et 11 exons de 

taille comprise entre 102Pb a 432Pb, chevauché par 10 introns de taille comprise entre 

250Pb a 1.5 kilo base avec une exception d’un intron de 4.2kb, et il a été exprimé montré 

qu'il aboutissait à une enzyme catalytique active d'approximativement 70 kDa (Saffroy et 

al., 2005 ; Goyette et al., 2004). 

 

10.2   Transcription du gène MTHFR  

La  transcription du gène MTHFR humaine produits  différents transcrits, MTHFR 1 

qui se compose de deux formes, MTHFR 2 et MTHFR  3  sont déterminés par l'utilisation 

spécifique des premiers exons respectifs du région 5’.  

La diversité de ces transcrits (ARNm) du gène est due a l’épissage alternatif au 

moment de la transcription primaire ou au courant d’épissure (splicing) des 3 premiers 

exons. Trois polypeptides de 657 acides aminés sont a partir de ces trois variant 

(Homberger, 2000). 

Les nombres en dessous indiquent la bordure 5 'de chaque exon ou la fin de la 

transcription. Les transcriptions révèlent des cadres de lecture ouverts individuels avec des 

sites de départ uniques mais des codons d'arrêt constants (Goyette et al., 1995) . 
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Figure 10 : Variantes de transcription du gène MTHFR humaine (Pelletier, 2005). 

 

10.3.  Protéine MTHFR  

 L’enzyme MTHFR est composé de 656 acides aminés, il s’agit d’un homo-dimère 

de 150kDa comprenant deux iso-formes de taille variables 77kDa et 70 kDa (Boughrara, 

2015). Localisée majoritairement dans la rate, les ganglions lymphatiques et la moele 

osseuse, son expression est plus intense dans le testicule, intermédiaire dans le cerveau et 

rein, et inférieure dans d’autres tissus. (Goyette et al., 1998 ; Gaughan et al., 2000). 

La structure protéique de la MTHFR est subdivisée en deux domaines l’un catalytique (N-

terminal) de poids moléculaire 40 Kda , liant le di nucléotide adénine flavine , le NADPH ( 

donneur d’électrons) et le méthylène  tetra-hydrofolate ; et l’autre (C-terminal) de PM 37 

Kda. A l’union de ces deux domaines se trouve une forte  région hydrophobe avec 

séquence d’acide aminé : Lys-Arg-Arg-Glu-Glu, qui représente le site de clivage par la 

trypsine (Ueland et Rozen, 2005 ; Leclerc et Rozen, 2007). 

 

10.4. Fonction de la protéine MTHFR 

La protéine MTHFR joue un rôle dans le traitement des acides aminés, et les 

éléments constitutifs des protéines. Elle catalyse la conversion du 5,10-

méthylènetétrahydrofolate (CH2THF) en 5-méthyltétrahydrofolate (5-CH3-FH4) en 

utilisant NADPH (Nicotinamide Adénine Di nucléotide Phosphate H). 

La 5-CH3-FH4 est la forme biologique majeure des folates, indispensable a la 

reméthylation de l’homocysteine en méthionine qui sera transformé en S-adénosyl 

méthionine (SAM) principale donneur de groupement méthyle dans l’organisme ,c’est une 
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flavoprotéine cytosolique qui a comme cofacteur la flavine adénine dinucléotide Flavine 

adéninedinucléotide oxydé (Maruti et al., 2009 ; Moll et Varga, 2015 ; Fertil, 2021). 

 

 

Figure 11 : Fonction de la protéine MTHFR 

(Milly et al., 2012). 

L’activité de la MTHFR affecte ainsi la disponibilité du CH2THF, ce qui influence la 

synthèse de l’ARN et de l’ADN. Le CH3THF est requis pour la reméthylation de 

l’homocystéine (Hcy) en méthionine (MET), qui intervient elle-même dans la synthèse 

protéique et la méthylation de l’ADN et d’autres composés (CH3-X).leFlavine Adénine di-

nucléotide (FAD) est le cofacteur de la MTHFR (Sci, 2007).  

 

 

Figure 12 : Répercussion métabolique de l’activité de la MTHFR (Globocan, 2020). 
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Une activité normale de la protéine MTHFR garde un pool adéquat en folates 

circulants et prévient l’élévation des concentrations de l’homocystéine. Inversement une 

activité diminuée de la protéine provoque une diminution des niveaux des folates, une 

réduction de la biodisponibilité de méthionine ainsi qu’une augmentation des 

concentrations de l’homocystéine (Diakite et al., 2012). 

11 Polymorphismes du gène MTHFR  

Le gène MTHFR a été identifié comme possédant une soixantaine  polymorphismes 

mono-nucléotidiques communs ou rares associés a un déficit enzymatique .Parmi eux, 

rs1801133 (C677T) et rs1801131  (A1298C) responsables de la synthèse d’une forme 

thermolabile de la protéine MTHFR (Martin et al., 2006 ; Lin Wan et al., 2018).  

 

Figure 13 : Représentation schématique des principales mutations du gène MTHFR et de 2 

polymorphismes particulièrement étudiés (Leclerc et Rozen, 2007). 

Les 41 mutations spécifiées n’ont été identifiées que dans des familles de patients 

présentant un déficit important de MYHFR (Selver et al., 2003 ; Tonetti et al., 2003)  

11.1  Polymorphisme C677T 

Le variantse trouve dans l'exon 4 au site de liaison au folate du gène MTHFR et 

conduit à la substitution d'une alanine par un résidu valine (Ala222Val) en position 222 de 

la protéine MTHFR et se situe dans les domaines catalytiques de l’enzyme au niveau du 

site de liaison avec le cofacteur (FAD) (Labac, 2014). 
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Cette substitution entraîne une réduction de l'activité et de la thermolabilité du 

MTHFR et entraîne des niveaux inférieurs de 5-méthyltétrahydrofolate, une accumulation 

de 5,10 méthylènetétrahydrofolate et une augmentation des taux d'homocystéine 

plasmatique (Mine  et al., 2021). 

Il est associé à une diminution d’activité enzymatique à 37° et plus , d’environ 75 % 

chez les sujets avec le variant homozygote TT, et seulement 30 % chez les sujets 

hétérozygotes par rapport à la forme sauvage de l’enzyme MTHFR , pour cela la protéine 

est souvent appelée thermolabile.Par conséquent, le C677T est Associé à des maladies 

cardiovasculaires, des anomalies de la coagulation et a des malformations congénitales 

(Cassandra et Kniffien, 2002). 

La fréquence allélique de l’allèle muté T du gène de MTHFR dans la population 

générale est estimée à environ 19 à 30 % et la fréquence de l’homozygote muté T/T est 

d’environ 7 à 12 % (Benchikh, 2012). 

11.2  Polymorphisme A1298C  

A1298C (rs1801131) est situé à l'exon 7 et entraîne une substitution glutamate en 

alanine au niveau du codon 429 (E429A) de la protéine MTHFR et se produisent dans le 

domaine régulateur de l’enzyme pour la S-Adénosyl-Méthionine (Lorenzo et al., 2000 ; 

Robien et al., 2003 ; Weisberg et al., 2003). 

Ce polymorphisme décrit en 1998 est associé a une diminution d’activité 

enzymatique plus modéré (30% a 40% chez les homozygotes mutés) , les homozygotes et 

les hétérozygotes pour A1298C ne présentent pas des concentration élevés en 

homocystéine , ni de concentrations basses en folates . 

Des analyses d’haplotype ont montré un déséquilibre de liaison entre les loci 677 et 

1298, suggérant l’absence d’allèle doublement  muté en position 6770 et 1298 (Urano  et 

al., 2002) . L’association des deux variantes génétiques C677T et A1298C chez les mêmes 

sujets présente un profil semblable à celui présent chez les homozygotes C677T avec 

augmentation des concentrations d’homocystéine et une diminution des concentrations en 

folates (Lorenzo D et al., 2003). 
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La fréquence de l'allèle mutant (C) diffère grandement selon les populations  qui 

diminuent également l’activité de la MTHFR d’environ 60% mais pas autant que le C677T 

(Johanne et Renée,  2002). 

Le polymorphisme du gène MTHFR A1298C est associé à un certain nombre de 

maladies comme le syndrome de Down, la schizophrénie, les anomalies du tube neural, les 

fentes orofaciales, les fentes labio-palatines non syndromiques etc (Sazci et al., 2005 ; 

Jagomagi et al., 2010). 

 Des résultats contradictoires ont été publiés concernant le polymorphisme A1298C 

du gène MTHFR comme facteur de risque de CaP (Cai et al., 2010 ; Safarinejad et al., 

2010 ; Jackson et al., 2013 ; Lopez-Cortés et al., 2013).  

12 Association entre le polymorphisme A1298C du gène MTHFR et le 

CaP  

L’acide folique est essentiel pour la synthèse, la répartition et la méthylation de 

l’ADN et plusieurs études ont signalé des variantes enzymatiques de la voie folate-

métionine comme facteur de risque de cancérogenèse (Upendra et Rai, 2015). 

Le variant A1298C (rs1801131) du gène de la MTHFR entraine une diminution de 

l’activité enzymatique du MTHFR, qui peut jouer un rôle important dans le métabolisme de 

la voie acide folique/homocystéine et est également une source importante de méthylation 

et de synthèse d’ADN ce qui peut participe au développement du cancer (Shuaili et Li, 

2020).  

Ce polymorphisme est avéré lié au risque de CaP. Plusieurs méta-analyses ont été 

publiées concernant le polymorphisme A1298C et le risque CaP ; les résultats sont 

controversés.  

Mine et ces collaborateurs ont réalisé une méta-analyse sur des travaux de cas 

témoins familiales de taille moyenne (439 cas et 479 frères et sœurs témoins). Ils ont 

observé une association positive entre le variant A1298C et le risque de CaP (Mine et al., 

2004).  

Une autre étude était réalisée en 2009 sur une population turque composée de 93 

patients atteints d’un CaP et un groupe témoin de 166. Il a été observé que la présence de 
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l’allèle C constitue un facteur de risque dans la survenus du CaP (Muslumanoglu et al., 

2009) .  

Dans des analyses des sous-groupes, les homozygotes CC étaient associés a un risque 

de CaP légèrement réduit chez les européens, alors qu’il représentait un risque 

significativement accru de CaP chez les asiatiques (Chen et al., 2015).  

Cependant, vingt et une études cas-témoins ont été identifiées pour une méta-analyse 

réalisée par Chen et al, qui comprenait 21 581 participants. Aucune association 

significative n’a été trouvée entre le polymorphisme A1298C et le risque du CaP dans cette 

méta-analyse. 
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Patients et méthodes 

Il s’agit d’une étude de type cas-témoin basée sur la recherche d’éventuelles 

associations entre certains polymorphismes génétiques avec le CaP. 

Notre recherche est une étude prospective, portant sur 44 sujets. Et la réalisation 

pratique du travail s’est effectuée au niveau du laboratoire de la biologie moléculaire et 

cellulaire de l’université des frère Mentouri Constantine 1. 

1. Echantillonnage  

Notre étude a porté sur 44 sujets répartis en deux groupes ; une population malade 

présentant un CaP et une population témoins. Des critères d’inclusions et d’exclusion ont 

été établis pour la population malade ainsi que pour la population témoins. 

 Population Témoin : En nombre de 24. C’est une population générale de référence. 

L’échantillonnage a été recruté au sein de la polyclinique Kadri de la Nouvel ville, et 

le laboratoire El-Aziza d’El-kharoub, Les sujets inclus sont des sujets de sexe 

masculin, pré résumé sain sans des antécédents familiaux ou personnels du cancer. 

Nous avons exclu de notre étude les sujets qui ont des antécédents familiaux ou 

personnelle de cancer et ceux qui ont refusé de faire la prise de sang. 

 Population de  patient : L’échantillon a été repéré de la banque de données de 

Biologie et Génétique Moléculaire (université Constantine 3). Nous avons pris 20 

ADNs de patients atteints d’un CaP, tout âge confondu en écartant les sujets 

déshydratés, difficiles à piquer ou refusant de faire le prélèvement 

Un questionnaire comprenant toutes les données nécessaires est établi pour la 

population d’étude (Annexe 5).Tous les patients participant dans notre recherche ont fourni 

un consentement éclairé et signé, explicitant les implications et les limites de leur 

participation à l’étude. 

2. Etude moléculaire  

Différentes techniques relatives à l’étude moléculaire ont été mise en place : une 

extraction de l’ADN,et  une technique de polymérisation en chaine PCR (Polymerase 

Chain Reaction), une méthode de RFLP (Restriction FragementLengthpolymorphism). 
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2.1. Prélèvement sanguine  

Le prélèvement sanguin a été réalisé dans des conditions stériles, et doit respecter les 

critères suivants : 

 Le prélèvement s’est effectué sur les patientes répondant aux critères d’exclusion 

de notre étude. 

 L’accord du patient et l’obtention de son consentement sont obligatoires. 

 Le prélèvement est réalisé dans un tube EDTA (EthylenDiamintetraaceticAcid) 

sous vide. 

 Il a été fait dans des tubes de 5ml et stocké au réfrigérateur  4C°. 

2.2. Extraction d’ADN  

Il s’agit d’obtenir des acides nucléiques adapté aux tests à pratiquer et dont la qualité 

doit être compatible avec le type d’analyse programmé. L’extraction d’ADN à partir d’un 

prélèvement sanguin est une technique permettant d’isoler l’ADN contenu dans les 

leucocytes. La méthode d’extraction choisie est une extraction au NaCl, utilisant des 

solvants non organique. 

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. Ils sont séparés du 

sang total par une lyse hypotonique et traités ensuite par le Sodium dodécyle sulfate (SDS) 

afin de dénaturer les lipoprotéines membranaires et les enzymes lysosomiales et libère 

ainsi l'ADN tout en préservant sa structure et une protéinase K; La pelote d’ADN 

est formée par précipitation avec l’éthanol glacier. L’ADN est solubilisé en phase aqueuse 

(Annexe 6). 

 

2.3 Génotypage par PCR-RFLP 

Pour la mise en évidence de  polymorphisme A1298C du gène de la MTHFR ; nous 

avons procédé à un génotypage par la PCR/RFLP qui s’est déroulé selon les étapes 

suivantes:  

 Une amplification par PCR. 

 Un contrôle des produits PCR par une électrophorèse sur gel d’agarose 

 Une digestion du produit de PCR par l’enzyme de restriction MboII. 

 Une migration éléctrophorétique sur gel d’agarose pour la séparation des produits 

de digestion. 
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2.3.1 Amplification par PCR  

La réaction de polymérisation du fragment d’ADN cible est réalisé en utilisant 

les réactifs mentionner dans le tableau 2. 

Tableau 1 : Séquences d’amorces sens (S) et anti-sens (R) utilisées lors de la PCR du gène 

MTHFR 

 

Tableau 2 : Composants du milieu réactionnel pour la PCR de gène MTHFR. 

 

      Réactifs       Volumes (μl) Les concentrations 

finales 

DNTP (5mM) 2μl (0.41 mM) 

Eau distillé 16.7μl  

Taq polymérase 0.3μl  

MgCl2 (25mM) 1.5μl (1.56 mM) 

Amorce sens (10pM) 0.5μl  

Amorce anti-sens (10 pM) 0.5μl  

Tampon 10X 2.5μl  

Totale  24μl  

 

Après la préparation du mélange réactionnel, nous avons prélevé 24µL de ce 

mélange et ajouté 1µL d’ADN pour chaque sujet. 

De manière générale, le déroulement de l'amplification comporte une dénaturation de 

5 min à une température de 95°C, cette procédure est communément appelée hot start et un 

cycle d’amplification produit trois températures différentes: 

 une dénaturation : la première étape s’effectue à la même température 

dedénaturation initiale pendant 30sec.À cette température, l’ADN matriciel, qui 

sert de matrice au cours de la réplication, est dénaturé : les liaisons hydrogènes ne 

Amorce   Séquences  Taille du fragment 

Amplifié (pb) 

MTHFR (S) 

 

 

     MTHFR (R) 

 

5'-GGAGTGTGCCCTGACCTCT-3’ 
 

5'- CCACTCCAGCATCACTCAC-3 
 

 

         236 pb 
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peuvent pas se maintenir à une température supérieure à 80°C et les ADN doubles 

brins se dénaturent en ADN simples brins. 

 une hybridation : la deuxième étape s’effectue à une température de 60°C 

pendant 30sec, dite température d’hybridation des amorces. La diminution de la 

température permet aux liaisons hydrogène de se reformer et donc aux brins 

complémentaires de s’hybrider. Les amorces qui sont de courtesséquences 

monocaténaires complémentaires à la région encadrant la séquence d’intérêt, 

s’hybrident aux brins d’ADN matriciel. 

 une élongation : la troisième période s’effectue à une température de 72°C, 

dite température d’élongation et pendant 45sec. À 72°C, la Taq polymérase se lie 

aux ADN monocaténaires amorcés et catalyse la réplication en utilisant les dNTPs. 

Une étape d’élongation finale toujours à 72°C pendant 10 min est nécessaire pour 

s’assurer de la bonne formation des différentes molécules amplifiées. Parallèlement un 

échantillon sans ADN (blanc) est inclus dans la série à amplifier et sert de contrôle négatif. 

 

2.3.2 Contrôle des produits PCR 

La conformité de la PCR, c'est-à-dire l’amplification spécifique du fragment et 

l’absence de contamination, est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose a 2% déposé 

sur une plaque d’une  cuve horizontale (2g d’agarose dans 100ml de TBE 1X (Tris Borate 

EDTA) additionné de 10μl du Bromure d’Ethidium (BET) pour la visualisation  aux UV.  

Dans chaque puits du gel, nous déposons 10μl du produit de PCR en présence de 3μl du 

colorant Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de migration. 

Le dépôt se fait du coté du cathode et migrer vers l’anode dépond de leur taille sous 

un courant de 100 volts pendant 30min. Après la migration, le gel est soumis au rayon UV. 

Les molécules de BET s’intercalent entre les bases d’ADN émettant une lumière visible et 

photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous formes de bandes 

fluorescents de même taille (Figure 14).Ce contrôle permet aussi de vérifier si une 

éventuelle contamination de l’ADN est survenue au cours de la PCR grâce au puits 

contenant le blanc (contrôle négatif). 
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Figure 14 : Profil d’électrophorèse du produit du PCR du polymorphisme A1298C du 

gène MTHFR. M : marquer d’ADN de 50pb ; B : blanc ; E : échantillon. 

2.3.3 Digestion enzymatique des produits PCR  

Le produit PCR est soumis à une digestion enzymatique par une enzyme de 

restriction MboII pour la détection de polymorphisme A1298C. 

L’enzyme de restriction MboII reconnait le site GAAGA(N)8et coupe de façon 

optimale à 37°C. Donc, le reste du produit PCR est réservé et on a rajouté 1μl d’enzyme 

MboII et incubé dans l’étuve à 37°C pendant une nuit. 

2.3.4 Electrophorèse des produits de la digestion 

Les fragments d’ADN digérés par l’enzyme de restriction MboII sont séparés par 

électrophorèse sur gel d’agarose à 3% pour le polymorphisme A1298C du gène de la 

MTHFR. 

Le produit PCR de taille 236pb est digéré par l’enzyme de restriction MboIIqui 

reconnait et clive la séquence 5’…GAAGA (N)8….3’.La présence d’une cytosine en 

position 1298 au lieu d’une adénine abolit un site de restriction pour la MboII.Nous avons 

observé le résultat de la digestion de l’amplicom ;le génotype homozygote sauvage AA 

donne quatre fragments de 106,72,30 et 28pb , alors que le génotype muté CC donne trois 

fragments a 136,72 et 28pb , le fragment de 136pb étant la somme des deux fragments 106 

 

                              E4       E3        E2        B            M        E1 

 

236pb 

- 

+ 
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et 30pb  comprenant le site de la mutation .Chez les hétérozygotes AC la digestion donne 

les fragments de 136,106,72,30 et 28pb. Cependant, il est à noter que dans les différents 

profils de migration, les fragments de 30 et de 28pb ne sont pas visibles pas sur le gel à 

cause de leur petite taille 

Le profil de digestion pour le locus A1298C du gêne MTHFR est photographié 

(Figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : photographie d’un profil de digestion du polymorphisme A1298C du gêne de 

la MTHFR ; M : marqueur 50pb. 

3 Etude statistique  

Différentes méthodes, ainsi que différents tests statistiques  ont été utilisées dans cette 

étude. 

3.1 Calcul des Odds Ratio (OR) 

L’odds ratio représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une 

maladie, en particulier lorsque la maladie est rare dans une population (prévalence 5%). 

Pour calculer l’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : il est présenté sous 

forme d’un tableau croisé 2×2.Le statu malade/témoins des sujets de l’étude est présenté 

encolonne et le caractère exposé/non exposé en ligne . 

 

                                  M      AA     CC   AC   AC    CC     AC  AC 

 

- 

+ 

136pb 

106pb 

72pb 
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Patients  

répondeurs 

Patients non  

répondeurs 

Total  

Présence de facteur présumé de risque A b a+b 

Absence de facteur présumé de risque C d a+d 

 a+c b+d a+b+c+d 

L’Odds Ratio se calcule par : 

OR= A/C/B/D=AD/BC 

OR=1 L’exposition n’affecte pas les chances de résultat. 

OR>1 Exposition associé a des chances de résultat plus élevées. 

OR<1Exposition associée a une moindre probabilité de résultat. 

3.2 Choix de la « p value » 

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque).Si la valeur de p calculée a postériori est 

inférieure à ce seuil, la différence entre les paramètres est déclarée statistiquement 

significative. 
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Les fréquences alléliques des deux allèles A et C et les fréquences génotypiques de la 

MTHFR homozygote A/A, les hétérozygotes A/C et les homozygotes C/C ont été calculés 

dans la population de témoins et des patients. 

1. Répartition des fréquences génotypique et allélique parmi les témoins  

L’analyse moléculaire des 24 échantillons des témoins a permis de mettre en 

évidence la mutation A1298C du gène de la MTHFR. 

Tableau 3 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme A12989C du gêne 

de la MTHFR dans la population témoins. 

 

Dans la population témoin, le génotype homozygote AA représente une 

prédominance avec un taux de 66.66%. Par contre les génotypes hétérozygote AC et 

homozygote muté CC étaient les moins fréquents avec des pourcentages 25%, 8.33% 

respectivement. L’allèle A est prédominant dans cet échantillon. 

2. Répartition des fréquences génotypique et allélique parmi les malades 

Cette étude inclus 20 patients diagnostiqués d’un CaP. Le résultats des fréquences 

génotypiques et alléliques de cette population sont représentés dans le tableau 9. 

Tableau 4: Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme A12989C du 

gêne de la MTHFR dans la population malade. 

Gène et polymorphisme Génotypes Nombre (%) Fréquences 

alléliques 

MTHFR 

A1298C 

AA 

AC 

          11 (55%) 

           5 (25%) 

F(A) = 0,67 

 

Gène et polymorphisme Génotypes Nombre (%) Fréquences 

alléliques 

MTHFR 

A1298C 

AA 

AC 

CC 

16 (66,67%) 

6 (25%) 

2 (8,33%) 

F(A) = 0,79 

 

F(C) = 0,21 
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CC            4 (20%) F(C) = 0,33 

 

Dans la population des patients, les homozygotes AA représentent le taux de 

pourcentage le plus élevé 55%, les hétérozygotes AC avec 25% et un pourcentage de 20% 

pour les homozygotes CC. La fréquence de l’allèle A est plus élevée par apport à celle 

d’allèle C avec un taux de 0,67. 

3. La comparaison entre les deux populations témoins et malade 

 

Figure 16: Comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et les patients. 

On remarque que la répartition des fréquences génotypiques est homogène. 

Cependant, le génotype CC est moins fréquent dans la population témoin avec un faible 

pourcentage (8,33 %) par rapport à la population des patients (20%) et nous avons trouvé 

des pourcentages approximatives pour le génotype AA chez les deux populations témoins 

et patients avec 66,66% et 55% respectivement, et la même valeur 25%  pour le génotype  

AC. 
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Figure 17 : Comparaison des fréquences alléliques entre les témoins et les patients. 

Nous avons noté un faible pourcentage 20,83 % de l’allèle C chez les témoins, et le 

même résultat est observé pour les patients avec un taux de 32,5%. Alors que pour l’allèle 

a une prédominance est noté avec des résultats approximatives pour les deux populations 

(79,16% pour les témoins et 67,5% pour les patients). 

Tableau 10 : Comparaison des fréquences génotypiques et alléliques du 

polymorphisme A1298C du gène MTHFR. 

A1298C Patientes   Témoins OR p value 

Génotype N % N % 

AA 11 55 16 66,67   

AC 5 25 6 25 0,82 0,78 

CC 4 20 2 8,33 1,38 0,80 

TOTAL 20 100 24 100   

Allèle A 27 67,5 38 79,16   

Allèle C 13 32,5 10 20,84 0,55 0,21 
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Aucune différence significative des fréquences alléliques et des fréquences 

génotypiques n’a été détectée dans notre échantillon. 

L’étude statistique montre qu’il n’y avait aucune différence significative entre les 

génotypes AC et AA avec un OR = 0,82 et un p = 0,78 ce qui nous permet de conclure que 

le génotype AC ne constitue pas un facteur de risque pour la CaP. 

Après calcul des Odds ratio (OR) et p-valu, on remarque que selon les valeurs de ces 

deux paramètres, il n’existe pas d’association significative entre les génotypes CC et AA et 

le CaP (OR= 1,38 ; P= 0,80). 

Cela est confirmé par la comparaison de l’allèle sauvage A avec l’allèle muté C avec 

un OR= 0,55 ; P=0,21. Ce qui nous permet de conclure que l’allèle muté est ne  lié pas à un  

risque accru de CaP. 
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Au cours de ces derniers 20ans, de nombreuses études ont mis en évidence le rôle de 

facteurs génétique dans la survenue des cancers. Les résultats de plusieurs centaines 

d’études d’association entre les polymorphismes génétiques relativement fréquents dans la 

population générale et divers cancers ont été publiés. 

Le gène MTHFR fait aujourd’hui office de candidat idéal a l’étude du 

polymorphisme génétique associée avec un risque accrue de développer une pathologie 

cancéreuse. L’association entre le polymorphisme A1298C (Ala222Val/rs1801131) du  

gène et le risque de CaP a été traitée dans plusieurs études mais les résultats sont assez 

contradictoires. 

Afin de confirmer ou affirmer cette association, nous avons entrepris d’étudier la 

distribution du polymorphisme A1298C du gène MTHFR chez 44 sujets ; 24 témoins de 

sexe masculin  présumés en bonne santé et 20 patients atteints d’un CaP. Nos résultats sont 

étayés par des études précédemment rapportées suggérant aucune association significative 

entre ce polymorphisme et le risque du CaP.  

Ces résultats sont corrélés avec les résultats de Upendra et Rai, qui ont réalisé une 

méta-analyse de treize études cas-témoins avec 4673 patients atteints du CaP et 6982 

témoins ; aucune association n’a été observée entre le polymorphisme rs1801131 et le 

risque de CaP (Upendra et al., 2016). Ainsi les résultats de X-L et J-H, qui ont confirmé 

qu’il y aucune preuve d’une association du polymorphisme Ala222Val et le risque du CaP 

, par une méta-analyse contenant 2847 cas et 3657 témoins décrivant des génotypes 

A1298C (XL et JH, 2012) . le même cas pour Andrés Lopez et ces collaborateurs, aucune 

association n’a été trouvée, après une extractions d’ADN de 110 hommes sains et 104 

atteints et les génotypés (p >0,05) (Lopez et al., 2015). 

Par contre, Safarinejad et son équipe ont génotypé les polymorphismes du gène 

MTHFR qui parmi eux le A1298C et mesuré les taux sériques d’homocystéine totale, dans 

une étude cas-témoins portant sur 174 cas et 348 témoins sains. Le résultat a constaté que 

le génotype MTHFR A1298C était associé a une réduction d’environ 40% de risque de 

CaP par rapport à 1298AA, et le variant 1298AC avait une réduction de 30%. Donc le 

polymorphisme A1298C du gène MTHFR pourrait jouer un rôle central dans le 

développement du CaP (Safarinejad et al., 2010). 

L'enzyme MTHFR est cruciale pour la voie métabolique du folate car elle est 

impliquée dans deux voies importantes : la méthylation de l'ADN et la synthèse des 
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purines et de la thymidine. Les polymorphismes du gène MTHFR ont été largement étudiés 

en tant que facteur de risque accru/réduit pour différents types de cancers et il a été observé 

que ces polymorphismes augmentaient le risque de cancer du sein, du col de l’utérus et de 

l'œsophage ainsi que réduisaient le risque de cancer colorectal, de lymphome non 

hodkinienet de leucémie aiguë de l'enfant. Les polymorphismes du gène MTHFR confèrent 

un risque accru/réduit de cancer par deux mécanismes, les deux mécanismes s'opposent 

(Upendra et al., 2016). 

Ainsi, La dernière méta-analyse a été publiée en 2016 après la publication de 

plusieurs études cas-témoins. Ces études n'ont pas été incluses dans les méta-analyses 

précédentes et depuis aucune étude n’est publié établissant la relation entre le 

polymorphisme A1298C du gène de la MTHFR et la survenue du CaP. 
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CaP est la deuxième cause de mortalité par cancer chez l’homme. Il est devenu le 

cancer le plus fréquent chez l’homme dans la grande majorité des pays occidentaux. Son 

dépistage pourrait bénéficier de l’apport de nouveaux outils, notamment moléculaire, 

l’étiologie reste largement méconnue. Cependant, la participation de facteurs génétiques, 

hormonaux et environnementaux est fortement suspectée.  

Notre travail de recherche avait pour objectif de prospecter d’éventuelles corrélations 

entre le Polymorphisme A1298C du gène de la MTHFR et le risque de développer un CaP. 

Les résultats du génotypage obtenus par PCR-RFLP et de l’étude cas témoins, n’a montré 

aucune association significative concernant l’implication du polymorphisme A1298C du 

gène MTHFR dans le mécanisme de cancérogénèse prostatique. Néanmoins, ces résultats 

doivent encore être vérifiés à l'avenir. 

D’une part, la taille de notre échantillon n’est pas suffisante pour en tirer des 

conclusions cohérentes. D’autre part, les difficultés rencontrées lors de la réalisation de 

PCR en plus du temps imparti pour l’analyse moléculaire constituaient les principales 

limitations de notre travail. Ainsi, à l'exception du polymorphisme génétique d'autres 

facteurs environnementaux importants n'ont pas été pris en compte. 

Or, les résultats obtenus, laissent entrevoir de nombreuses perspectives, il serait donc 

intéressant de continuer ce travail introductif par : 

 Une analyse moléculaire sur une population plus large  

 L’analyse d’autres variantes du gène MTHFR et leurs implications dans le cancer 

du la prostate, ainsi que l’implication des facteurs de risque environnementaux de 

susceptibilité au cancer de la prostate. 

 L’intégration de l’étude d’autres gènes de susceptibilité. 
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Résumé 
  
 
 

Résumé  

Plusieurs facteurs interviennent dans la survenue du cancer de la prostate (CaP) 

parmi eux les facteurs de risque environnementaux et génétique. Notre étude s’inscrivait 

dans le but d’étudier un des facteurs de risque génétiques et d e clarifié s’il existe ou non 

une association entre polymorphisme A1298C du gêne MTHFR et le CaP. 

Notre étude est une étude cas-témoins menée sur 44 sujets. Le génotype du 

polymorphisme A1298C du gêne MTHFR  était réaliser par PCR-RFLP. 

LE résultat de notre travail a montré l’absence d’association entre le polymorphisme 

A1298C de la MTHFR et le cancer prostatique que soit pour le génotype AC 

(OR=0.82,P=0.78) ou pour le génotype le géntotype CC(OR=1.38,P=0.80). 

Ces résultats ne peuvent pas être confirmatifs, une étude plus large est nécessaire 

pour vérifier nos résultats, en plus il sera utile de prendre en considération d’autre facteurs 

de risques génétique et environnementaux plus sensible. 

 

 

Mots clés : Cancer de la prostate, facteurs de risque, MTHFR, polymorphisme, 

A1298C, PCR-RFLP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé 
  
 
 

 

Abstract  

Several factors are involved in the occurrence of prostate cancer (CaP) among them 

environmental and genetics risk factors. Our study was carried out with the aim of studying 

one of the genetics risk factors and to clarify whether or not there in an association 

between A1298C polymorphisms of the MTHFR gene and CaP. 

Our study is a case-control study carried out on 44 subjects. The genotyping of the 

MTHFR gene was carried out by PCR-RFLP. 

         The result of our work showed the absence of association between the A1298C 

polymorphisms of MTHFR and prostate cancer, whether for the AC genotype (OR=0.82, 

P=0.78) or for the CC genotype (OR=0.82,P=0.78) or for CC genotype(OR=1.38,P=0.80). 

The result cannot be confirmatory, a larger study is needed to verify our results, in 

addition it will be useful to take into account other more sensitive genetics and 

environmental risk factors. 

 

 

          Keywords : Prostate cancer, risk factors ,MTHFR, polymorphisms, A1298C, PCR-

RFLP.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé 
  
 
 

 ملخص

يٍ بيُٓب عٕايم انخطر انبيئيت ٔ انٕراثيت. حى إجراء  (CaP)يخٕرطت في حذٔد سرطبٌ انبرٔسخبحب  ُْبك عذة عٕايم

 A1298Cدراسخُب بٓذف دراست احذ عٕايم انخطر انجيُيت ٔحٕضيح يبادا كبٌ ُْبك ارحببط أو لا بيٍ حعذد الأشكبل 

 MTHFR  ٔ .CaP نجيٍ

 A1298C الأشكبلانخًُيط انجيُي نخعذد  إجراءشخصب. حى  44عهٗ  أجريجدراسخُب عببرة عٍ دراست حبلاث ٔ شٕاْذ 

 .PCR-RFLP  بٕاسطت   MTHFRنجيٍ 

ٔسرطبٌ انبرٔسخبحب.سٕاء   MTHFR نجيٍ  A1298C الأشكبلارحببط بيٍ حعذد  َخبئج عًهُب عذو ٔجٕد أظٓرث

 .CC ((OR=1.38, P=0.80 أٔ نهًُط   AC (OR= 0.82, P=0.78 )نهًُط انجيُي  ببنُسبت

لايًكٍ أٌ حكٌٕ ْذِ انُخبئج يؤكذة فُٓبك حبجّ انٗ دراست اكبر نهخحقق يٍ َخبئجُب ببلإضبفت إنٗ اَّ سيكٌٕ يٍ انًفيذ 

 يراعبة عٕايم انخطر انٕراثيت ٔ انبيئيت الأخرٖ الأكثر حسبسيت.

 

 

 PCR-RFLP , A1298C  ,حعذد الأشكبل  ,عبيم انخطر ,سرطبٌ انبرٔسخبحب   : الكلمات الرئيسية
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Annexe 1 

Tableau représentant les modèles du système Gleason 

 

 Modele de Gleason 2005  (Epstein, 2018 ; Rice-Stitt et al, 2020 ; 
Robinson et al, 2018) 

Grade 1 Maintenant reconnu comme étant une adénose (affection bénigne) 

caractérisée par des nodules complètement circonscrits de glandes serrées 
uniformes. 

Grade 2 Caractérisé par des nodules circonscrits de petits acini avec une certaine 

variation de taille 

Grade 3 Les « cellules individuelles » ne sont pas autorisées dans le modèle, c‘est 
le motif le plus fréquemment rencontré, il se compose de glandes 
individuelles de taille variable qui sont bien formées et discrètes. 

Grade 4 C‘est le deuxième motif le plus fréquemment rencontré et peut-être le plus 
hétérogène, un groupe de glandes complexes, mal définies et avec une 
lumière glandulaire mal formée, qui sont soit cribriformes, fusionnées ou 

gloméruloïde serait un motif de Gleason 4. 

Grade 5 Le motif architectural le moins différencié et par conséquent le plus 
agressif, se compose de cellules malignes en feuilles, en cordons ou en 

cellules individuelles Bien que l'on observe généralement une 
comédonécrose avec des nids solides, et des carcinomes avec une nécrose 

bien développée. 

 Modèle de Gleason 2014 (Bulten et al, 2020 ; Rice-Stitt et al, 2020 ; 

Robinson et al, 2018) 

Groupes de 

notes 1 

Score de Gleason ≤ 6. regroupe uniquement des glandes individuelles 
discrètes bien formées et bénéficient du meilleur pronostic globa 

Groupes de 

notes 2 

Score de Gleason 3 + 4 = 7 (majorité de grade 3). Regroupe des glandes 

majoritairement bien formées avec une moindre composante de glandes 
mal formées, fusionnées ou cribriformes. 

Groupes de 

notes 3 

Score de Gleason 4 + 3 = 7 (majorité de grade 4), glandes principalement 

mal formées, fusionnées ou cribriformes avec une moindre composante de 
glandes bien formées. 

Groupe de 

notes 4 

Toutes les combinaisons de score de Gleason 8 (3 + 5 =8, 5 + 3 = 8 ou 4 + 

4 = 8) Uniquement glandes mal formées, fusionnées ou cribriformes, 
Glandes majoritairement bien formées avec une composante inférieure 
sans glandes ou manque principalement de glandes avec une moindre 

composante de glandes bien formées. 

Groupe de 

notes 5 

Score de Gleason de 9 à 10 constituent le pire pronostic GG5 ; manque de 
formation de glandes (ou avec nécrose) avec ou sans glandes mal formées, 

fusionnées ou cribriformes. 
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Annexe 2 

Tableau représentant les modèles des classification TNM 

Classification clinique 2016 (Rozet et al., 2018) 

 

 T              

 

tumeur primitive 

T0 tumeur primitive non retrouvée 

T1 tumeur ni palpable au toucher rectal (TR) ou non visible à l’imagerie   

  T1a : < 5 % du tissu réséqué avec un score de Gleason 6 ou absence de 

grade 4 ou 5 

 T1b : > 5 % du tissu réséqué ou un score de Gleason 7 ou présence de grade 

4 ou 5 

 

 T1c : découvert sur une biopsie par élévation du PSA  

 

T2 tumeur limitée à la prostate 

  T2a : atteignant la moitié d’un lobe ou moins 

 T2b : atteignant plus de la moitié d’un lobe mais sans atteindre les deux 

lobes 

 T2c : atteignant les deux lobes 

T3 extension au-delà de la prostate 

  T3a : extension extra-prostatique uni- ou bilatérale 

 T3b : extension aux vésicules séminales uni- ou bilatérale 

 

T4  fixée ou atteignant d’autres structures que les vésicules séminales (sphincter 

externe, rectum, muscle élévateur de l’anus ou la paroi pelvienne). 

N GANGLION régionaux 

Nx Nx : non évalués 

 

N0     N0 : absence métastase 

N1     N1 : atteinte ganglionnaire régionale 

N1mi      N1 mi : métastase ganglionnaire ≤ 0,2 cm 

M MÉTASTASE a distance 

Mx Mx : métastase a distance non évaluées 
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M0 M0 : absence de métastase à distance  

M1 M1 : métastase a distance 

  

 M1a ganglions non régionaux 

 M1b dans les os 

 M1c autres sites avec ou sans atteintes osseuses  

 

 

Classification anatomopathologique (pTNM) (Rozet et al., 2018) 

PT0  

 Absence de tumeur identifiée après prostatectomie totale 

 

 T : tumeur primitive 

pT Pas de classification pT pour ce stade 

PT2  Tumeur limitée à la prostate (apex et capsule compris) 

  pT2a :   Atteinte de la moitié d’un lobe ou moins 

 pT2b : Atteinte de plus de la moitié d’un lobe sans atteinte de l’autre 

lobe 

 pT2c : Atteinte des deux lobes 

 

PT3 Extension au-delà de la capsule 

 

  T3a : Extension extra-capsulaire uni- ou bilatérale incluant le col 

vésical 

 T3b : Extension aux vésicules séminales (uni- ou bilatérale) 

 

PT4 Extension aux organes adjacents (sphincter urétral externe, rectum, muscles 

releveurs de l’anus, paroi pelvienne) 
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Annexes 3 

Tableau représente la classification des groupes pronostiques du CaP 

Group T N M PSA Gleason 

     I T1a-c N0 M0 <10 ≤6 

 T2a N0 M0 <10 ≤6 

 T1-2a N0 M0 X X 

    IIA T1a-c N0 M0 <20 7 

 T1a-c N0 M0 ≥10<20 ≤6 

 T2a N0 M0 <20 ≤7 

 T2b N0 M0 <20 ≤7 

 T2b N0 M0 X X 

     IIB T2c N0 M0 Any Any 

 T1-2 N0 M0 ≥20 Any 

 T1-2 N0 M0 Any ≥8 

     III T3a-b N0 M0 Any Any 

     IV T4 N0 M0 Any Any 

 Any N1 M0 Any Any 

 Any Any M1 Any Any 
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Annexe 4 

Loci de susceptibilité courants pour CaP identifiées par GWAS (Goh et al., 2012) 
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Annexe 5 

FICHE DE RECUEIL D’INFORMATION / TEMOIN (HOMME) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CARACTÉRISTIQUES SOCIO-DÉMOGRAPHIQUES 

 

Nom :………………………… 

Prénom :…………………….. 

Date/lieu de naissance :…………………………………………………………………………….. 

Lieu d’habitat : Urbain     Rural  

Etat civil : célibataire    marié    divorcé    veuf  

Enfants :OUI     NON Si oui, préciser le nb d’enfants (inclure les enfants décédés) :… 

Niveau d’étude :analphabète    primaire    moyen   secondaire    supérieur  

Profession : actif   retraité    chômeur   étudiant  

   Si actif ou retraité, préciser l’activité principale : ………………………………………………… 

 

 

 

 

CARACTÉRISTIQUES PHYSIQUES 

 Poids actuel :.….. KgTaille: …..Cm 

 

MODE DE VIE 

 Consommation du tabac : 

    Fumeur : OUI    NON Si Oui,…..paquet/j, depuis…….ans 

    Ancien fumeur : OUI    NON Si Oui,…..paquet/j, durée…….ans 

Consommateur du tabac à chiquer : OUI    NON Si Oui, préciser, …… fois/j, depuis…..ans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ancien consommateur du tabac à chiquer : OUI    NON Si Oui, préciser, …..fois/j, durée…..ans 

Consommation d’alcool : 

 Actuellement : OUI    NON Si Oui, préciser, …fois/mois, depuis…..ans 

Au passé : OUI    NON Si Oui, préciser, …fois/mois, durée…..ans 

Consommation de caféine : OUI    NON Si Oui, préciser, …tasse/j 

Exposition à certains produits : OUI    NON  

Si OUI, préciser : pesticides    herbicides     métaux lourds   produits chimiques  

Durée de l’exposition :…… ans 

 

 

 

 

 

 ANTECEDENTS MEDICAUX FAMILIAUX : OUI    NON  

Si Oui, préciser : ……………………………………………………...................................... 

……………………………………………………………………………………………… 
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Annexe 6 

Méthode d’extraction d’ADN au NaCl 

 

I. Préparation des leucocytes 

1er lavage 

1. Dans un tube Falcon de 50 ml mettre le sang et compléter à 25 ml avec du TE 20:5  

laisser 10 min dans la glace a -18°C 

2. Centrifuger 10 min à 3900g (3800 rpm) 

3. Aspirer le surnageant avec la trompe à vide sans décoller le culot leucocytaire 

contenu au fond de la paroi du tube 

2eme lavage 

4. Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le remettre en suspension avec une  

pastelle stérile. 

5. Compléter à 25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 min dans la glace a -18°C. 

6. Centrifuger dans les mêmes conditions que la première fois. 

7. Aspirer le surnageant avec une trompe à vide : Obtention d’un culot des leucocytes  

(N.B : si on veut s’arrêter à ce niveau les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du  

TE10 :1 et les conserver à -20° dans le frigo pendant plus d’un an pour une extraction 

ultérieure) 

 

II. Extraction de l’ADN  

1. Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml  

2. Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2mM, Tris 10Mm,  

pH=8.2) en dilacérant le culot avec une passette stérile  

3. Ajouter 200 µl de détergent anionique SDS à 10% pour la lyse des leucocytes, 

l’inhibition de la nucléase, la dénaturation des protéines et l’activation de la 

protéinase K  

4. Ajouter 100 µl de protéinase K à10 mg /ml  

5. Agiter le tube sur une roue à 37°C une nuit  

6. Le lendemain refroidir dans la glace pendant 10min 

7. Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter vigoureusement à la main 

8. Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines) 

9. Centrifuger 15 min à 2500 rpm  

10. Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml. Ajouter 2 fois son volume  
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d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le  

tube plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme  

11. Laisser éventuellement 30 min à -20°C si la pelote ne se forme pas  

12. Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans  

l’éthanol à 70%. 

13. Mettre la pelote dans un tube nunc 

 

III. Solubilisation 

1. Ajouter entre 300 et 1000 µl de l’eau distillée stérile selon la grosseur de la pelote 

et la  concentration souhaitée.  

2. Laisser une nuit sur agitateur rotateur à 37°C puis à température ambiante jusqu'à 

dissolution complète (1 à 2 jours). 
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Annexe 7 

Préparation des solutions 

-TE 20:5 :(Tris 20mM, EDTA 5Mm, pH 7.5) auto clavé. 

                 Tris : 2.422g /l 

                  EDTA : 1.86g/l                  gsp 1L 

-TE 10:1 :( Tris 10mM, EDTA 1Mm, pH 7.4) auto clavé. 

                  Tris : 0.606 g  

                  EDTA : 0.1869 g               gsp 500 ml. 

 -Tampon de lyse : NaCl 400 mM. 

                                Tris : 10mM 

                               EDTA : 2mM. 

                  pH8.2 

-SDS 10% 

-Protéinase K : 10mg/ml 

-NaCl 4M 

-Ethanol absolu  
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