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INTRODUCTION :

Le cancer broncho-pulmonaire était une maladie exceptionnelle au début du XXème siècle.

Ce n’est que vers la seconde moitié du siècle qu’il a connu un développement pandémique

devenant, ainsi, le premier cancer dans le monde, que ce soit en termes d’incidence, ou de

mortalité et cette première place s’est consolidée depuis.

Le facteur étiologique le plus incriminé dans la survenue de cette maladie est sans aucun

doute le tabagisme, néanmoins l’existence d’une composante génétique n’est pas à négliger, dans

la mesure où seulement 10 à 15% des fumeurs développent un cancer broncho-pulmonaire, et où

celui-ci peut s’observer chez les non-fumeurs, et de là il est fort probable qu’il existe des

variations dans la susceptibilité individuelle aux produits carcinogènes.

Beaucoup d’études se sont intéressées au métabolisme de l’acide folique, et plus

particulièrement à la méthhylènetétrahydrofolate reductase (MTHFR) ; enzyme clé de ce

métabolisme, et indiquent que le polymorphisme C677T du gène MTHFR pourrait être un

facteur de risque de CBP.

Notre travail vise à analyser les fréquences alléliques et génotypiques pour ce

polymorphisme, afin de vérifier s’il y a une éventuelle association entre la mutation C677T du

gène codant pour cette enzyme, et le risque de développer un CBP.



Chapitre 1

Revue
Bibliographique
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1. Anatomie physiologie :

1.1. Anatomie :

Les poumons, entourés de la plèvre, sont les deux organes parenchymateux où se produisent

les échanges gazeux entre l’atmosphère et la circulation pulmonaire. La plèvre est un sac fermé

constitué d’un feuillet double, elle enveloppe chaque poumon et le sépare de la paroi thoracique

et des autres structures situées autour de lui (1).

Dans les poumons, la trachée se ramifie en bronches, bronchioles et finalement en alvéoles

pulmonaires. Les principaux conduits du système respiratoire sont : la cavité nasale, le pharynx,

le larynx, et la trachée. La zone de conduction du système respiratoire comprend les cavités et les

structures qui assurent le transport des gaz jusqu'aux alvéoles pulmonaires et des gaz en

provenance des alvéoles (1).

Figure 1 : les poumons (93) Figure 2 : Grossissement d’une grappe

d’alvéoles à l’extrémité   périphérique des

voies aériennes (2)



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

3

1.2. Physiologie :

Le rôle essentiel de la respiration est de procurer l’O2 utilisé par les cellules de l’organisme

et d’éliminer le CO2 qu’elles produisent (3).

L’appareil respiratoire comprend les voies aériennes extra pulmonaires, le tissu pulmonaire

proprement dit, et les composants de la cage thoracique responsables de l’entrée d’air dans les

poumons et de sa sortie hors d’eux. Les voies aériennes sont des canalisations menant l’air de

l’atmosphère jusqu’aux alvéoles qui sont le siège exclusif des échanges de gaz entre l’air et le

sang. Ce sont les plus petites cavités aériennes, ils sont disposés en grappes à l’extrémité des

bronchioles (3).

2. Le cancer du poumon :

Définition

Le CBP est une tumeur maligne qui peut se développer à la jonction entre les bronches

principales, dans une des bronches ou à la périphérie, dans les alvéoles pulmonaires. Les cellules

cancéreuses peuvent migrer dans les ganglions lymphatiques (dissémination lymphatique). En

empruntant les vaisseaux sanguins (dissémination hématogène) les cellules cancéreuses peuvent

atteindre différents organes conduisant à des métastases (99).

Classification des tumeurs broncho-pulmonaires

L’intérêt d’une telle classification repose sur la nécessité de délivrer un diagnostic qui permet

l’inclusion des patients dans des protocoles thérapeutiques et sert de base aux études

épidémiologiques et biologiques (4). Le diagnostic doit reposer sur des critères histologiques

simples et reproductibles.

Les cancers bronchiques primitifs se subdivisent en deux grandes classes clinico-

pathologiques : les carcinomes bronchiques non à petites cellules (CNPC) (incluant les

carcinomes malpighiens, les adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules) et les

carcinomes à petites cellules (CPC) (5), (6).
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2.1. les carcinomes épidermoïdes :

Ce sont des carcinomes non à petites cellules qui se localisent préférentiellement dans

une bronche lobaire ou segmentaire (7).

2.2. Les adénocarcinomes :

Les adénocarcinomes sont subdivisés en 4 sous-groupes histologiques acinaire, papillaire,

bronchiolo-alvéolaire et carcinome solide avec la production de mucine. Ils se localisent  en

périphérie dans les régions sous pleurales (8).

2.3. Les carcinomes à petites cellules :

Ces tumeurs présentent un pouvoir métastatique élevé et sont les  plus agressifs. Ils se

développent généralement dans les bronches principales (9).

2.4. carcinomes à grandes cellules

Ce sont des tumeurs qui n’ont pas l’aspect d’un cancer bronchique à petites cellules et qui

n’ont ni différenciation épidermoïde ni différentiation glandulaire, c’est essentiellement un

diagnostic d’exclusion (10).

3. Epidémiologie :

3.1. Epidémiologie descriptive :

3.1.1. Statistiques mondiales : (OMS 2008) :

Le cancer est une cause majeure de décès, c’est la 3ème cause de mortalité dans le monde.

7,6 millions de décès en 2008, soit 13% de la mortalité mondiale (11).

 Incidence et mortalité par cancer dans les pays développés (OMS 2008) :

o Chez les hommes :

Figure 3 : incidence et mortalité chez les hommes en 2008 (12)
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o Chez les femmes :

Figure 4 : incidence et mortalité chez les femmes en 2008 (12)

3.1.2. Statistiques nationales :

Le cancer du poumon demeure le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les hommes

Algériens : il se situe au premier rang du registre du cancer de Sétif. Il représente 18 % de

l’ensemble des cancers incidents, il est plus fréquent chez l’homme que chez la femme. Trente

pour cent des cas diagnostiqués de cancer pulmonaire ont moins de 50 ans. L’âge médian lors du

diagnostic est de 67 ans. Le taux d’incidence atteint son maximum à l’âge de 80–85 ans (13).

3.2. Epidémiologie analytique :

 Facteurs de risque :

1. Le tabagisme :

Le poumon est de par sa fonction exposé très intimement à l'air, donc aux multiples polluants

éventuellement contenus dans l'atmosphère et notamment la fumée de tabac. 90% des décès par

cancer broncho-pulmonaire chez l'homme peuvent être attribués à la consommation de cigarettes

(14). Ainsi, le risque relatif d'un fumeur est de 4 à 30 fois celui du non-fumeur selon la quantité

fumée (14). Cette quantité est exprimée en paquets années. Après arrêt du tabac, le risque relatif

diminue exponentiellement pendant la première année pour revenir pratiquement à celui du non-

fumeur (mais pas tout à fait) en 13 à 15 ans (14). De même le rôle du tabagisme passif dans le

développement du cancer bronchique primitif n’est pas à négliger. Plusieurs carcinogènes
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potentiels sont présents dans la fumée de cigarettes : les benzopyrènes et autres hydrocarbures

aromatiques polycycliques, les nitrosamines, les phénols, le polonium-210 et l'arsenic (14).

2. Les expositions professionnelles :

a. L’amiante :

L’amiante est sans conteste la plus fréquente des expositions professionnelles associée au

cancer bronchique. Un excès significatif de décès par cancer bronchique attribuable à une

exposition professionnelle à l’amiante a ainsi été observé pour des secteurs industriels de

transformations de l’amiante (amiante textile, amiante ciment, …) ou dans des secteurs

d’utilisation secondaire de ce produit tels que les chantiers navals, la production d’électricité, la

maintenance industrielle, l’isolation, la métallurgie où l’exposition était considérée comme

élevée (15), (16).

b. produits chimiques :

Des composés chimiques, le plus souvent retrouvés à de faibles niveaux dans

l’environnement général, ont été reconnus par l’agence internationale de recherche contre le

cancer comme étant des agents cancérigènes pulmonaires pour l’Homme (17).

Ex : Le nickel, Le chrome, L'arsenic, Les chlorométhyl ethers, Le gaz moutarde, Les

hydrocarbures provenant du charbon et du pétrole (18).

3. Pollution atmosphérique :

Le risque de cancer du poumon augmente en fonction de l’exposition à la pollution

atmosphérique (19). Les polluants présents dans l'air varient d’un endroit à l’autre selon les

sources d’émissions locales. Ce sont entre autres les gaz d’échappement des moteurs au diesel,

le benzène, la matière particulaire et certains hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

(19).

4. susceptibilité génétique face au cancer bronchique :

Il est actuellement admis que l’exposition chronique aux carcinogènes de la fumée de

cigarette induit l’accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques au niveau de gènes clés

de la tumorigénèse, conduisant à l’émergence de lésions bronchiques néoplasiques. Cependant,

si le tabac est responsable de la survenue de 80 à 90% des cancers du poumon, seul un faible

pourcentage des fumeurs à long terme (10 à 15%) développe ces cancers (20).

Il existe en effet des gènes de prédisposition à la transformation maligne (21).
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Les premiers travaux dans le domaine de la génétique du cancer du poumon ont porté sur

l'utilisation de gènes candidats pour l’identification des mutations qui ont conféré un risque accru

de cancer du poumon (22). Exemple de ces variantes génétiques particulières, qui ont montré un

certain rôle dans le risque génétique de cancer du poumon :

a. Cytochrome p450 :

- CYP1A1 : Diverses enzymes métaboliques sont impliquées dans la bioactivation  et la

détoxication des substances carcinogènes (22). CYP1A1 est un gène de la phase I qui est

impliqué dans le métabolisme des hydrocarbures polycycliques aromatiques (23). CYP1A1

est fortement exprimé dans le tissu pulmonaire normal des fumeurs, mais pas des non-

fumeurs, et l'expression diminue au fil du temps chez les anciens fumeurs (22). Plusieurs

polymorphismes peuvent moduler l'activité enzymatique et influencer le risque de cancer du

poumon (24), (25), (26).

b. Glutathione-S-transferases :

- GSTM1 : est une enzyme de phase II qui permet la conjugaison de substances électrophiles

susceptibles de former des adduits à l’ADN avec des molécules de glutathion pour créer des

composés hydrophiles moins réactifs pouvant être excrétés dans les urines (98). La mutation

nulle (délétion homozygote) dans GSTM1 conduit à un manque d'expression de la protéine

GSTM1 et a été associée à une augmentation des adduits d'ADN dans les tissus pulmonaires

(27), (28).

- GSTP1 : est  un membre de la famille des glutathion-S-transférases. C’est également une

enzyme de la phase II, dont l’expression dans le poumon est forte. Deux polymorphismes ont

été identifiés sur le gène GSTP1 qui confèrent une perte d’activité enzymatique (29).

- GSTT1 : est un autre membre de la famille des glutathion-S-transférases, impliqué dans le

métabolisme des petites molécules (par exemple les molécules de monohalométhane et

d’oxyde d’éthylène du tabac) (30).

c. NAT1 et NAT2 : Ces enzymes catalysent la biotransformation des amines aromatiques

pour solubiliser des groupes chimiques en cytochrome P450 produits métabolique de la

phase I, produisant ainsi des composés facilement excrétés (31). Les variations de NAT

conduisent à la fois à une capacité d'acétylation lente et rapide (32). Les génotypes

d’acétylation lente de NAT sont associés à  l'augmentation d'adduits d'ADN au niveau des

poumons, ce qui a démontré l’association avec un risque accru de cancer du poumon (33).
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d. Gènes de réparation de l’ADN:
Une diminution de la capacité individuelle à réparer l’ADN peut constituer un facteur de

risque de cancer (34). Puisque des anomalies de presque toutes les voies de réparation conduisent

à des prédispositions importantes à développer des cancers, on peut imaginer qu’une diminution

de la capacité individuelle à réparer l’ADN puisse aussi constituer un facteur de risque de cancer.

Des études ont mis en évidence une corrélation entre la capacité de réparation et certains

polymorphismes de gènes de la réparation (35) et les effets de polymorphismes de gènes

impliqués dans divers systèmes de réparation (BER, NER et DSBR en particulier) sur le risque

de cancer du poumon ont été évalués (35).

5. MTHFR et cancer bronchique :

Certaines études épidémiologiques ont montré que la consommation élevée de fruits et

légumes réduit le risque de cancer du poumon (36). En tant que l'un des constituants des fruits et

légumes, l’apport alimentaire en folate fournit la protection la plus forte et la plus constante

contre le cancer du poumon (37).

La methylenetetrahydrofolate réductase (MTHFR) est l'une des enzymes impliquées dans le

métabolisme du folate (38). MTHFR joue un rôle central dans la fourniture de groupes méthyle

par réduction de 5,10-méthylène-tétrahydrofolate en 5-méthyl-tétrahydrofolate, la forme

circulante dominante du folate qui sert de substrat pour la reméthylation de l'homocystéine en

méthionine avec production subséquente de S -adénosylméthionine, le donneur universel du

groupe méthyle, nécessaire pour la méthylation d'ADN (39).

La Méthylation de l'ADN est l'un des mécanismes moléculaires par lesquels l'expression

génique est régulée. Par exemple, l'hypométhylation est associée à l'activation d'oncogènes, et

l’hyperméthylation du promoteur est associée à une perte de fonction de gènes suppresseurs de

tumeurs (40).

Le gène de l'enzyme MTHFR est situé à l'extrémité du bras court du chromosome 1 (1p36.3)

(41). La séquence d'ADN de ce gène est d'environ 2,2 kilobases (kb), est comprend 11 exons

(42). Le gène de la MTHFR se compose de deux polymorphismes décrits ainsi : C677T et

A1298C. D'autres polymorphismes rapportés sont T1317C et G1793A (43), (44). Le

polymorphisme le plus commun est C677T, c’est la transition de C en T au niveau du nucléotide
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677, située au niveau de l'exon 4 et aboutit à une conversion de l'alanine en valine au niveau du

codon 222, ceci se traduit par une enzyme thermo-labile avec diminution de l'activité (43), (44).

Le fragment de 198 pb pour le polymorphisme C677T de MTHFR contenant la substitution

de paires de bases C> T au niveau du nucléotide 677 crée un site de restriction Hinf l (45), (46).

Les personnes porteuses du génotype MTHFR 677TT ont une activité enzymatique d'environ

30% in vitro par rapport aux personnes porteuses du type sauvage 677CC, et les porteurs

hétérozygotes ont une activité de 60% (47).

Jusqu'à 15% de la population Américaine est homozygote pour le variant 677TT, qui est

associée à des taux plasmatiques d'homocystéine plus élevés et de folate réduite (48).

À ce jour, plusieurs études ont démontré que le polymorphisme du MTHFR C677T est

associée soit à une augmentation (50) ou une diminution (51) du risque de cancer du poumon,

alors que d'autres n’ont observé aucune association entre le génotype MTHFR C677T et la

prédisposition génétique au cancer du poumon (52).



Chapitre 2

Patients et Méthodes
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1. Patients et méthodes :

Notre étude est une étude rétrospective,  concernant 13  patients ayant un CBP confirmé,

recrutés au sein du service de pneumo-phtisiologie du CHU de Constantine. Les patients étaient

comparés à une population de 16 témoins sains, non apparentés et appariés aux malades selon

l’âge et le sexe.

2. Méthodes utilisées :

2.1. Etude Moléculaire :

2.1.1. Questionnaire :

Un interrogatoire a été effectué pour chaque patient afin de recueillir les données essentielles à

notre étude.

2.1.2. Consentement :

Afin de réaliser les prélèvements de sang des malades, chaque patient doit tout d’abord

formuler son consentement.

2.1.3. Prélèvement sanguin :

Une quantité de 6 à 10ml est recueillie stérilement dans des tubes EDTA (Ethylène acide Di-

amino Tétra Acétate) (agent anticoagulant et chélateur des ions divalents tels Mg2+ nécessaires

au fonctionnement des nucléases).

2.1.4. Etiquetage :

Tous les prélèvements sont étiquetés, portant le nom et le prénom des patients, type

histologique et date du prélèvement.

2.1.5. L’extraction de l’ADN :

L’extraction de l’ADN consiste en l’isolement de leucocytes du sang total par une lyse

hypotonique des globules rouges ; ils seront ensuite traités par :

-Un détergent Sodium Dodécyle Sulfate (SDS), qui possède une action lytique sur les

membranes cellulaires, il inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction de leur

structure tertiaire.

-Une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

Dans le lysat, l’ADN nucléaire ainsi libéré est associé aux différentes protéines qui seront

digérées et éliminées par précipitation au NaCl. Le surnagent ainsi récupéré est traité par de

l’éthanol pur, dans lequel une pelote d’ADN se forme par précipitation. L’ADN est solubilisé en
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phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1). Sa pureté ainsi que sa concentration sont estimées par

spectrophotométrie à UV.

 Le protocole d’extraction d’ADN :

1. Préparation des leucocytes

 Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total  (7-10 ml) et compléter à 45ml avec

du TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

 Centrifuger 15 min à 3900 g (3900 rpm).

 Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire  précipité  au

fond de tube.

 Rajouter le TE 20:5  au culot jusqu’à  25-30  ml, agiter pour le remettre en suspension et

laisser 10 min dans la glace.

 Centrifuger dans les mêmes conditions précédentes.

 Déverser le surnageant : obtention  d’un culot de leucocytes.

 (Si on s’arrête à ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 15 ml avec du TE 10 :1 et  les

conserver à -20°C dans un congélateur).

2. Extraction de l’ADN

 Décongeler les leucocytes.

 Centrifuger pendant 15 min à 3900 rpm

 dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complètement et les

mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

 Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)

 Ajouter 200 μL de SDS à 10% (100 g SDS + 1000 ml H2O)

 Ajouter 100 μL de protéinase K (PK) à 10 mg / ml.

 dans l’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative à 37°C pendant une nuit.

 Le lendemain ;  refroidir dans la glace.

 Ajouter 1 ml de Na Cl  4 M et agiter rigoureusement à la main.

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

 Centrifuger 15 min à 2500 rpm.

 Transvaser le surnageant dans un tube Falcon  de 50 ml, ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu  (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs

fois : la formation de la méduse visible à l’œil nu. (Laisser éventuellement 30 min à

–20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).
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 Récupérer la pelote d’ADN  par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans l’éthanol à

70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.

3. Solubilisation de l’ADN :

 L’ADN est réhydraté en ajoutant  entre 300 et  1000 μL de TE 10 :1 selon la grosseur de

la pelote et la concentration souhaitée.

 Laisser une nuit sur agitateur rotateur à 37°C, puis à température ambiante jusqu’à

dissolution complète  (de 1 jusqu’à 3 jours).

 Pour la réextraction de l’ADN, dans le cas où il est contaminé (par des protéines ou par

un ARN), ajouter à la solution d’ADN, 200 µl SDS  et 200 µl PK, agiter et laisser dans la

roue à une température de 37°C pendant 7 jours, puis déterminer la DO de cette ADN.

 Estimation de la concentration de l’ADN et contrôle de sa qualité :

1. Contrôle de la qualité d’ADN :

 Principe :

- l’ADN absorbe à 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent à

280 nm.

- l’échantillon est dilué au 1/100 dans l’eau distillée (10 μl de l’ADN solubilisé dans 990

μl de l’eau stérile).

- Les DO (densité optique) sont relevées à 260 et 280 nm dans le même type de cuve que

celle ayant servi à faire le zéro (eau stérile).

- Par le moyen du rapport de DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de l’ADN est déterminée

en indiquant la contamination de l’ADN par les protéines.

On considère que l’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est

compris entre 1,6 et 2 (1,6 < R ≤ 2).nous avons obtenu une moyenne de 1.82 sur l’ensemble de

nos échantillons.

La pureté de l’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction

utilisées par la suite. Dans le cas où l’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir à

un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable de

procéder par la réextraction de la pelote de l’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les ADN

purs sont conservés à 4 ºC  jusqu'à utilisation.

2. Estimation de la concentration de l’ADN :

 Principe
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La densité optique à 260 nm permet de calculer la concentration de l’ADN sachant que :

1 unité de DO260 nm = 50 μg/ml d’ADN double brin.

La qualité de l’ADN peut être vérifiée par un contrôle de taille des molécules d’ADN qui

doivent être suffisamment longues pour être digérés. L’ADN génomique doit donc être manipulé

en évitant toute action mécanique violente.

2.1.6. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La PCR est basée sur le mécanisme de la réplication de l’ADN in vivo (49), elle permet

d’amplifier in vitro une séquence d’ADN spécifique un nombre considérable de fois(49). Elle

est réalisée dans un mélange réactionnel qui comprend l’extrait d’ADN (ADN matriciel), la

Taq-polymérase, les amorces et les quatre désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP) dans une

solution tampon(49).

1. préparation du milieu réactionnel de la PCR pour MTHFR

Tableau I : Milieu réactionnel de la PCR

PCR MIX

X

Nombre

D’ADN

quantité

H2O 35,2µl

Tampon 10 X sans mg cl2 5µl

DNTP 2mM 5µl

MgCl2 25 mM (1,5 mM) 3µl

Oligo F (100 pmol/ µl) 0,2µl

Oligo R (100pmol/µl) 0 ,2µl

Taq polymérase 0,4µl

- Mettre dans chaque tube de PCR  2 µl d’ADN + 49 µl du mix.

- passer au thermocycleur et appliquer le programme MTHFR.

 Amorces utilisés :

Oligo F (forward primer): 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'

Oligo R (reverse primer) :    5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'

 Dilutions  des solutions mères  utilisées :

 Oligo F  solution mère  268 ,2l    (dilution 1/25)
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Oligo F  solution fille : 37,28 l de Oligo F solution mère + 62,72 l H2O distillé.

 Oligo R  solution mère  333l

Oligo R  solution fille : 30 l de Oligo R  solution mère   + 69,97 l H2O distillé

 dNTP solution mère

DNTP  solution fille : 10 l de dNTP solution mère + 90 l H2O

 MgCl2 solution mère :

50l   MgCl2  +  50l   H2O distillé

Tableau II : déroulement des cycles de la PCR dans le thermocycleur

2. Préparation des gels d’agarose :

Pour le contrôle PCR : 1,5 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 l BET (Bromure d’Ethidium)

Pour la digestion : 3 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 l BET

On prépare un gel d’agarose à 3 % (3g  d’agarose dans 100 ml de TBE 1 X), on y ajoute

quelques gouttes de BET, on mélange et on coule immédiatement le contenu de bêcher dans le

support  en verre en ayant soin de ne pas faire de bulles. On place les peignes afin de former des

puits et on laisse polymériser à température ambiante.

3. Préparation du milieu de digestion par l'enzyme Hinf I :

Tableau III : Milieu de digestion par l'enzyme Hinf I

Nombre de

cycles Étape
Température (°C) Durée

X 1 Dénaturation 94 5 min

X 30

Dénaturation 94 30s

Hybridation 65 30s

Elongation 72 40s

72 10 min

4 5min-24 h

Milieu de digestion Quantité en l

Tampon de Hinf I 5 µl

Hinf I 1 µl

H2O 4 µl

BSA (Bovine sérum 0,2 µl
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X (nombre de produit de PCR)

30 l produit PCR +10 l  de Mix

4. Dépôts des échantillons :

- 15 l de produits de digestion + 2 à 3 l de Bleu de  Bromophénol

2.1.7 Digestion par l’enzyme de restriction HinfI :

L’HinfI est une enzyme de restriction extraite à partir de la bactérie Haemophilus

influenzae, elle reconnaît et clive la séquence G/ANTC en position 222 codant pour l’Alanine.

Les produits de la PCR sont incubés pendant une nuit dans un bain Marie à 37 ºC afin de

permettre la digestion. Après incubation ils sont concentrés au speed-vac pendant quelques

minutes.

 Dépôt des échantillons :

Quand le gel est polymérisé, on plonge le système dans la cuve horizontale contenant un

volume d’environ 450 ml du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X). On ôte le peigne et on

dépose dans chaque puits du gel 12 à 15 µl du produit digéré et 3 µl de bleu de Bromophénol.

 Migration :

La migration se fait en parallèle avec des marqueurs de taille à un voltage de 100 volts

pendant vingt à trente minutes.

 Révélation du profil électrophorétique

Le BET fluorescent aux UV va se fixer sur l’ADN  et va permettre de visualiser les

fragments de restriction dans le gel placé sur la table à UV. Le gel est ensuite photographié.

 Profils RFLP obtenus :

La digestion enzymatique par Hinf I donne les fragments : 175 pb, 198 pb, le premier

apparaît sur le profil électrophorétique sous forme d'une seule bande qui correspond au type

homozygote muté (TT), le deuxième apparaît aussi sous forme d'une seule bande, il s'agit du

type homozygote sauvage (CC). Les deux bandes ensemble, correspondent au type hétérozygote

(CT).

2.2. Etude Statistique :

albumine)
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L’étude statistique est de type cas-témoins basée sur le calcul d’odds-ratio afin de déterminer

s’il existe une association entre le polymorphisme étudié et le risque d’un CBP.



Chapitre 3

Résultats et
Discussion
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1. Résultats et discussion:

1.1. Enquête statistique :

Les résultats de l’enquête statistique effectuée concernent les paramètres suivants : âge, sexe,

type histologique et habitudes toxiques.

1.1.1. Répartition des malades selon l’âge :

Répartition des malades selon l’âge :

Tableau IV : Répartition des patients selon l’âge

Tranche d’âge Pourcentage %

<50 ans 23.07%

50 – 59ans 30.76%

60 – 69 ans 38.46%

>70 ans 7.69%

Figure 5 : Tranche d’âge des malades

 La tranche d’âge la plus touchée est celle de 60-69 ans avec un âge moyen de 55.76 ans ; en

effet la plupart des CBP sont diagnostiqués entre la sixième et septième décennie de la vie

(50) (51), (52).

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par Mihi Yang Yankee Cloi et al. (53), Isabelle
Stücker et al. (54), Ries LAG et al (55), Greenlee RT et al. (56), Ian Hunt et al. (57), Paula Mota
et al. (58), Livia Borsoi et al (59).
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1.1.2. Répartition des malades selon le sexe :

Répartition des malades selon le sexe :

Tableau V : Répartition des malades selon le sexe

Homme Femme

Nombre de malade 11 2

Fréquence 85% 15%

Figure 6 : Répartition des malades selon le sexe

 85% des patients de l’étude sont des hommes.

Le CBP qui a longtemps concerné quasi exclusivement les hommes fumeurs, atteint de plus en
plus de femmes. Aux états unis, l’incidence de la mortalité liée au tabac, ébauche un plateau chez
l’homme, mais continue à augmenter chez la femme (57). Selon Paula Mota  et al. Les hommes
sont les plus touchés avec 75 % d’hommes et 25 % de femmes (58). Dans une autre étude Mihi
Yang Yankee Cloi et al.ont démontré aussi une prédominance masculine de 67.6 %. (53).

1.1.3. Répartition selon les habitudes toxiques

Tabagisme :

Tableau VI : Répartition selon les habitudes tabagiques

Fumeurs Non-fumeurs

Nombre de malades 10 3

Fréquence 77% 23%

85%

15%

homme femme
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Figure 7 : Répartition selon les habitudes tabagiques

 77% des patients de l’étude sont des fumeurs.

La principale cause du CBP est le tabagisme actif, responsable de plus de 90% des tumeurs.

La démonstration de causalité entre CBP et usage de produits du tabac, a été prouvée depuis

1950 par Doll R et al (60).

Le Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC) a estimé que dans les populations

où il y a consommation prolongée de cigarettes, la proportion de cancers du poumon attribuable

au tabagisme est supérieure à 90% (61). Ceci concorde avec les résultats de Mohamed Safique

Islam et al où  les fumeurs constituent 91.5% de l’ensemble des malades (62). De même Blot

WJ. et al ont pu constater qu’environ 90 % des CBP surviennent chez des fumeurs (63).

Alcool :

Tableau VII : Répartition selon les habitudes alcoolique

Alcooliques Non-alcooliques

Nombre de malades 3 10

Fréquence 23% 77%
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Figure 8 : Répartition selon les habitudes alcoolique

 23% des patients de l’étude consommaient de l’alcool.

1.1.4. Répartition selon les antécédents familiaux :

Tableau VIII : Répartition selon les antécédents familiaux

Avec antécédents Sans antécédents

Nombre de malades 7 6

Fréquence 54% 46%

Figure 9 : Répartition selon les antécédents familiaux

 54% de nos patients ont des antécédents familiaux.

Un facteur héréditaire est le plus souvent soupçonné devant une agrégation familiale de

cancers. Seuls 5 à 10 % des cancers ont un mode de transmission mendélien. (64).

Néanmoins, quelques agrégations familiales ont été rapportées pour les CBP (65). Les études

23%

77%

Alcooliques Non-alcooliques

54%

46%

avec antécédents sans antécédents
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épidémiologiques datant des années 1960 ont indiqué une susceptibilité familiale au CBP

avec une composante distincte d'apparition précoce (66), (67), (68).

L’analyse de la généalogie des patients de l’étude, a montré que 54 % des patients ont des

agrégations familiales de CBP et/ou autre. Ce qui s’éloigne des résultats décrits dans les

études antérieures ; la proportion des patients atteints de CBP ayant des antécédents

familiaux de CBP est comprise entre 3% et 16,5% (51), (69). Xinjun Li et al. Ont rapporté

un pourcentage de 0,01 % d’agrégations familiales dans leur étude menée sur 55238 patients.

(65).  Dans une autre étude, Michelle L. et al. ont observé un pourcentage de 11 %

d’agrégations familiales parmi 12 204 patients. (70).

Il ne faut cependant pas ignorer que dans un petit échantillon, la puissance statistique

demeure toujours faible.

1.1.5. Répartition selon le type histologique :

Tableau X : Répartition selon le type histologique

Types histologiques Nombre de malades Fréquence

Adénocarcinome 8 61%

Carcinome épidermoïde 3 23%

carcinome à petites cellules 1 8%

Carcinome à grandes cellules 0 0%

Figure 11 : Répartition selon le type histologique

69%

23%
8% 0%

Adénocarcinome Carcinome épidermoïde

carcinome à petites cellules carcinome à grandes cellules
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Chez les patients de l’étude l’adénocarcinome est le type histologique prépondérant avec

un pourcentage de 61%. Résultat qui concorde avec les travaux de Mihi Yang Yankee Cloi

où le type le plus répandu est l’adénocarcinome avec (54.7%) suivi du carcinome

épidermoïde (22.3%) puis du CPC en dernière position (9.7%) (53). Les femmes montrent un

risque plus élevé pour l’adénocarcinome, qui est faiblement lié au tabagisme, les raisons de

ces différences liées au sexe ne sont pas encore claires (53). De même  Paula Mota et al ont

démontré une prédominance du type adénocarcinome avec un pourcentage 34 %, le type

épidermoïde 30 %, CPC 19 %, autres 17 % (58). Ce qui en accord avec les résultats obtenus

par Niels Reinmuth et al. (71).

Nos résultats ne sont pas en accord avec les travaux de Devesa SS et al et R inger G où  le

Carcinome épidermoïde est le plus fréquent des CBP. Le carcinome épidermoïde comprend 44%

des CBP chez les hommes et 25% chez les femmes. Les Adénocarcinomes comprennent 28%

des cas chez les hommes et 42% chez les femmes (72), (73).

Une autre étude a indiqué que le carcinome épidermoïde vient en première position avec

43.39%, l’adénocarcinome en deuxième position avec 34.91%, le CPC avec 18.8% et le

carcinome à grandes cellules avec 1.89%, le carcinome adénosquameux avec 0.94% selon

Mohamed Safique Islam (62). Pareillement Isabelle Stücker et al. ont rapporté une prédominance

du type épidermoïde (54).
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2. Etude moléculaire :

Les résultats obtenus selon l’approche PCR-RFLP sont les suivants :

Figure 12 : Profil d’ADN du contrôle PCR

Figure 13 : profil de digestion par l’enzyme Hinf I

 Répartition des fréquences génotypiques et alléliques chez les cas et les témoins

Tableau XI : nombre de patients et de témoins pour chaque génotype

Génotypes Patients = 13 Témoins = 16

CC 6 8

CT 3 7

TT 4 1
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 Fréquences alléliques et génotypiques :

1. Fréquences génotypiques :

Tableau XII: Fréquences génotypiques des maladies et des témoins

fréquences génotypiques Malades Témoins

CC 0.461 0.5

CT 0.230 0.437

TT 0.307 0.062

Figure 14: Fréquences génotypiques chez les malades et les témoins

2. Fréquences alléliques:

Tableau XIII : Fréquences alléliques des malades et des témoins

Fréquences alléliques Malades Témoins

C 0.576 0.718

T 0.422 0.280
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Figure 15: Fréquences alléliques chez les patients et les témoins

 Calcul des OR :

Tableau XIV : Calcul des Odds-Ratio (OR)

OR P valeur

CC vs TT
5.33

0.35<OR<164.10
0.364

CC vs CT
0.57

0.07<OR<4.25
0.830

Intervalle de confiance à 95%.

La P valeur pour les deux est supérieur à 0.05, donc il n’y a aucune association entre le

polymorphisme en question et le risque d’un cancer broncho-pulmonaire.

3. DISCUSSION

Shen et al. Les tout premiers à avoir examiné l'association entre les polymorphismes du gène

de la MTHFR et le risque de cancer du poumon (74).

 Nos résultats sont en accord avec :

1/ Arslan et al. dans une méta-analyse n’ont suggéré aucune association entre le

polymorphisme C677T du gène de la MTHFR et le CBP (75).
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2/ Une méta-analyse de Zhang, et coll. suggère que le polymorphisme C677T n'est pas

significativement corrélé avec le risque de CBP chez la population totale (76).

3/ Les génotypes 677TT et 677CT de MTHFR n'étaient pas significativement associés au

risque de cancer du poumon par rapport au génotype 677CC. Dans l'ensemble, il n'y avait

aucune preuve d'une association entre MTHFR et le risque de cancer du poumon pour le

polymorphisme C677T. Il n'y avait pas de preuve d'un effet interactif entre un faible

apport en acide folique et les génotypes MTHFR sur le risque de cancer du poumon (77).

4/ Des méta-analyses ont suggéré qu'il n'y avait pas d'association entre les polymorphismes

C677T de la MTHFR et le risque de cancer du poumon (78), (79).

5/ Le polymorphisme C677T de MTHFR ne joue pas un rôle important dans l'étiologie du

cancer du poumon (81).

6/ Les résultats d’une étude au Taiwan fournissent une preuve que l'allèle C du

polymorphisme C677T de  MTHFR peut être associé à l'apparition d'un cancer du

poumon (82).

 Cela n’est pas en accord avec les travaux des équipes suivantes,  qui ont décrit une

association entre le variant C677T et le risque d’un CBP :

1/ Kiyohara, et al.ont rapporté que le génotype TT du polymorphisme C677T était

significativement associée à un risque accru de cancer du poumon (83).

2/ Cinq études ont constaté que le variant C677T de la MTHFR montre une association

significative avec la prédisposition au cancer du poumon chez les fumeurs (83), (84),

(85), (86), (87) et ont constaté que les porteurs homozygotes TT hommes avaient un

risque de 36%   plus élevé (83), (84), (85), (86), (87).

3/ Les patients atteints de cancer du poumon avaient un pourcentage statistiquement plus

élevé du génotype 677TT de la MTHFR par rapport aux témoins non cancéreux (88).

1/ Parmi 20 études impliquant 11 653 patients atteints de cancer du poumon et 12 032 sujets

témoins concernant le polymorphisme 677C> T de MTHFR et le risque de cancer du

poumon, sept études ont suggéré que ce polymorphisme est associé à un risque accru de

cancer du poumon (89).

2/ Selon Boccia et al. le génotype 677TT a été associé à un risque accru de cancer du poumon

(90).
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3/ Selon Zheng-Bing Liu et al. et après stratification selon l'origine ethnique pour une

identification d’association plus précise, le génotype MTHFR 677TT semble augmenter le

risque de cancer du poumon dans la population asiatique (80).

D’autre part certaines études ont démontré des rôles protecteurs pour les deux variants            C

et T :

1/ Le variant C677T de MTHFR réduit le risque de cancer du poumon (91).

2/ Le variant C677T pourrait diminuer le risque de cancer du poumon chez les femmes

(76).

3/ Dans une étude au Taiwan, les génotypes CT et TT en association avec le tabagisme

confèrent une diminution du risque de CBP (82).
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CONCLUSION :

L’étude que nous avons entreprise se divise en deux parties :

- Une étude moléculaire de type cas-témoins portant sur 13 patients comparés à 16 témoins

sains.

- Une enquête statistique.

L’étude moléculaire a porté sur l’enzyme MTHFR du métabolisme des folates : L’enzyme 5-

10 méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme clé dans le métabolisme de

l’acide folique,  qui  joue un rôle primordial dans le maintien de la stabilité génomique, via la

provision de nucléotides nécessaires à la synthèse d’ADN et sa réparation.

Dans le présent travail, nous visons à vérifier s’il existe une association entre la mutation

C677T et le CBP ; cette mutation ponctuelle entraîne la substitution d’une cytosine par une

thymidine au niveau de la 677e paire de base dans le quatrième exon (C677T), aboutissant à la

substitution d’une alanine par une valine dans la séquence protéique. En effet, il existe des

arguments expérimentaux et épidémiologiques pour penser que le polymorphisme C677T de la

MTHFR pourrait être un facteur de risque de CBP.

Les résultats de l’enquête statistique ont montré que :

- Le cancer broncho-pulmonaire touche beaucoup plus les hommes 85 % que les femmes

15 %.

- Le tabagisme reste le facteur étiologique le plus incriminé ; ainsi  77 % des malades sont des

fumeurs.

- L’âge médian des malades est de 56 ans.

- Le type adénocarcinome est le plus diagnostiqué avec un taux de 61 %.

- 54 % des patients ont eu des antécédents familiaux.

Les résultats de l’étude moléculaire suggèrent qu’il n’y a aucune association entre la

mutation C677T et le CBP.

Ces résultats appellent à des travaux complémentaires de confirmation, car ils peuvent

manquer de fiabilité en raison de la petitesse de l’échantillon.

Enfin, la prévention constitue la stratégie à long terme la plus rentable pour lutter contre le

CBP.
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ANNEXE 1

Classification histologique OMS 1999–2004 des carcinomes broncho-

pulmonaires : (92)

TUMEURS ÉPITHÉLIALES MALIGNES : CARCINOMES

CARCINOMES ÉPIDERMOÏDES

- Papillaire

- À cellules claires

- À petites cellules

- Basaloïde

CARCINOMES À PETITES CELLULES

Carcinome à petites cellules composite

ADÉNOCARCINOMES (Nouvelle classification 2011 de l’IASLC/ATS/ERS)

LÉSIONS PRÉINVASIVES

- Hyperplasie atypique adénomateuse

- Adénocarcinome in situ (anciennement bronchioloalvéolaire)

Non-mucineux

Mucineux (très rares)

ADÉNOCARCINOMES À INVASION MINIME (tumeur ≤ 3 cm à prédominance

lépidique 51 50  avec invasion ≤ 5 mm ou ≤ 10 % de la tumeur)

ADÉNOCARCINOMES INVASIFS

- Prédominance lépidique (anciennement carcinome bronchioloalvéolaire non-

mucineux) Prédominance acineuse

- Prédominance papillaire

- Prédominance micropapillaire

Variantes

- Adénocarcinome mucineux à prédominance lépidique (ancien bronchioloalvéolaire

mucineux)

- Cytoadénocarcinome mucineux

- Adénocarcinome colloïde

- Adénocarcinome fétal (bas et haut grade)

- Adénocarcinome entérique

CARCINOMES À GRANDES CELLULES

- Carcinome neuroendocrine à grandes cellules

- Carcinome neuroendocrine à grandes cellules composite
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- Carcinome basaloïde

- Carcinome lymphoépithélioma-like

- Carcinome à cellules claires

- Carcinome à grandes cellules rhabdoïde

CARCINOMES ADÉNOSQUAMEUX

CARCINOMES SARCOMATOÏDES

- Carcinome pléiomorphe

- Carcinome à cellules géantes

- Carcinome à cellules fusiformes

- Carcinosarcome

- Blastome pulmonaire

CARCINOÏDES

- Carcinoïde typique

- Carcinoïde atypique

TUMEURS DE TYPE GLANDES SALIVAIRES

- Carcinome mucoépidermoïde

- Carcinome adénoïde kystique

- Carcinome épithélial-myoépithélial

LÉSIONS PRÉINVASIVES

- Dysplasie et carcinome in situ

- Hyperplasie alvéolaire atypique

- Hyperplasie neuroendocrine diffuse idiopathique
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Classification TNM des cancers du poumon : (94)

T – Tumeur primitive

TX : Tumeur ne peut être évaluée ou est démontrée par la présence de cellules malignes dans

les expectorations ou un lavage bronchique sans visualisation de la tumeur par des examens

endoscopiques ou d’imagerie

T0 : Pas d’évidence de tumeur primitive

Tis : Carcinome in situ

T1 : Tumeur de 3 cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la

plèvre viscérale, sans évidence bronchoscopique d’invasion plus proximale que la bronchique

lobaire (c-à-d pas la bronche souche)

T1a : Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension

T1b : Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension

T2 : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant

une des caractéristiques suivantes :

• atteinte de la bonche de la bronche souche à 2 cm ou plus de la carène

• invasion de la plèvre viscérale

• présence d’une atélectasie ou d’une pneumopathie obstructive s’étendant à la région hilaire

sans atteindre l’ensemble du poumon.

T2a : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension

T2b: Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension

* les tumeurs avec ces caractéristiques sont classées T2a si leur dimension est de 5 cm ou

moins

T3 : Tumeur de plus de 7 cm ; ou envahissant directement une des structures suivantes : la

paroi thoracique (y compris la tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf phrénique, la

plèvre médiastinale, pleural ou pariétal ou le péricarde ; ou une tumeur dans la bronche

souche à moins de 2 cm de la caréna sans l’envahir ; ou associée à une atélectasie ou d’une

pneumopathie obstructive du poumon entier ; ou présence d’un nodule tumoral distinct dans

le même lobe

T4 : Tumeur de tout taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin,

cœur, grands vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, œsophage, corps vertébral, carène; ou

présence d’un nodule tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint

N – Ganglions lymphatiques régionaux
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NX : les ganglions ne peuvent pas être évalués

N0 : pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale

N1 : métastase dans les ganglions lymphatiques intrapulmonaires, péribronchiques et/ou

hilaires ipsilatéraux, y compris par envahissement direct

N2 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinauxipsilatéraux et/ou sous-

carinaires

N3 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires

controlatéraux, scalènes ou sous-claviculaires ipsilatéraux ou controlatéraux

M – Métastase à distance

MX : les métastases à distance n’ont pas pu être évaluées

M0 : absence de métastase à distance

M1 : métastase à distance

M1a : Nodule(s) tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur avec nodules pleuraux

ou épanchement pleural (ou péricardique) malin

M1b : métastase à distance
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STADIFICATION : (95)

Une fois que le diagnostic de cancer est confirmé, il faut déterminer le stade du cancerLa

stadification du cancer consiste à définir la taille de la tumeur et à vérifier si elle s’est

développée au-delà du site ou elle a pris naissance.

- Cancer du poumon non à petites cellules :

. Carcinome occulte : des cellules cancéreuses sont décelées dans les crachats expulsés des

poumons, mais il n’y a pas de tumeur visible dans le poumon.

. Stade 0 : des cellules anormales sont présentes dans la paroi des poumons ou des voies

respiratoires (trachée, bronches ou bronchioles). Ces cellules anormales ne se sont pas

propagées aux tissus du poumon lui-même, mais elles peuvent devenir cancéreuses et se

disséminer par la suite. Le cancer de stade 0 et également appelé carcinome in situ.

. Stade 1 :

. Stade 1A : La tumeur est localisée uniquement dans le poumon (3cm)

. Stade 1B : La tumeur mesure plus de 3cm ou elle croie dans la principale voie aérienne du

poumon (trachée). Elle peut aussi s’être propagée à la membrane du poumon(plèvre) ou avoir

provoqué un affaissement partiel du poumon.

. Stade 2 :

. Stade 2A : La tumeur mesure moins de 3cmmais s’est propagée aux ganglions lymphatiques

voisins.

. Stade 2B : La tumeur mesure plus de 3cm et s’est propagée aux ganglions lymphatiques

voisins. Ou elle a envahi la paroi thoracique, la plèvre, la couche musculaire sous les

poumons ou l’enveloppe du cœur.

. Stade 3 :

. Stade 3A : La tumeur peut être de toute taille. Les cellules cancéreuses se sont propagées

aux ganglions lymphatiques du milieu du thorax (médiastin) sans avoir atteint l’autre coté de

la poitrine.

. Stade 3B : Deux tumeurs ou plus sont présentes dans le même poumon.

. Stade 4 : le cancer s’est propagé à d’autres parties du corps, comme le foie, le cerveau ou les

os.

- Cancer du poumon à petites cellules :

. Stade limité : Des cellules sont présentes dans un seul poumon et dans les ganglions

lymphatiques voisins. Elles peuvent également être décelées dans le liquide pleural.
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. Stade étendu : Le cancer s’est propagé à l’extérieur du poumon dans la région thoracique ou

d’autres parties du corps.
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Questionnaire

Code :

Sexe :

Date de naissance :

Wilaya :

Profession :

Premiers symptômes :

Date de découverte de la maladie :

Date de la première consultation :

Tabagisme actif :

Tabagisme passif :

Alcool :

Antécédents personnels :

Antécédents familiaux :

Localisation tumorale :

Chirurgie :

Chimiothérapie :

Radiothérapie :

Type histologique :

TNM:

Consentement (patient)

Je donne mon accord à la réalisation des études génétiques qui peuvent aider au diagnostic ou à
la prévention de la maladie dont je souffre.

Je donne mon accord pour que mon prélèvement soit  à la disposition de la communauté
scientifique  à des fins de recherche biomédicale.

Nom : ……………………………………….….Prénom : …………………………………..Né(e) le……. /……. /…….

Fait à Constantine, le  …. /…../…….. Signature



الملخص

الاختلافات الفردیة الملاحظة لعملیة الایض لحمض الفولیك قد ترجع الى الاختلافات الوراثیة في الانزیمات المسؤولة عن 

قد MTHFRفي واحد من أھم ھذه الأنزیمات C677Tھذه العملیة , حیث أوضحت بعض الدراسات أن الطفرة الوراثیة   

السرطانات و من بینھا سرطان الرئة. الھدف من ھذه الدراسة ھو تحدید نسب التراكیب تكون مسؤولة عن الاصابة بعدید 

.PCR RFLPفردا سلیما باستخدام المنھجیة   16مصاب مقارنة مع 13الوراثیة لھذا التغیر الجیني عند عینة مكونة من 

خلصت ھذه النتائج  الى عدم وجود علاقة بین بالمئة.95في مجال ثقة یقدر ب ORالمقارنة تمت بحساب النسبة الأرجحیة   

التغیر الجیني المدروس و خطر الاصابة بسرطان الرئة. 

:MTHFR ,الجینيالتـغیـر, الوراثیةالقابلیة, سرطان الرئة الدّالةالكلمـات



Résumé :

Les différences interindividuelles observées dans le métabolisme des folates peuvent être

liées aux polymorphismes des gènes codant pour les enzymes impliquées dans ce

métabolisme. L’enzyme clé de ce métabolisme est la MTHFR. Une variabilité génétique qui

peut être associée à des différences de susceptibilité vis-à-vis certains cancers dont le CBP. Le

présent travail vise à établir les fréquences génotypiques pour le polymorphisme

nucléotidique  C677T du gène MTHFR dans une population de 13 patients comparés à 16

témoins en utilisant l’approche PCR-RFLP. La comparaison des fréquences entre les deux

groupes est établie par le calcul des odds ratio avec un intervalle de confiance de 95 %. Nos

résultats montrent qu’il n’y a aucune association entre la mutation C677T du gène de la

MTHFR et le risque d’un CBP.

Mots clés : Cancer du poumon, Susceptibilité génétique, Polymorphisme génétique, MTHFR.



Abstract

Inter-individual differences observed in the metabolism of folate may be associated with

polymorphisms in genes encoding the enzymes involved in this metabolism. The key enzyme of

this metabolism is the MTHFR. Genetic variability for this gene appears to be associated with

differences in susceptibility towards certain cancers including lung cancer. The present work

aims to establish genotype frequencies of the polymorphism C677T of the MTHFR gene in a

population of 13 patients with lung cancer compared to 16 controls using PCR-RFLP approach.

Comparison between frequencies in the two groups is determined by calculating odds ratio with

a confidence interval of 95 %. Our results show that there is no association between C677T

mutation and risk of lung cancer.

Keywords: Lung cancer, Genetic susceptibility, Genetic polymorphism, MTHFR.
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Résumé :

Les différences interindividuelles observées dans le métabolisme des folates peuvent être liées aux

polymorphismes des gènes codant pour les enzymes impliquées dans ce métabolisme. L’enzyme clé de ce

métabolisme est la MTHFR. Une variabilité génétique qui peut être associée à des différences de

susceptibilité vis-à-vis certains cancers dont le CBP. Le présent travail vise à établir les fréquences

génotypiques pour le polymorphisme nucléotidique  C677T du gène MTHFR dans une population de 13

patients comparés à 16 témoins en utilisant l’approche PCR-RFLP. La comparaison des fréquences entre les

deux groupes est établie par le calcul des odds ratio avec un intervalle de confiance de 95 %. Nos résultats

montrent qu’il n’y a aucune association entre la mutation C677T du gène de la MTHFR et le risque d’un

CBP.

Mots clés : Cancer du poumon, Susceptibilité génétique, Polymorphisme génétique, MTHFR.

Structure de recherche : Service de pneumo-phtisiologie du CHU de Constantine.

Laboratoire de recherche : Laboratoire de Biologie et de Génétique Moléculaire de l’UC3.

Jury d’évaluation :

Président du jury : Mr. REZGOUNE Mouhamed Larbi  (MA.A- Université Mentouri Constantine1)
Rapporteur : Mlle. BOUDAKHANE Ibtissem (MA.A- Université Mentouri Constantine1)
Examinateurs : Mlle. BENLATRÈCHE Moufida (MA.A- Université Mentouri Constantine1)

Date de soutenance: 24/06/2014


	1.pages de garde.pdf (p.1)
	2.remerciements.pdf (p.2)
	3.Dédicaces.pdf (p.3-4)
	4.Table des matiers.pdf (p.5-6)
	5.liste des abréviation.pdf (p.7)
	6.Liste des Figures.pdf (p.8)
	7.Liste des tableaux.pdf (p.9)
	8.1. int.intro.pdf (p.10)
	8.INTRODUCTION.pdf (p.11)
	9.1.int.chap1.pdf (p.12)
	9.CHAPITRE I.pdf (p.13-20)
	10.1.int.chap2.pdf (p.21)
	10.CHAPITRE II.pdf (p.22-28)
	11.1.int.chap3.pdf (p.29)
	11.CHAPITRE III--.pdf (p.30-40)
	11.conclusion1.pdf (p.41)
	11.CONCLUSION2.pdf (p.42)
	12.biblio.pdf (p.43)
	12.BIBLIOGRAPHIE.pdf (p.44-51)
	13.1.int.annexes.pdf (p.52)
	13.annexe 1.pdf (p.53-54)
	14.annexe 2.pdf (p.55-56)
	15.annexe 3.pdf (p.57-58)
	16.QUESTIONNAIRE.pdf (p.59)
	Résumé 1.pdf (p.60)
	Résumé 2.pdf (p.61)
	Résumé3.pdf (p.62)
	résumé4.pdf (p.63)

