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Titre : Evaluation de statut mutationnel du promoteur du gène VEGF dans une cohorte de 
cancer da a vessie au Maroc  
Auteur : ESSAFI Souhaila  
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de Sanger 
 
          Au Maroc, le cancer de la vessie (CV) représente un problème majeur de santé public 

compte tenu de sa lourde prise en charge et son prévalence et incidence qui sont toujours en 

augmentation. D’autant plus, ce type de cancer nécessite une surveillance et un suivi 

thérapeutique réguliers, dû au risque élevé de récidive et de progression vers des stades avancés. 

Les progrès réalisés dans le discernement des mécanismes moléculaires de la cancérogenèse 

vésicale ont permis l’identification de nombreuses altérations génétiques et plus 

particulièrement des mutations activatrices qui peuvent être utilisées comme des biomarqueurs 

de diagnostic et de cibles thérapeutiques. Parmi ces variations, les polymorphismes localisés au 

niveau du promoteur du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) sont 

fortement associés à la récidive et la progression métastatique dans différents types de cancer. 

Notre étude vise à évaluer le statut mutationnel du promoteur du gène VEGF dans une cohorte 

de 70 patients atteints du CV hospitalisés au Service d’urologie de l’Hôpital Militaire 

d’Instruction Mohammed V (HMIMV) à Rabat. Ceci est réalisé par la réaction en chaîne de la 

polymérase (PCR) et le séquençage.  Nos résultats reflètent la présence des polymorphismes  

(-460 C /T, -2578 C/A et -2549 I/D) au niveau de la région promotrice du gène VEGF avec de 

différentes fréquences : 48% (34/70) ; 70% (49/70) ; et 67.1% (47/70) respectivement. 

L’analyse statistique a révélé une corrélation significative entre le polymorphisme -460 C/T et 

le tabagisme (p value=0.02<0.05). Cependant, aucune corrélation significative n’a été détecté 

entre les polymorphismes -2578 C/A et -2549 I/D et les données clinico-pathologiques des 

patients. Nous suggérons que les polymorphismes identifiés dans notre cohorte (-460 C/T, -

2578 C/A et -2549 I/D) du promoteur du gène VEGF sont impliqués dans le CV, et peuvent être 

une cible thérapeutique prometteuse contre le développement du CV.   

 

Mots clés : Cancer de la vessie - Gène VEGF –Angiogenèse –Polymorphisme – Séquençage de 

Sanger  

 

 
 

Abstract: 



Title: Evaluation of the mutational status of the promoter of the VEGF gene in a cohort of 

bladder cancer in Morocco 

Author: ESSAFI Souhaila 

Keywords: Bladder cancer - VEGF gene - Angiogenesis - Polymorphism - Sanger 

sequencing 

          In Morocco, bladder cancer (BC) is a major public health problem due to its heavy 

management and its increasing prevalence and incidence. Even more, this type of cancer 

requires regular monitoring and therapeutic follow-up, due to the high risk of recurrence and 

progression to advanced stages. The progress that was made in discerning of molecular 

mechanisms of vesical carcinogenesis has led to the identification of numerous genetic 

alterations and more particularly activating mutations which can be used as diagnostic and 

therapeutic targets. Among these variations, vascular endothelium growth factor (VEGF) 

polymorphisms at the vascular endothelium growth factor promoter level are strongly 

associated with recurrence and metastatic progression in different types of cancer. Our study 

aims to assess the mutational status of the VEGF gene promoter in a cohort of 70 BC patients 

hospitalized at the Urology Department of the Mohammed V Military Training Hospital 

(HMIMV) in Rabat. This is achieved by polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Our 

results reflect the presence of polymorphisms (-460 C/T, -2578 C/A and -2549 I/D) at the VEGF 

promoter region with different frequencies: 48% (34/70) ; 70% (49/70) ; et 67.1% 

(47/70)respectively. Statistical analysis revealed a significant correlation between 

polymorphism -460 C/T and smoking (p value=0.02<0.05). However, no significant correlation 

was detected between the -2578 C/A and -2549 I/D polymorphisms and the patients' clinical-

pathological data. We suggest that the polymorphisms identified in our cohort (-460 C/T, -2578 

C/A and -2549 I/D) of the VEGF gene promoter are involved in the BC, and may be a promising 

therapeutic target against the development of the BC. 
 

Keywords: Bladder cancer - VEGF gene - Angiogenesis - Polymorphism – Sanger 
Sequencing 

 

 

 

 :الملخص



 في مجموعة من سرطان المثانة في المغرب VEGFتقییم الحالة الطفریة لمحفز جین  العنوان:

 سھیلة الصافي المؤلف:

 تسلسل سانجر -تعدد الأشكال  -تولد الأوعیة  - VEGFجین  -سرطان المثانة  الكلمات المفتاحیة:

. علاوة على ذلك، یتطلب كلفتھ الباھظةانتشاره المتزاید و مشكلة صحیة عامة كبیرة بسبب في المغرب، یعتبر سرطان المثانة

إلى مراحل متقدمة. أدى التقدم  وبلوغھة، نظرًا لارتفاع مخاطر التكرار ھذا النوع من السرطان مراقبة منتظمة ومتابعة علاجی

لجینیة وتفعیل الطفرات بشكل المحرز في التعرف على الآلیات الجزیئیة للتسرطن الحویصلي إلى تحدید العدید من التعدیلات ا

ترتبط الأشكال المتعددة الموضعیة على  الاختلافات،خاص والتي یمكن استخدامھا كأھداف تشخیصیة وعلاجیة. من بین ھذه 

ارتباطًا وثیقًا بالتكرار والتطور النقیلي في أنواع مختلفة من السرطان.  (VEGF) مستوى محفز عامل نمو البطانة الوعائیة

قسم المسالك البولیة  منمریضًا  70في مجموعة مكونة من  VEGF ستنا إلى تقییم الحالة الطفریة لمحفز الجیناتتھدف درا

وتسلسل  (PCR) في الرباط. یتم تحقیق ذلك عن طریق تفاعل البلمرة المتسلسل في مستشفى التدریب العسكري محمد الخامس

 مختلفة بترددات 2549I/D VEGF-و  C / T، -2578 C / A 460- . تعكس نتائجنا وجود تعدد الأشكال

على التوالي. أظھر التحلیل الإحصائي وجود علاقة بین تعدد الأشكال 67.(49/70)70%, (47/70)1% ),(34/70 48% 

-460 T / C  والتدخین (p = 0.02 <0.05) 2578-لم یتم الكشف عن ارتباط كبیر بین تعدد الأشكال  ذلك،ومع C / A  و

-2549 I / D 2578- والبیانات السریریة المرضیة للمرضى. نقترح أن الأشكال المتعددة التي تم تحدیدھا في مجموعتنا C 

/ A  2549-وI/D VEGF 61لمحفز الجینات؛ VEGF وقد تكون ھدفًا علاجیًا واعداً ضد  ، سرطان المثانة فيضمنة مت

 ).سرطان المثانةتطور 

  سانجر التسلسل –تعدد الأشكال  -تولد الأوعیة – VEGFنجی –الكلمات المفتاحیة: سرطان المثانة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table des matières 
Introduction ............................................................................................................................................. 1 

Partie 1 : Le cancer de la vessie ................................................................................................... 2 

I. Rappel anatomique de la vessie ....................................................................................................... 2 

II. Classification histopathologique des tumeurs de vessie ..................................................................... 3 

II.1. Classification TNM ..................................................................................................................... 4 

II.2. Grade tumorale ............................................................................................................................ 5 

II.3. Classification clinique ................................................................................................................. 5 

II.4. Classification histologique ........................................................................................................... 6 

III. Epidémiologie ............................................................................................................................... 6 

1. Cancer de la vessie au monde ..................................................................................................... 6 

2.Cancer de la vessie au Maroc ....................................................................................................... 7 

IV. Facteurs de risques du cancer de la vessie .................................................................................... 9 

1. Tabagisme .................................................................................................................................... 9 

2.  Expositions professionnelles ...................................................................................................... 9 

3. L’infection .............................................................................................................................. 10 

4. Facteurs héréditaires et génétiques : .................................................................................... 10 

V. Symptômes et diagnostic du cancer de la vessie .......................................................................... 10 

1. Symptômes  du cancer de la vessie ....................................................................................... 10 

2. Diagnostic du cancer de la vessie .......................................................................................... 11 

VI. Traitements du cancer de la vessie .............................................................................................. 12 

1. Stratification du risque .............................................................................................................. 12 

2. Traitement des tumeurs urothéliales superficielles .................................................................. 12 

3. Traitement des tumeurs urothéliales infiltrantes ..................................................................... 13 

VII. Génétique du cancer de la vessie ................................................................................................... 14 

1. Altérations génétiques ............................................................................................................... 15 

1.1. Altérations génétiques dans le cancer de la vessie non-infiltrant le muscle ......................... 16 

1.2. Altérations génétiques dans le cancer de la vessie infiltrant le muscle ................................. 16 

VIII. Classification moléculaire du cancer de la vessie : ............................................................... 18 

Partie 2 : Facteur de croissance endothéliaux vasculaires ............................................................... 22 

I. VEGF et ses récepteurs Système VEGF/VEGFR ............................................................................... 22 

1. caractéristiques structurales et biologiques ................................................................................... 22 

1.1. Gène VEGFA ....................................................................................................................... 22 

2. Le VEGFR : caractéristiques structurales et biologiques .......................................................... 23 

2.1. Structure et activation ....................................................................................................... 23 

II. Rôle du VEGF et de ses récepteurs dans l’angiogenèse physiologique .................................... 27 



III. VEGF dans le cancer de la vessie .......................................................................................... 28 

A. Matériel : ...................................................................................................................................... 31 

I. Phase pré-analytique : ............................................................................................................... 31 

II. Phase analytique : ......................................................................................................................... 31 

B.  Résultats et Discussion .................................................................................................................. 39 

I. Résultats ......................................................................................................................................... 39 

1. Résultats anatomopathologiques. ............................................................................................ 39 

2. Résultats du suivie des patients ................................................................................................ 40 

3.Dosage d’ADN extrait ................................................................................................................. 40 

4. Résultats du test de qualité d’ADN par amplification du gène GAPDH .................................... 41 

5. Résultats de l’étude des mutations du gène VEGF (-460 C/T, -2578 C/A) ................................ 42 

6.Résultats d’analyse des séquences du gène VEGF : ................................................................... 45 

7. Association entre le statut mutationnel du promoteur du gène VEGF et les données cliniques 
des patients : ................................................................................................................................. 45 

II. Discussion ............................................................................................................................. 49 

Conclusion et perspectives .................................................................................................................. 52 

Références ............................................................................................................................................ 53 

Annexes : .............................................................................................................................................. 57 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

Introduction 
 

Le Cancer de la Vessie (CV) est le 4ème cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez l’homme 

et le 10ème cancer le plus répondue dans le monde[1]. Il s’agit d’un cancer qui est dominant chez 

le sexe masculin, due essentiellement au tabagisme et à l’exposition professionnelle à des agents 

carcinogènes. Au Maroc, selon les deux registres régionaux de rabat et de Casablanca, le cancer 

est le 10 ème avec une incidence de 4.8 et 3.7 respectivement[2] [3]. Le CV présente une 

hétérogénéité biologique importante qui permet le classer en : Tumeurs vésicales infiltrant le 

muscle (TVIM) et non infiltrant le muscle (TVNIM) qui représente environ 70 à 75 % des 

tumeurs de vessie nouvellement diagnostiquées avec un risque élevé de récidive (70 à 85%) et 

un risque moins élevé de progression (10 à 30%) vers des TVIMs [4]. Actuellement, le 

diagnostic du cancer de la vessie repose principalement sur la cystoscopie et la cytologie 

urinaire. La cystoscopie permet d'identifier la plupart des lésions et fournit des informations 

pronostiques essentielles, mais il s'agit d'une procédure invasive qui ne permet pas de prédire 

précisément l'issue du patient. La cytologie urinaire est la méthode non invasive standard pour 

la détection du CV et le suivi de la maladie. Cependant, cette méthode permet de repérer les 

tumeurs de haut grade, mais elle présente une faible sensibilité (35 %) à la détection de tumeurs 

de bas grade[5]. Durant cette dernière décennie, les progrès réalisés dans la compréhension des 

mécanismes moléculaires impliqués dans la cancérogenèse et la progression tumorale du CV 

ont permis de mieux comprendre cette dichotomie histologique et fournissent un cadre de 

réflexion et d’évaluation pour les nouveaux traitements dans le contexte de la thérapie ciblée et 

la médecine personnalisée. C’est dans cet esprit de classification moléculaire que s’installe 

l’objectif général de ce projet qui vise à caractériser les anomalies moléculaires critiques 

impliqués dans le CV au niveau des échantillons (biopsies, urines, sang) prélevés chez des 

patients atteints du CV, afin d’identifier des biomarqueurs moléculaires qui peuvent servir 

comme des alternatifs de diagnostic, de pronostic et/ou de traitement de ce type de cancer. 

L’objectif spécifique de cette étude est d’évaluer le statut mutationnel de la région promotrice 

du gène VEGF dans une cohorte de 70 patients Marocain atteints de CV et d’étudier 

l’association entre les différentes altérations génétiques détectées du gène VEGF et les données 

clinico- pathologiques des patients. 
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Chapitre 1 : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

Partie 1 : Le cancer de la vessie 

I. Rappel anatomique de la vessie 

La vessie est un organe musculaire creux et très extensible qui fait partie de l’appareil urinaire, 

il sert de réservoir temporaire de l’urine qui provient des reins à travers l’uretère connecté à son 

côté antérieur avant que la miction ait lieu. Cet organe est situé directement dans la loge 

antérieure de la cavité pelvienne derrière la symphyse pubienne au niveau du bassin (figure 1). 

L’urine se récolte vers la vessie via deux uretères connectés à son côté antérieur. Elle permet 

d’accumuler en moyenne 500 ml d’urine. 

Chez les deux sexes, la morphologique et la topographique de la vessie se diffèrent. Chez 

l’homme, la vessie se situe au-delà du plancher pelvien et de la prostate, derrière laquelle se 

trouvent le rectum, les canaux séminaux, et les vésicules séminales. Tandis que chez la femme, 

la vessie se situe directement devant l’utérus, la partie supérieure du vagin et le rectum[6] . 

 

Figure 1 : Anatomie de la vessie [7]. 
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La vessie se constitue de quatre couches différentes de la paroi vésicale, de l'intérieur de la 

vessie vers l'extérieur est décrite comme suit (figure2) : 

 Couche épithéliale est un tissu qui tapisse la paroi vésicale appelée l’urothélium et qui 

est au contact avec les urines. Cette dernière constituée de trois couches (couche apicale, 

intermédiaire et basale). 

 Lamina propria appelée aussi chorion : c’est une couche qui sépare l’urothélium du 

muscle détrusor et contient des vaisseaux sanguins, des nerfs et des glandes. 

 La couche musculeuse est une couche de muscle, appelée aussi détrusor, qui permet à 

la vessie de se contracter et d’expulser de l’urine. 

 Adventice est une couche la plus externe de la vessie qui est composée du tissu 

conjonctif lâche [8] . 

 
Figure 2 :Coupe histologique de la paroi urétérale normale [9]. 

II. Classification histopathologique des tumeurs de vessie    

La prise en charge thérapeutique du CV est basée principalement sur la classification des 

tumeurs vésicales. La classification des tumeurs de vessie est fondée sur trois critères 

principaux ; la classification histopathologique qui permet de préciser le type histologique de 

la tumeur en déterminant la malignité ainsi que l’évolution, le stade ou le degré d’invasion du 

cancer dans la paroi vésicale qui permet de prévoir le risque et de déterminer la stratégie de 

traitement, ceci se fait selon la classification TNM(T=Tumor, N=Nodes, M=Metastasis) [10] et 

le grade qui reflète le degré de différenciation cellulaire, y compris les tumeurs de bas grade 

sont les tumeurs bien différenciées et donc présent un bon pronostic et les tumeurs de haut grade 

sont les tumeurs moins différenciées et donc présent un mauvais pronostic.  
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  II.1. Classification TNM 

Les tumeurs de la vessie sont classées selon la classification TNM qui est proposée par 

l'American Joint Committee on Cancer (AJCC) en 2017 ( [5] ,[11]). Le principe de la 

classification TNM repose sur trois critères : 

 Tumeur : suivie d'un chiffre de 0 à 4, correspond au niveau de la présence de la lésion 

dans la paroi vésicale de la vessie. 

  Ganglion ou Node : suivie d'un chiffre de 0 à 3, indique si le cancer a atteint les 

ganglions lymphatiques et détermine l’existence de métastases ganglionnaires.  

  Métastases : suivie d'un 0 ou d'un 1, indique la présence ou l’absence de métastases à  

distance qui sont loin de la vessie[12], l’étude de ces critères permettra de classer le 

cancer dans l’un des stades présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau I) : 

Tableau I: Système de classification TNM proposé par l'American Joint Committee on 
Cancer (AJCC) en 2017 pour les cancers de la vessie [7]. 
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II.2. Grade tumorale  
Il existe un autre système de classification de cancer de la vessie qui permet de déterminer 

l’agressivité de la tumeur vésicale et évaluer la malignité d’une tumeur. Il s’agit du grade 

tumoral qui permet de distinguer le degré de la différenciation cellulaire en gardant le niveau 

d’anomalies architecturales et les caractéristiques des cellules tumorales par rapport aux 

cellules normales, permettant ainsi une distinction entre les tumeurs bien différenciées qui 

caractérisent les tumeurs de bas grade et peu différenciées qui caractérisent les lésions de haut 

grade. 

 En 2016, l’Organisation mondiale de la santé (OMS) a mis une nouvelle version de la 

classification des tumeurs de la vessie en divisant le Carcinome Urotheliale (CaU) en deux 

groupes :les CaU non infiltrants et les CaU infiltrants avec des caractéristiques cliniques 

différentes. Cette dernière permet de réaliser un pronostic adéquat pour l’orientation de la 

charge thérapeutique ([13] ,[14]). Dans cette classification l’OMS a mis en place trois niveaux 

de grade différents, indiquant ainsi :  

• Les néoplasies de bas potentiel de malignité 

• Les tumeurs vésicales de bas grade 

• Les tumeurs vésicales de haut grade [5] 

II.3. Classification clinique  

Le cancer de la vessie est une maladie hétérogène, classé cliniquement en deux groupes : 

Tumeurs de vessie non infiltrantes du muscle (TVNIM) qui regroupent les stades pTis, pTa et 

pT1 et les Tumeurs de vessie infiltrantes du muscle (TVIM) qui regroupent les stades pT2, PT3 

et PT4 (figure3) [15].  

La fréquence et les taux de survie du CV dépendent du stade tumoral qui est un facteur  

pronostic essentiel: les TVNIM représentent d’environ 70% à 80% des cancers de la vessie avec 

une survie de 95 % à 5 ans[16],[17] , tandis que les TVIM représentent 20% à 30% des  tumeurs 

vésicales avec une survie de  50% à 5 ans [4]. 

Les TVNIM ont un potentiel risque de récidive et de progression métastatiques avec des 

fréquences de 70% et 25% respectivement. La progression tumorale peut évoluer vers des 

métastases représentant ainsi le principal risque des TVIM [18], [10] . 
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Figure 3: Classification TNM 2017 et sous-classification histopathologie [16]. 

II.4. Classification histologique 

D’un point de vue histologique, le cancer de la vessie est caractérisé par une large variété de 

formes histopathologique qui est généralement subdivisée en deux catégories : 

 Les tumeurs d’origine épithéliale : représentent 97% des tumeurs vésicales qui 

regroupent le carcinome urothélial transitionnel ; considéré comme le type histologique 

le plus fréquent (90%) dans les cancers de la Vessie, le carcinome épidermoïde (environ 

5%) qui désigne le carcinome à cellule squameuse et l'adénocarcinome (moins de 2%) 

[19] . 

 Les tumeurs non épithéliales : sont des tumeurs rares qui peuvent être bénignes ou 

malignes et qui représentent moins de 5% [20]. 

III. Epidémiologie  

1. Cancer de la vessie au monde 

Selon les dernières données publiées par GLOBOCAN en 2020, le cancer de la vessie est le 

10ème cancer le plus répondue dans le monde, en particulier dans les pays développés avec 

573 278 (3%) personnes ont été diagnostiqués de CV, son incidence continue à augmenter 

régulièrement dans l’échelle mondiale tandis que la mortalité représente la 13ème cause la plus 

fréquente de décès dans le monde dont la totalité des décès est de 212 536 morts (2.1%). 

Le cancer de la vessie est caractérisé par une prédominance masculine dont le pourcentage est 

quatre fois plus important chez l’homme que chez la femme, avec une incidence de 9,5/100 000 

chez les hommes et de 2,4/100 000 chez les femmes dans le monde (figure 4) [1]. 
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Figure 4: Distribution de taux d'incidence et de mortalité estimés normalisés selon l'âge en 

2020, cancer de la vessie, tous sexes, tous âges [21]. 

2.Cancer de la vessie au Maroc 

Selon les dernières données publiées par Globocan ;2 268 pour 100 000 (3%) des marocains 

sont diagnostiquées atteints du cancer de la vessie en 2020 en mettant le cancer de la vessie en 

fonction de l’incidence, mortalité et prévalence au 8ème rang des cancers les plus couramment 

diagnostiqués dans le Maroc (Tableau II). 

La prévalence à 5 ans du cancer de la vessie en 2020 a atteint 15,11 pour 100 000 de populations 

marocaines et représente 3,6% du total des décès (GLOBOCAN 2020). 

Tableau II: Distribution de taux d’incidence, mortalité et de prévalence du cancer de la 
vessie dans le Maroc. 
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Selon les statistiques du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) publié en 

2020, le cancer de la vessie est classé en 10ème rang des cancers chez les deux sexes au Maroc 

(figure 5). Son incidence était de 5.6% et son taux de mortalité était de 3,1% [21]. 

 

Figure 5: La distribution des taux d’incidence et de mortalité du cancer de la vessie au 
Maroc. 

Au Maroc, il n’y a pas de registre national, mais il existe deux registres régionaux. Il s’agit du 

registre de Rabat de 2012 présentant les nouveaux cas du cancer à Rabat, durant la période 

2009-2012, selon le rapport de ce registre ; le cancer de la vessie est classé le 3ème rang le plus 

fréquent des cancers diagnostiqués au Maroc chez les hommes en représentant une fréquence 

d’atteinte de 6,6%, par contre, chez les femmes, il n’a pas été classé parmi les 18 cancers les 

plus fréquemment diagnostiqués à Rabat (Figure 6) [3]. 

  

Figure 6: Distribution (%) des cancers selon la localisation et le sexe, Rabat-Maroc 2009 - 

2012 (Registre des Cancers de Rabat., 2012) [3]. 



9 
 

Le registre de la région de Grand Casablanca (RCGC) couvre des données analysées portant 

sur une période de cinq années successives (de 2013 à 2017) dont le cancer de la vessie a touché 

573 cas (2 .6%) pour 100 000 habitants. Les sujets atteints du CV étaient de sexe masculin dans 

une incidence de 5.4 pour 100 000 hommes comparativement aux femmes avec 0,8 pour 100000 

femmes (Tableau III) [2]. 

Tableau III: Incidences du cancer de la vessie pour la période 2013-2017 RCGC [21] . 

 

IV. Facteurs de risques du cancer de la vessie 

Le développement du cancer de la vessie dépend principalement à des facteurs de risques, qui 

peuvent être des facteurs génétiques ou environnemental (Tabagisme, Expositions 

professionnelles, infections...) : 

1. Tabagisme  

Plusieurs études épidémiologiques ont révélé une association entre la consommation de tabac 

et le développement des tumeurs de la vessie. Le tabagisme est le facteur le plus répondue dans 

le cancer de la vessie qui représente chaque année environ 50 à 65 % des nouveaux cas, due à 

sa composition de tabac qui contient de multiples substances toxiques de type carcinogènes 

(amines aromatiques(AA), benzopyrène, diméthylbenzanthracène…) [22], ces substances 

favorisent l’inflammation et leur métabolisme aboutit à des dommages au niveau de 

l'ADN  [23], [24]. 

2.  Expositions professionnelles  

De nombreuses professions ont été montrées un lien avec le risque du développement du cancer 

de la vessie dont certains milieux industriels tels que l’industrie chimique, l’industrie des 

plastiques, des colorants du caoutchouc et des produits pétroliers qui  produisent des agents qui 

sont fortement carcinogènes tels qu’amines aromatiques (2-naphtylamine, benzidine, amino-4-

diphényle) , ainsi que ceux exposés aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)et aux 

métaux lourds accrus [25]. 
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3. L’infection  
 L’infection par le parasite Schistosoma haematobium (SH) qui vit dans l’eau douce, en 

particulier dans la vallée du Nil est responsable de la métaplasie épidermoïde de l’urothélium. 

Les œufs de parasite sécrètent des Ag, des métabolites qui impliquent l’altération des gènes 

et la production de nombreuses substances cancérigènes (N-nitrosamines et hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP)). Le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) 

a considéré que la schistosomiase entraîne le dysfonctionnement de p53.Ce qui engendre 

l’hématurie et l’inflammation de stade chronique [26]. 

4. Facteurs héréditaires et génétiques : 

Des études d'association à l'échelle du génome a découvert la corrélation entre la survenue du 

cancer de la vessie et les polymorphismes génétiques des gènes de détoxification cancérigène 

impliquée dans le métabolisme des agents cancérigènes tels que acétylation lente NAT2(N-

acétyltransférase 2) qui fonctionne pour détoxifier les amines aromatiques et entraîne le 

développement du cancer de la vessie [27], et GSTM1 considérée une enzyme impliquée dans 

la détoxification d'autres cancérigènes environnementaux [28]. 

V. Symptômes et diagnostic du cancer de la vessie 

1. Symptômes du cancer de la vessie 

a.  Hématurie 
Le cancer de la vessie dans les premiers stades est asymptomatique, cependant, le principal 

symptôme couramment observer dans le cancer de la vessie est l’hématurie macroscopique et 

indolore, souvent terminal et elle peut également être continue ou intermittente, survenant chez 

80% des patients présentant une tumeur vésicale, et elle peut notamment être microscopique 

décelée par un microscope par visualisation de sang au  microscope et le comptage des globules 

rouges dans les urines ou par une bandelette urinaire. L’importance de l’hématurie n’est pas 

liée à la gravité de la maladie, elle est indépendante du stade et du grade cellulaire[29], [10]. 

b. Autres signes  

D’autres signes cliniques peuvent être misent en considération, notamment des signes 

d’irritation vésicale détectés dans 20% chez des sujets atteints du cancer de la vessie, qui se 

manifeste soit par une pollakiurie, des brûlures urinaires, impériosité mictionnelle et la dysurie. 

Par contre, ces signes sont confirmés en absence d’infection urinaire donc ces signes doivent 

faire rechercher une tumeur vésicale [29]. 
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2. Diagnostic du cancer de la vessie  
        2.1. Cytologie urinaire  
 La cytologie urinaire est l’un des examens non invasifs dans le diagnostic qui permet de suivre 

des patients atteint de cancer de la vessie en déterminant la présence ou l’absence des cellules 

malignes de haut grade (84%) et avec une sensibilité de plus de 90 % dans la détection du CIS. 

En revanche, elle semble avoir une sensibilité faible pour le dépistage des tumeurs de bas 

grade(16%) ,une cytologie urinaire positive peut indiquer la présence d’une tumeur n’importe 

où dans la voie excrétrice urinaire [29], [14]. 

        2.2. Cystoscopie urinaire  
La cystoscopie est un examen de référence très efficace pour le diagnostic des tumeurs de la 

vessie, elle est réalisée par fibroscopie sous anesthésie locale, elle permet d’observer et de 

préciser les lésions en terme de nombre, de taille, de localisation, et d’aspect de la tumeur, ainsi 

que des anomalies de la muqueuse (figure 7). Cette endoscopie est indiquée en cas de suspicion 

de tumeur vésicale, avec échographie négative. Sa sensibilité est alors de 71 % et sa spécificité 

de 72 % [14]. 

                               
Figure 7: Cystoscopie vésicale dans le cas normal et dans le cas d’une tumeur urothéliale de 

haut grade [10]. 

        2.3. Résection Trans urétrale de tumeur de la vessie   

La résection Transurétrale de tumeur de la vessie (RTUTV) c’est un geste chirurgical qui 

permet la résection de la masse tumorale de façon complète et profonde, dans le but de réaliser 

un test anatomopathologique pour préciser et classifier la nature de tumeurs (stade, grade) de 

patient afin de préciser la stratégie thérapeutique exacte à suivre. Cependant, Il est recommandé 

de réaliser auparavant un ECBU afin d’éliminer la possibilité de l’infection urinaire. Cet 

examen clé du diagnostic de tumeur de vessie permet de préciser les tumeurs en termes de 

nombre, de topographie par rapport à l’urètre prostatique et d’orifices urétéraux [14].      
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VI. Traitements du cancer de la vessie 
   1. Stratification du risque  

Les Tumeurs Superficielles de la Vessie (TSV) sont associées à des facteurs de risque de 

récidive et de progression, comprenant le grade tumoral (haut, bas), le diamètre de la tumeur 

(>3cm), nombre des tumeurs (unifocale, multifocale), récidive tumorale et la présence de CIS.  

Les TSV permettent alors de classifier les tumeurs en trois groupes de risque de récidive et de 

progression : bas, intermédiaire et haut, une fois le risque est déterminé, on passe à envisager 

la suite de traitements [14] (tableau IV) : 

Tableau IV: Catégories de risque pour les tumeurs de vessie non-invasives [30]. 

 

2. Traitement des tumeurs urothéliales superficielles  

2.1. Traitement initial : résection transurétrale de la vessie  

La RTUV représente la première étape dans la prise thérapeutique du cancer de la vessie qui 

est utilisée pour 75% jusqu’à 85% des TVNIM [30]. Elle consiste une résection de tumeur de 

façon complète et approfondie, dans l’objectif de déterminer les caractères tumoraux 

superficiels ou profonds via l’analyse anatomopathologique, pour réduire les risques de récidive 

et limiter la progression de la maladie [14]. 

Le taux de récidive après la RTUV atteint 76%, dont 33–78% chez les patients atteints de 

tumeurs T1 de haut grade et 27 à 72 % chez les patients atteints de tumeurs Ta, dans ce cadre, 

il est recommandé de réaliser une deuxième RTUV pour le TVNIM après la RTUV initiale pour 

rechercher et éliminer les tumeurs initialement ignorées et réduire la récidive et progression 

vers TVIM [31]. 

    2.2. Traitement adjuvant : instillations endovésicales  
La résection transurétrale des tumeurs superficielles est souvent suivie d’un traitement par des 

instillations endovésicales afin de diminuer le risque de récidive des tumeurs superficielles et 
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de progression vers TVIM, les instillations endovésicales sont de deux types : la chimiothérapie 

(Mitomycine C (MMC)) et l’immunothérapie (Bacille de Calmette et Guérin (BCG)).  

a. La mitomycine C  

La MMC est un antibiotique anti-tumoral très utilisé en chimiothérapie intra vésicale, elle est 

généralement adoptée comme traitement de TVNIM. Le schéma classique de la chimiothérapie 

intravésicale à base de mitomycine C est de 6 à 8 instillations hebdomadaires de 40mg dans 

40mL avec ou sans instillations mensuelles pendant 1 année maximum (traitement d’entretien).  

Il est recommandé de réaliser l’instillation à base de mitomycine après la RTUV, idéalement 

dans les 2 heures premières ou dans les 24 heures qui suivent la première RTUV et en absence 

des contre-indications (hématurie et perforation vésicale), cela cible les cellules tumorales 

libérées après RTUV et réduit significativement le risque de récidive tumorale passant en  35% 

(1an) à 14% (5ans) à 1 et 5 ans de 35 % et 14 % respectivement  [32]. 

b. Instillation par Bacille Calmette Guérin (BCG)  

BCG est une mycobactérie (Mycobacterium bovis) sous forme atténuée qui adhère au mucus 

vésical puis à l’urothélium qui engendre un effet d’activation du système immunitaire dans le 

but de détruire les cellules tumorales et diminuer le risque de récurrence par effet anti-tumorale 

de BCG. Le BCG n'est pas toujours bien toléré et le risque de rechute varie entre 30 et 40 % 

[10]. 

L’instillation par BCG ne sera programmée qu’après cicatrisation vésicale, généralement 2 à 4 

semaines après la résection et avec un délai ne dépasse pas 6 semaines et en l’absence de toute 

tumeur résiduelle (hématurie macroscopique, infection urinaire). Le traitement d’induction 

comporte 6 instillations intravésicales hebdomadaires, chacune doit durer idéalement 2 heures. 

Le traitement d’entretien est recommandé dans tous les cas et comporte 3 instillations 

hebdomadaires à trois, six et douze mois post-opératoires d’une durée pouvant aller d’un à trois 

ans [14]. 

3. Traitement des tumeurs urothéliales infiltrantes  
 3.1. La cystectomie  

La cystectomie est une chirurgie qui se base sur l’ablation définitive de la vessie pour assurer 

l’absence totale de cellules tumorales. La recommandation de la cystectomie est incluse en cas 

de TVIM non métastasique et en cas de TVNIM qui ne répondent pas aux traitements non 

invasifs. La cystectomie chez l’homme comprend généralement la prostatectomie et 
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l'hystérectomie, cependant chez les femmes comprend  résection partielle du vagin et de l'urètre 

[10]. 

La réalisation d’une chimiothérapie néoadjuvante (NAC) à base de sels de platine en absence 

de contre-indication permet de diminuer la taille de la tumeur avant la résection et de prolonger 

la survie de patient [33] (survie spécifique à 5 et 10 ans de 71 et 65 % respectivement) [14]. 

3.2. Chimiothérapie  
La chimiothérapie est un traitement référentiel utilisé chez les patients présentant des tumeurs 

très avancées, précisément lorsqu’il s’agit d’une tumeur de stade pT3/pT4, des ganglions 

lymphatiques ou des métastases à distance. 

La chimiothérapie est subdivisée en deux types, selon son l’emploi par rapport à l’intervention 

chirurgicale : 

 Néoadjuvante (avant la chirurgie) : c’est un traitement dans le cas de TVIM non 

métastatique utilisé pour réduire la taille de la tumeur pour faciliter le geste chirurgical, 

éradiquer les micro-métastases et éviter l’installation de cellules tumorales circulant au 

moment de la chirurgie et d’améliorer (d’environ 5%) la survie globale du patient.  

La chimiothérapie repose sur le traitement néoadjuvante poly-chimiothérapies à base de 

cisplatine MVAC (méthotrexate, vinblastine, doxorubicine, cisplatine) ou CG 

(Cisplatine et Gemcitabine), qui est utilisée en raison de la moindre toxicité mais d'une 

efficacité comparable[14],[32] . 

 Adjuvante (après la chirurgie) : chimio thérapeutiques utilisés sont les mêmes que pour 

la chimiothérapie néoadjuvante adopté en cas de tumeur à haut risque de récidive 

notamment stade pT3 et pT4, statut ganglionnaire N+, marges chirurgicales positives 

(résection incomplète avec tumeur résiduelle microscopique ou macroscopique) dans le 

but de retarder l’évolution en complétant une chirurgie incomplète et de prolonger la 

survie[30]. 

VII. Génétique du cancer de la vessie  
 
Les progrès récents de la biologie moléculaire anticancéreuse a permis l’identification des 

altérations génétiques et épigénétiques impliquées dans les tumeurs de vessie. La 

compréhension des mécanismes moléculaires de la carcinogenèse vésicale est considérée une 

étape essentielle pour comprendre l’hétérogénéité des tumeurs vésicales d’un point de vue 

moléculaire afin d’identifier des marqueurs potentiellement utiles dans le cadre de la prise en 

charge du CV [34] . 
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1. Altérations génétiques 
Le projet Cancer Génome Atlas a notifié que les tumeurs urothéliales comportent 302 mutations 

codantes ; dont 32 gènes incluant des gènes régulateurs du cycle cellulaire, 204 altérations 

segmentaires de nombre de copies géniques et environ 22 réarrangements. Plusieurs altérations 

chromosomiques et un large spectre de mutations ont été rapportées tels que les mutations des 

gènes CDKN2A, RB1, E2F3, TP53, FGFR3 ou PIK3 [16]. 

Des études récentes de séquençage du génome ont démontré la présence de multiples sous-

groupes du CV qu’ils s’agissent des TVNIM et des TVIM qui sont extrêmement hétérogènes 

au niveau de leurs profils histologiques.  

a. Les voies de la carcinogenèse de cancer de la vessie. 

De multiples études basées sur les données génétiques ont identifié l’existence de deux voies 

carcinogènes des tume urs vésicales due à l’aberration totale ou partielle de chromosomes 9 

(figure 8).La voie papillaire qui favorise une hyperplasie qui donnera la naissance à une TVNIM 

de bas grade (BG) ou à une TVNIM Ta/T1 de haut grade (HG) qui se caractérise par des 

mutations activatrices des gènes FGFR3, TERT et la voie non papillaire qui survient via la 

dysplasie ou du carcinome in situ (CIS) à partir duquel se développe le carcinome urothéliale 

(CaU) invasif de haut grade qui se caractérise par les mutations des gènes suppresseurs de 

tumeurs tels que p53, la surexpression du gène DMD2 et les mutations ponctuelles touchant le 

TSC1, PIK3CA [34],[35]. 

 

Figure 8: Voies de Carcinogenèse des tumeurs vésicales [36]. 
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1.1. Altérations génétiques dans le cancer de la vessie non-infiltrant le muscle  

Les TVNIM représentent 70% des cas diagnostiqués au stade non infiltrant (50 % pTa, 20 % 

pT1). Ce type se caractérise par la surexpression des oncogènes conduisant à des tumeurs 

superficielles papillaires non invasives (hyperplasie) du types Ta qui sont considérés comme 

des tumeurs génétiquement stables qui sont dues fréquemment à la délétion totale ou partielle 

des chromosomes, l’altération du niveau d’expression des gènes ainsi que les mutations 

ponctuelles[34]. 

 CDKN2A :  

CDKN2A est un gène suppresseur de tumeur qui bloque le cycle cellulaire et qui code pour deux 

protéines importantes dans la régulation du cycle cellulaire : p16 et p14 ARF qui aboutissent à 

l’arrêt du cycle cellulaire via l’inhibition de voies de signalisation p53 et RB1.Ce gène CDKN2A 

se caractérise par la perte de l'hétérozygotie (LOH) de 9q et 9p entraînant dans 15%  la délétion 

homozygote de CDKN2A [37] avec une petite contribution (10 % à 15 %) aux tumeurs non 

invasives musculaires de haut grade et de 50-60% de la délétion hétérozygotie de CDKN2A 

(tableau V) [22] . 

 FGFR3 : 

Parmi les principaux oncogènes portant des mutations activatrices dans les tumeurs de la vessie 

sont les mutations activatrices du gène FGFR3, qui est considéré comme un récepteur à activités 

tyrosine kinase qui déclenche et régule plusieurs voies de signalisation : RTK/RAS/RAF/MAPK 

et PI3K/Akt/mTOR. Ces voies sont impliquées dans des différents processus biologiques tels 

que la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, la migration, l’angiogenèse et 

l’apoptose[35]. L’altération de ce gène entraîne des mutations ponctuelles sur chromosome 

4p16 représentant ainsi  jusqu'à 60 -70% des tumeurs au stade Ta (tableau V) [35]. 

1.2. Altérations génétiques dans le cancer de la vessie infiltrant le muscle  

La voie non papillaire donne la naissance à la majorité des TVIM qui se caractérisent par une 

hétérogénéité tumorale importante avec une forte instabilité génomique qui sont liées à un stade 

avancé et à une faible survie, les mutations des gènes suppresseurs de tumeurs sont un point de 

clé d’apparition de TVIM tels que (tableau V) : 
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 TP53 : 

 Le gène p53 c’est le gène le plus fréquemment altéré dans le CV, il code pour la 

phosphoprotéine p53 ayant un rôle clé dans la régulation du cycle cellulaire ,qui se localise au 

niveau du bras court du chromosome 17 et qui joue un rôle central dans la stabilité génomique 

en inhibant l’accumulation des mutations au niveau des oncogènes [39], les fréquence des 

mutations du p53 sont plus importantes dans les tumeurs de haut grade (plus de 50 % des cas) 

par rapport aux tumeurs de bas grade (20 % seulement) [34]. 

 MDM2 : 

C’est un oncogène situé dans le chromosome 12 [40],ce gène est responsable de la régulation 

négative de  p53 et qui est détecté dans 4-5 % des cas de TVIM [37] . 

 RB : 

Le gène RB1 se localise au niveau du chromosome 13 et code pour une phosphoprotéine 

nucléaire (pRB), il est de poids moléculaire de 110 Kilodaltons et interagi avec des protéines 

impliquées dans la transition G1-S du cycle. Les mutations du gène RB1 ont été décrites dans 

13 % des cas du CV (tableau V) [34] .L’inactivation des gènes suppresseurs est souvent associée 

avec la progression tumorale vers les métastases qui sont fréquemment dues à l’aberration des 

facteurs angiogéniques tels que le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) 

qui stimule la formation des nouveaux  réseaux vasculaires favorisant ainsi la progression 

métastatique [41]. 

Tableau V: Les gène les plus fréquemment altérés dans le cancer de la vessie [5]. 

Oncogènes altérés dans les carcinomes urothéliaux 

Gène chromosome Altération dans les 
TVNIM de bas grade 

Fréquence % Altération dans les 
TVIM de bas grade 

Fréquence 
% 

FGFR3 4p16 Mutation ponctuelle 
surexpression 

60-70% 
80%(protéine) 

Mutation ponctuelle 
surexpression 

5-20% 
40% 
(protéine) 

PIK3CA 3q26 Mutation ponctuelle 
 

25% Mutation ponctuelle 
 

9-20% 

EGFR 7p12 Surexpression 20%(protéine) surexpression 50% 
HRAS 11p15 Mutation ponctuelle 

 
5-10% Mutation ponctuelle 5-6% 

KRAS 12p12 Mutation ponctuelle 
 

5% Mutation ponctuelle 5% 

NRAS 1p13 Mutation ponctuelle 
 

1-2% Mutation ponctuelle 1-2% 
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Gènes suppresseurs altérés dans les carcinomes urothéliaux 

CDKN2A 9p21 Délétion hémizygote 

Délétion homozygote 

50-60% 

15% 

Délétion hémizygote 

Délétion homozygote 

50-60% 

20-30% 

MDM2 12q14 Amplification 3% Amplification 4-5% 
RB1 13q14 Mutation inactivatrice NI Mutation inactivatrice 11-13% 

TP53 17p13 Mutation inactivatrice 

Surexpression 

0-14% 

<10% 

Mutation inactivatrice 

Surexpression 

24-56% 

30-50% 

 

VIII. Classification moléculaire du cancer de la vessie : 
Ces dernières années, quatre profils taxonomiques ont été établis par différents groupes d’étude: 

étude de l’université de Lund[42] l’étude TCGA[43] ,étude par MD Anderson Cancer Center 

(MDA) [44] et une étude par University of North Carolina (UNC)[45]. L’analyse comparative 

de ces études par des approches bio-informatiques a permet de révéler des chevauchements 

entre les sous-types moléculaires de chaque profil (figure 9). 

 

Figure 9: La classification moléculaire du cancer de la vessie [10]. 

En 2012, l’université de Lund a proposé l’une des meilleures classifications qui inclut des 

études sur des tumeurs TVNIM et TVIM chez des populations tumorales non sélectionnées, par 

la technique de NGS, et selon la fonction d’expression des gènes, ils ont déterminé 5 groupes 

de CaU [42] : 

 Les tumeurs urobasales A : est caractérisé par une haute surexpression de FGFR3, 

PIK3CA, p63 et KRT5, les tumeurs urobasales  A contient une majorité de Ta et T1 de 

bas grade ,ce sous-type présente ainsi un bon pronostic [35] . 

 Le sous-type génomiquement instable, caractérisé par un fort taux de mutations de 

p53, surexpression d’ERBB2, E-cadhérine et une faible expression de cytokératine. Il 
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est fréquent dans les tumeurs de stade supérieur ou égal à pT1 et les tumeurs de haut 

grade[46] ,[47]. 

 Le sous-type du type SCC (Squamous Cell Carcinomalike) : Ce sous-type montre la 

présence un degré de biomarqueur de différenciation et une surexpression de kératines 

basales: KRT5, KRT6 KRT16, ainsi qu’il est généralement associé à un mauvais 

pronostic.[47],[48]. 

 Le sous-type infiltrant : ce sous type présente une fréquence particulière de gènes 

impliqués dans la réponse immunitaire, notamment ce sous type présente un taux élevé 

de biomarqueur qui caractérise les cellules immunitaires et stromales [46]. 

 Les tumeurs uro-basales B : est similaire de point de vue d’expression de certains 

gènes au sous-type uro-basale A, tels qu’une haute fréquence de mutation de FGFR3, 

CCND1 et p63, mais l’absence de mutation de PIK3CA. 

Ce sous-type caractérisé par l'expression de plusieurs kératines spécifiques du type SCC 

et un fort taux de mutation de p53, ce qui lui confère un mauvais pronostic [46]. 

En 2014, l’équipe de Choi de l’University of North Carolina (UNC) a mis en place la 

classification en deux sous-types ; luminal et basal, en indiquant une similitude avec les tumeurs 

luminales et basales du cancer du sein par l’équipe de Perou et al. et MDA a subdivisé le TVIM 

en 3 sous-types [44] :  

 Sous type luminal : ce type se caractérise par une expression forte des uroplakines 

(UPK2 et UPK1A) et des marqueurs de différenciation urothéliale (FOXA1, GATA3) 

ainsi que la transcription active de récepteurs de PPARG (peroxisome proliferator-

activated receptor) et récepteur d’œstrogène avec une fréquence élevée des mutations 

activatrices de FGFR3. 

 Sous type p53-like : se caractériser par une expression élevée de (CK14 et CK5).Ce 

sous type est résistant aux médicaments de chimiothérapie néoadjuvante base de 

méthotrexate, vinblastine, doxorubicine et cisplatine (MVAC) [44]. 

 Sous-type basal : ce sous-type est rassemblé avec le sous-type de carcinome 

épidermoïde de l’équipe de LUND qui s’exprime fortement les marqueurs de 

différenciation des cellules squameuses et des biomarqueurs « mésenchymateuse » et 

un niveau élevé d’expression de l’EGFR avec une présentation plus agressive de la 

maladie qui présentent un mauvais pronostic clinique [49]. 
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En 2014, le groupe TCGA « The cancer genome Atlas » a identifié quatre sous-type qui 

ont été nommé  Cluster I, Cluster II, Cluster III , et Cluster IV [40],[47] : 

 Cluster I : représente des tumeurs avec une morphologie papillaire avec une 

surexpression de gène EGFR3, et il présentait des similarités avec sous-type urobasal A 

de Lund et sous-type luminal de l’UNC et du MDA. 

 Les clusters I et II : présentent des aspects proches de ceux des formes luminales A 

des cancers du sein, avec une augmentation de l’expression de GATA3 et FOXA1, 

UPK3A la surexpression de ERBB2 et du récepteur bêta aux œstrogènes[40],ce cluster 

correspond au sous-type infiltrant et génomique instable (Lund), luminal (UNC) et 

luminal-TP53-like (MDA). 

 Cluster III : exprime les tumeurs ayant des caractéristiques des cellules squameuses et 

qui exprime la lignée épithéliale, notamment KRT14, KRT5, KRT6A et EGFR, ce sous-

type correspond au sous-type SCC-like urobasal B (Lund) ou basal (UNC et MDA).   

 Cluster IV : se caractérise par l’absence d’expression de HER2 et d’expression des 

marqueurs de différenciation basale des cytokératines 5, 6 et 14 avec une expression 

normale de l’EGFR et il présentait des similarités avec les sous types infiltrés à faible 

Claudine décrit par le groupe UNC et basal de MDA.  

En 2017, une nouvelle version de classification a réalisé par le groupe de Lund, en 

identifiant d’autres sous-types à partir de de l’analyse de 412 TVIM, ces sous-types est 

subdivise en 5 : 3 type luminal (luminal, luminal-infiltré neural et luminal-papillaire), 1 

basal (basal-squameux) et 1 neuronal. Les sous-types luminaux ont montré une expression 

élevée de uroplakine (UPK2et UPK1A) et de la différenciation urothéliale marqueurs 

(FOXA1, GATA3, PPARG) dont [43] ,[49]: 

 Le sous-type luminal-infiltré : était distingué par une forte expression des 

signatures géniques des muscles lisses, des myofibroblastes et exprime fortement 

l'ECM (matrice extracellulaire).  

 Le sous-type luminal-papillaire : était enrichis en tumeurs ayant des 

caractéristiques papillaires avec des mutations de EGFR3 et des fusions avec 

TACC3, Ce sous-type présente un faible risque de progression et un bon pronostic 

et il n’est pas sensible à la chimiothérapie néoadjuvante (NAC) [49] . 

 Le sous-type baso-squameux : se caractérise par une forte expression de marqueurs 

basaux (CD44, KRT5, KRT6A, KRT14) et des marqueurs de différenciation 

squameuse (TGM1, DSC3, PI3). 
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 Le sous-type neuronal : était distingué par l'expression de gènes neuroendocriniens 

et neuronaux, ce sous-type avait un mauvais pronostic et une survie courte [43] .  
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Partie 2 : Facteur de croissance endothéliaux vasculaires  
 

  I. VEGF et ses récepteurs Système VEGF/VEGFR  
1. caractéristiques structurales et biologiques  

VEGF est une glycoprotéine dimérique liée par un pont disulfure hautement conservé, qui est 

constitué de sept protéines, les VEGFs A, B, C, D, E, F et le PIGF ( Placental Growth Factor ) 

qui sont structurellement très apparentés. Chacune de ces protéines à une tâche spécifique et 

une modalité d’action différente [50]. 

1.1. Gène VEGFA  

Le VEGF A, décrit pour la première fois par Senger comme un facteur de perméabilité 

vasculaire (VPF) et également appelé VEGF, est un des membres de la famille des VEGFs les 

plus étudiés, vue son rôle essentiel dans la vasculogenèse et la néo-angiogenèse, aboutissant à 

la prolifération cellulaire et à l’augmentation de perméabilité vasculaire . Le protéine VEGF est 

hétéromère de 46 kDa qui se dissocie lors de la réduction en deux chaînes homodimère de 23 

kDa qui se situe dans le chromosome 6p21 et qui contient huit exons répartis sur une distance 

approximative de 14Kb, séparés par sept introns[50] . 

Ce gène se caractérise par hétérogénéité moléculaire due à l’épissage alternatif d’exon de VEGF 

qui entraîne selon la structure, le nombre des acides aminés et l’affinité pour l’héparine des 

différentes isoformes : VEGF121, VEGF165, VEGF189 et VEGF206 (figure 10). Ces 

isoformes ont un rôle spécifique dans la différenciation et le développement du système 

vasculaire, y compris dans la vasculogenèse et néo-angiogenèse. Elles ont en commun les exons 

1 à 5 qui constitue 115 acides aminés en position N-terminale ainsi que l’exon 8 pour les six 

résidus en C- terminal qui assure la prolifération des cellules endothéliales (CE). Parmi ces 

isoformes, le VEGF 165 qui est la forme la plus dominante et la plus active chez l’homme, 

ayant une activité modérée pour l'héparine qui se caractérise par l’absence de l’exon 6 qui est 

responsable de l’affinité de l’héparine. L’absence ou présence d’exons 6 et 7 explique l’affinité 

à héparine où elle est absente pour VEGF121 et donc elle entraîne l’absence d’affinité à 

l’héparine. En revanche, VEGF189, VEGF 206 ayant une forte affinité à héparine due 

également à la présence exon 6 et 7 [51],[52].  
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Figure 10: Comparaison entre les quatre isoformes de VEGF [51]. 

2. Le VEGFR : caractéristiques structurales et biologiques  
2.1. Structure et activation  

Le récepteur VEGFR fait partie de la famille du récepteur tyrosine kinase(RTK), cette famille 

comprend trois types de récepteurs à activité tyrosine kinase (VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3), 

ainsi que des corécepteurs dépourvus d’activités tyrosine kinase (NRP1 et NRP2). Les membres 

de la famille des VEGFs ayant des affinités différentes sur les trois récepteurs à activité tyrosine 

kinase entraîne l’activation des voies de signalisation différentes [53]. 

a. Structure  
 Les récepteurs du VEGF sont classés en des RTK de type III, qui sont similaires de point de 

vue structurelle et qui se constitue de trois régions distinctes. La région extracellulaire est 

constitué de sept boucles de type immunoglobuline (Ig) qui permet la fixation des ligands et la 

dimérisation de monomère et d’après les études ont montré que seuls les domaines 2 et 3 sont 

nécessaires pour une liaison étroite du VEGF au récepteur KDR, ainsi que le domaine d2 du 

récepteur était suffisant pour fixer le VEGF au récepteur FLT1. Ainsi, les domaines d1 et d3 

peuvent participer à la liaison du ligand et améliorer l’affinité, la région transmembranaire et la 

région intracellulaire qui contient les domaines à activité tyrosine kinase et VEGFR-2 ont un 

rôle dans l’angiogenèse ainsi que VEGFR-3 la voie de signalisation induit à lymphangiogenèse 

[53]. 
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Figure 11: Représentation schématique des ligands de la famille VEGF et de leurs 

récepteurs[54]. 

 VEGFR-1 et voie d’activation  

VEGFR-1(Flt-1) est une protéine transmembranaire de 180-kDa qui est stimulé lors de la 

fixation de VEGFA, VEGFB et PIGF. Il est également exprimé dans les cellules endothéliales 

vasculaires, les monocytes, les macrophages, les trophoblastes, les cellules mésangiales rénales, 

les cellules dendritiques et ce dernier se trouvent sous deux formes : forme trans-membranaire 

et forme soluble. Bien que l’affinité de VEGFR1 pour le VEGFA sont dix fois supérieure à celle 

du VEGFR2 mais la transduction de signal est faible. 

Le mécanisme d’activation de récepteur est semblable à celui observé dans l’ensemble des 

récepteurs à activité tyrosine kinase. Le VEGFR-1 se trouve monomère hors de la fixation des 

ligands VEGFs. Lors de liaison du ligand et du récepteur VEGF on a la dimérisation de 

récepteur en maintenant la forme dimérique suivie de l’autophosphorylation de résidus tyrosine 

kinase situé dans le domaine intracellulaire (TYRs1169, 1213, 1242, 1327, 1333), la 

phosphorylation de TYR1169 induit la liaison et l’activation de la phospholipase C(PLC) qui 

est à son tour responsable de l’activation des mitogen-activated protein kinases (MAPK) 

permettant ainsi de réguler la prolifération des cellules endothélium. Le Tyr 1213 induit 

l’activation de Ras-dépendante en se liant à de différentes protéines contenant SH2,y compris 

PLCγ, GRB 2 (protéine liée au facteur de croissance),Nck (la région non catalytique de la 

protéine adaptatrice de la tyrosine kinase) et SHP-2 (protéine tyrosine phosphatase contenant 

le domaine SH2),d’autre part , le remodelage d’actine au niveau CE et la migration cellulaire 

dépendent de l’activation de RACK1 médiée par VEGFR qui va activer une cascade de 

signalisation en stimulant l’activation de la voie PI3K/AKT qui va ensuite stimuler le RACK1  
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[55] .Le VEGFR1 soluble épissé alternativement de VEGFR-1 (sFlt-1) qui induit une régulation 

négative de la signalisation en inhibant l’activité du VEGF [56]. 
 

 
Figure 12: Voie de signalisation de récepteurs VEGFR1 [55] . 

 VEGFR-2 et voie d’activation   

VEGFR2 est une glycoprotéine de poids moléculaire de 210–230 kDa qui se lie au VEGF-A, -

C, -D. Il est exprimé au niveau des CE des systèmes sanguin et lymphatique et d'autres types 

de cellules tels que les mégacaryocytes et les cellules souches hématopoïétiques [57]. 

D’un point de vue biochimique, la liaison du VEGF induit l’autophosphorylation de plusieurs 

résidus tyrosines et l’activation de différentes voies de signalisations conduisant notamment à 

des réponses biologiques spécifique ; parmi lesquelles, la TRY 1175 qui joue un rôle important 

dans la régulation de la prolifération cellulaire. la phosphorylation de la tyrosine 1175 donne 

lieu à l’activation des voies de signalisation de la phospholipase C gamma-protéine (PLC-g) 

qui mène à une cascade de signalisation qui permet l’augmentation de Ca²+ intracellulaire et 

l’activation de la protéine kinase C (PKC), à son tour va provoquer l'activation de protéine 

kinase activée par les mitogènes (MAPK),alors la survie et la migration implique la liaison de 

TYR1175 phosphorylé à la protéine adaptatrice B (SHB) contenant le domaine SH2, à son tour 

va se lier à la kinase d'adhérence focale phosphorylée (FAK) [58]. 
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Figure 13: Voie de signalisation de récepteurs VEGF2[55]. 

 VEGFR-3 et voie d’activation   

VEGFR3 est une protéine d'un poids moléculaire d'environ 195 kDa, qui joue un rôle important 

dans la formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques, il est activé par la liaison des ligands 

VEGF-C et VEGF-D [57].VEGFR-3 joue un rôle dans la formation des réseaux lymphatiques 

et favorise la migration cellulaire et la prolifération cellulaire par l’activation de la voie PI3K–

Akt/PKB via la phosphorylations de tyrosine, notamment TYR 1230, TRR1236, 1337 à son tour 

va fixer Src et SHC ainsi favorise la signalisation par les voies ERK1/2 et la phosphorylation 

de TYR1063 va entraîner l’interaction  avec la protéine adaptatrice C10, régulateur de la kinase 

(CRK I/II), ,ce dernier active la voie tyrosine kinase c-Jun N-terminale (JNK) afin de favoriser  

la survie dans l’endothélium lymphatique [59]. 
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Figure 14: Voie de signalisation de récepteurs VEGFR3[55] . 

 Neuropilin  

Neuropilin, NRP-1 et NRP-2 sont des récepteurs transmembranaires de VEGFRs situés sur les 

cellules endothéliales avec un poids moléculaire faible de 120 à 135 kDa, son activité est 

notamment médiée en tant que corécepteur pour VEGFR-1 et VEGFR-2 en améliorant l’affinité 

de liaison des ligands aux récepteurs et de moduler l'activité des RTK. Les neuropilines se lient 

sélectivement à certaines isoformes de VEGF, dont NRP-1 qui est codée par 10p12 se lie à des 

isoformes portant l’exon 7 ou 6 et 7[58], telles que VEGF-A165, VEGF-A183, et VEGF-A203 

et avec l'héparine sulfate. L’interaction du VEGF165 à NRP1 conduit à la formation d’un 

complexe avec VEGFR2 permet d’améliorer l'efficacité de la transduction du signal en 

augmentant la perméabilité vasculaire et la migration des cellules endothéliales. Le NRP-2 est 

codée par 2p34 et exprimé sur les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques et des 

veines, renforçant l’affinité des ligands VEGF-C dans VEGFR-3 [60,61] . 

II. Rôle du VEGF et de ses récepteurs dans l’angiogenèse physiologique 

L’importance de VEGF est un stimulateur régulateur principal de l'angiogenèse et de la 

vasculogenèse. L’angiogenèse est l’étape qui suit la vasculogenèse qui correspond à la 

formation de nouveaux vaisseaux à partir d'une vascularisation préexistante, débutant par la 

sélection et la stimulation des cellules endothéliales qui reposent sur la surface luminale des 

vaisseaux sanguins via la fixation des acteurs de l’angiogenèse tels que la fixation du VEGF sur 
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son récepteur induisant la dégradation de la matrice extracellulaire, la migration et la 

prolifération des cellules, ensuite la fusion et la formation d'une lumière et enfin le dépôt d’une 

nouvelle matrice extracellulaire à la surface des vaisseaux en assurant également la maturation 

finale de CE d’un vaisseau sanguin fonctionnel [62]. 

III. VEGF dans le cancer de la vessie  

Le ligand VEGF et son récepteur VEGFR semblent être un évènement puissant dans 

l'angiogenèse physiologique ainsi que l’angiogenèse tumorale qui induit principalement des 

pathologies, y compris le cancer, où le processus de l’angiogenèse tumorale s’initie par la 

présence des cellules cancéreuses, qui à son tour sécrètent des facteurs pro-angiogénique qui 

stimule la croissance tumorale et la progression métastatique en fournissant leur besoin en 

nutriment et en oxygène aux cellules cancéreux. Parmi les facteurs pro-angiogénique les plus 

répondues dans l’angiogenèse tumorale c’est le facteur de croissance VEGF qui est un 

régulateur clé de l’angiogenèse via l’activation des cascades de voie de signalisation conduisant 

à la prolifération, la migration et la survie cellulaire [63] . 

Les altérations du gène VEGF, font partie des altérations génétiques observés dans le cancer de 

la vessie. Parmi ces altérations, ils existent les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) 

situés principalement dans la région promotrice du gène VEGF. Les polymorphismes les plus 

fréquents du gène VEGF sont : le polymorphisme -2578C/A (rs699947) situé en amont par 

rapport au site d'initiation de la transcription, le polymorphisme -2549I/D (rs35569394) 

caractérisé par une délétion/insertion de 18 pb connu par la génération d’une augmentation de 

l'activité transcriptionnelle, en augmentant l'expression du VEGF [64],ainsi que le 

polymorphisme -460C/T (rs833061) qui s’accompagne à la surexpression du VEGF et qui est 

connu par sa corrélation avec la récidive et progression du CV [63] (Figure 15). 

  

Figure 15: la position chromosomique du VEGF et les emplacements des polymorphismes 
analysés [65]. 
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D’après l’étude de O’RBIEN qui a démontré que l’expression de VEGF est dépendante du stade 

du cancer : une expression élevée dans le stade de cancer superficiel par rapport au cancer au 

stade avancé, ce qui explique que l’angiogenèse tumorale s’initie dans les stades primaires de 

cancer et qui se récidive et se propager vers un stade avancé via la croissance tumorale et 

propagation métastatique .De point de vue moléculaire , O’RBIEN a confirmé que le 

développement de cancer de la vessie se fait dans deux voies génétiques différentes qui sont 

associées à des morphologies tumorales et de stades différentes(figure 16). Dans les tumeurs 

superficielles, l’expression plus élevé de VEGF semble être associée à un risque plus élevé de 

récidive des tumeurs pTlGl/G2 et progresse vers les tumeurs  invasives[66] .  

 

Figure 16: Altérations de VEGF et progression tumorale dans les cancers de la vessie [66].  
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Matériel et Méthodes 



31 
 

A. Matériel : 
I.  Phase pré-analytique : 
1. Modalité de la collecte : 

Notre étude prospective a été réalisé sur des biopsies fraîches de 70 patients atteint du cancer 

de la vessie comprenant 2 femmes (2,85%) et 68(97,15%) hommes provenant du Service 

d’Urologie de l’Hôpital Militaire d’Instruction Mohammed V(HMIMV) à Rabat -Maroc, 

depuis l’année 2017 jusqu’à 2018, sous l’accord du comité d’éthique, ce cohorte présente une 

âge médiane de 67.5 ans, dont 63% des patients sont âgé entre 50 et 70 ans ,36% sont âgés plus 

de 70 ans et 1% sont âgés moins de 50 ans. 40% (28/70) des patients sont des fumeurs et 60% 

(42/70) non-fumeurs. 

2. Mode de prélèvement  

Le prélèvement de notre matériel biologique a été fait par la réalisation de cystoscopie ou de 

RTUV des patients de notre cohorte.  

Les biopsies prélevées ont été divisées en deux parties : une partie a été visée à notre étude dans 

le but d’effectuer une analyse moléculaire, et autre partie a été utilisée dans l’étude 

anatomopathologique en fonction du stade (TNM) et du grade (OMS) de la tumeur qui 

s’effectue au sein de Service d’Anatomie Pathologique de HMIMV. 

 En plus des biopsies, le recrutement a inclus aussi deux prélèvements sanguins (un tube NFS 

et un tube sec) et un prélèvement des urines du même patient. 

Juste après ces échantillons ont été transportés immédiatement dans la glace au laboratoire de 

l’Unité de Biologie et Recherche Médicale (UBRM) au Centre National de l'Energie, Des 

Sciences Et Techniques Nucléaires (CNESTEN).  

3. Traitement et stockage des échantillons 

Les biopsies fraîches ont été subdivisées en deux partie : une partie dédiée à l’extraction de 

l’ADN qui a été conservée à -80 et une autre partie de la biopsie a été conservée à -80 C° dans 

des tubes contenant de RNAlater pour protéger ARN et empêcher sa dégradation par l’enzyme 

« RNAase » qui sera utilisée pour l’extraction de l’ARN. 

II. Phase analytique :  

1.Extraction de l’ADN :  

Pour l’extraction de l’ADN génomique totale, nous avions réalisé la méthode classique 

 « Phénol-chloroforme », c’est une technique d’extraction de type liquide-liquide, qui permet 

de dénaturer, et d’éliminer les protéines et les lipides en formant deux phases (phase aqueuse 
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contenante des acides nucléique et phase organique contenante des protéines et des lipides). 

Cette méthode permet l’obtention d’un bon rendement d’ADN avec une meilleure qualité et 

quantité (annexe 1). 

2.Dosage de l’ADN : 
Le contrôle quantitatif et qualitatif de l’ADN extrait permet d’évaluer la pureté de l’ADN, se 

fait par la lecture de la DO à l’aide de Nano Drop 2000 spectrophotomètre UV-Visible de la 

compagnie Thermo-Scientific.  

Cet appareil permet de calculer les deux ratios suivants : 

 Ratio 260/280 : est calculé pour évaluer la pureté de l’ADN extrait. La valeur de 

référence de l’ADN pur est entre 1,8 et 2,0. Si la valeur de ratio est inférieure à la 1.8 ; 

ceci indique que l’ADN extrait est contaminé par des protéines, par le phénol ou d’autres 

contaminants qui absorbent fortement à (ou près de) 280 nm.  

 Ratio 260/230 : est mesuré pour déterminer la pureté secondaire de l’ADN. La valeur 

de référence de l’ADN pur est entre 2,0 à 2,2. Si ce ratio est inférieur à 2 ; ça indique la 

présence de contaminants qui absorbent à 230 nm. 

3.Contrôle de la qualité d’ADN extrait par amplification du gène GAPDH : 

GAPDH ou D-glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase est une enzyme ubiquitaire qui s'exprime 

dans tous les types cellulaires chez les êtres vivants et dont les produits assurent les fonctions 

indispensables à la survie des cellules. Par conséquent, les gènes de ménages, tels que β-globine, β-

actine... sont largement utilisés comme référence permettant le contrôle qualité de l’ADN extrait. Les 

amorces utilisées ainsi que la taille du produit PCR sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 

VI)  [67] . 
a. Amorces utilisées et leurs propriétés :  

Tableau VI: Les caractéristiques des amorces du gène GAPDH. 

b. Protocole   de PCR : 

Le milieu réactionnel de la PCR est fixé à 20 μl préparé sous une hotte stérilisée par les 

Ultraviolet (UV), ensuite sera l’ajout de 2 μl de l’ADN (conserver à -20°C) sous une autre 

hotte pour d’éviter une contamination des produits. La PCR est réalisée dans un volume 

réactionnel final de 22 μl, dont les différents composants sont présentés dans la partie annexe 

Amorces (5’            3’) Tm Taille du produit 

GAPDH(F) GAAGGTGAAGGTCGGAGTC  

60 °C 

 

226 pb GAPDH(R) GAAGATGGTGATGGGATTTC 
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(annexe 2). Pour chaque PCR, un contrôle négatif est inclus, il contient de l’eau DNAae, 

RNAase free. 

L’étape suivante consiste sur la mise des tubes dans un thermocycleur Gene Amp PCR System 

9700 de la compagnie Applied Biosystems. L’amplification des amorces se réalise dans un 

température d’hybridation spécifique à chaque couple d’amorces, selon le programme suivant 

(Tableau VII) : 

Tableau VII: le programme du thermocycleur pour l’amplification du gène GAPDH. 

3. Migration sur gel d’électrophorèse : 

L’électrophorèse est une étape essentielle pour visualiser les résultats de la PCR et pour 

vérifier la qualité du produit de PCR obtenu. Il s’agit de migrer les produits PCR sur gel 

d’agarose de 2% (2g/100 ml de Tris-Borate-EDTA (TBE) 0,5X),(annexe 3). 

4. L’analyse mutationnel du promoteur du gène VEGF  
a. Amplification par PCR  
Pour étudier le statut mutationnel du promoteur du gène VEGF, on a procédé à une 

amplification par PCR avec des amorces spécifiques, suivie du séquençage sanger et de 

l’analyse bio-informatique pour tous les 70 patients inclus dans notre étude. 

 Les séquences nucléotidiques des amorces utilisées ainsi que la taille des amplicons (en pb) 

sont présentées dans le tableau suivant (tableau VII) : 

 

 

 

 

 

 

 

Cycle / Etapes Températures (°C) 

Dénaturation initiale (2 minutes) 95 

40 
Cycles 

 
 

Dénaturation (30 secondes) 94 

Hybridation (30 secondes) 60 

Elongation (30 secondes) 72 

Elongation finale (7 minutes) 72 

Conservation (∞ ) +4 
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 Tableau VII : Les séquences nucléotidiques des amorces de VEGF et les tailles des 
amplicons. 

 

 L’amplification par PCR est réalisée par la préparation d’un mélange réactionnel dont les 

différentes compositions sont les même décrites auparavant sur l’annexe 2. Après la préparation 

du mix réactionnel et l’ajout de l’ADN, on procède à une courte centrifugation des tubes. 

L’étape suivante consiste à placer les tubes au thermocycleur « Gene Amp PCR System 9700 » 

de la compagnie « Applied Biosystems », L’amplification de la région promotrice du gène 

VEGF s’effectue selon le programme illustré sur le tableau VIII. Après l’amplification, une 

migration des produits PCR sur gel d’agarose de 2% est réalisée selon les étapes décrites 

précédemment. 
Tableau VIII : Le programme du thermocycleur avec les différentes températures. 

 

b. Migration sur gel  

La migration d’ADN est réalisée sur un gel d’agarose de 2%, selon le protocole décrit 

auparavant. 

c. Purification des produits PCR  

Les produits PCR positifs dont les bandes ont été révélés lors de la visualisation sous UV ; vont 

être diriger vers l’étape de la purification pour éliminer l’excès d’amorces et des dNTPs non 

VEGF Orientation Séquence (5’           3’) Tm Taille de 

l’amplicon (pb) 

-2578C/A Sens(F) ATAAGGGCCTTAGGACACC  
60°C 

 
459 Anti-Sens(R) GCTACTTCTCCAGGCTCAC 

-460C/T Sens(F) TGTGCAGACGGCAGTCACT  
60°C 

 
588 Anti-Sens(R) CCCGCTACCAGCCGACTTT 

Température(°C) 

Cycle / Etapes -2578C/A -460C/T 

  

40 cycles  

Dénaturation (30 secondes) 94 °C 

Hybridation (30 secondes) 60 °C 60 °C 

Elongation (30 secondes) 72 °C 

             Elongation finale (7 minutes) 72 °C 

               Conservation (∞ ) +4 °C 
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utilisés durant l’amplification par PCR. La purification se réalise en utilisant un kit de 

purification « ExoSAP-IT » contenant l’enzyme exonucléase qui dégrade les nucléotides libres 

et une phosphatase alcaline (SAP). 1 μL de l’ExoSAP-IT est ajouté dans un tube contenant 6 

μL de produits PCR positif, le mélange sera incubé dans un thermocycleur en deux temps :  

 37°C pendant 4 minutes :la première incubation pour l’activation de l’enzyme qui 

dégrade les amorces et les nucléotides libres. 

 80°C pendant une minute : la deuxième incubation permet d’inactiver l’enzyme 

l’EXOSAP-IT. 

Les produits purifiés sont prêts d’entamer la réaction de séquence. 

d. Réaction de séquence par le Kit BigDye Terminator ®v3.1  

La réaction de séquence utilisée se base sur le principe de la méthode de SANGER adaptée à la 

fluorescence. Cette séquence permet d’amplifier un seul brin en utilisant une seule amorce, soit 

sens ou anti-sens. Cette technique est caractérisée par l’émission de fluorescence après chaque 

incorporation de ddNTP (didésoxynucléotides triphosphates), afin d’arrêter l’allongement du 

brin d’ADN néosynthétisé. Les 4 ddNTPs étant marquées différemment par des fluorochromes 

(T=rouge ; G=noir ; A=vert ; C=bleu), les brins synthétisés porteront différentes tailles de 

produits de séquences marquées.  

Le kit « BigDyeTerminator® v3.1 cycle séquencing » fournit les composants réactifs 

nécessaires pour la réaction de séquence dans un mélange prêt. Pour cette réaction, un mélange 

réactionnel d’un volume final de 10 μL est préparé contenant les réactifs présentés sur le tableau 

IX. 

Tableau IVIII: Les réactifs utilisés dans la réaction de séquence. 

 

Par la suite, ce mélange est dispatché dans des tubes PCR qui seront incubé au thermocycleur 

programmé selon le programme illustré dans le tableau X : 

Produits de la réaction de séquence Volumes(Vf=10 μl) 

Eau distillée stérile 6.5 μl 

Amorce(sens ou anti-sens) 0.5 μl 

Marqueur BigDye 3.1 1 μl 

Produit PCR purifié 2 μl 
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Tableau IX: Le programme du thermocycleur adopté lors de la réaction se 
séquences. 

Cycle / Etapes Températures (°C) 

Dénaturation initiale (1 minutes) 96 

 Dénaturation (10 secondes) 96 

Hybridation (5 secondes) 50 

Elongation (4 minutes) 60 

Elongation finale (5 minutes) 60 

Conservation (∞ ) +4 

e. Purification de la réaction de séquence par méthode éthanol-EDTA  

Une fois la réaction de séquençage du cycle est terminée, on procède à l’étape de purification 

des produits de séquence purifiés en utilisant la méthode d’éthanol-EDTA qui sert à éliminer 

les amorces en excès et les ddNTPs non incorporés (annexe 4). 

f. Séquençage  

Le séquençage des échantillons est effectué par l’Analyseur Génétique 3130XL (à 16 

capillaires), à la Plateforme de Biologie Moléculaire et de Génomique Fonctionnelle au 

CNRST. Au cours de cette électrophorèse capillaire, la migration des fragments d’ADN purifiés 

va migrer selon leurs tailles. Au cours de cette migration un système de détection émettant un 

faisceau de laser, ce passage provoque une libération des photons en se traduisant par la 

fluorescence des fluorophores fixés aux dNTPs. Cette fluorescence va être transmise à une 

cellule photoélectrique et se transforme en données informatiques visualisées sous-forme 

d’électrophorégramme à l’aide du logiciel (Sequencing analysis version 5.4). 

g. Analyse bio-informatique et interprétation des résultats  

Les séquences de région promotrice du gène VEGF sont obtenue sous forme FASTA à partir 

du logiciel Sequencing Analysis, seront comparées aux séquences de référence existant dans la 

base de données de la banque des gènes (Human RefSeq-Gene) à NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), l’alignement des séquences est réalisé en utilisant le 

programme Clustal W (Clustal W multiple alignement) intégré dans le logiciel BioEdit 

séquence Alignement Editor. Ce logiciel facilite l’analyse des séquences et permet de détecter 

les mutations ponctuelles possibles ainsi que leur position dans la région promotrice étudiée.  

25
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Après l’alignement, nous avons procédé par un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

qui est un outil bio-informatique qui aide de trouver les régions similaires entre notre séquence 

et les séquences existantes dans la base de données de la banque des gènes (RefSeq-Gene) à 

NCBI. 

h. Analyse statistique  

L’analyse statistique de notre étude a été réalisée par logiciel « SPSS v.23 », les résultats sont 

considérés significatifs lorsque la valeur de la probabilité p (valeur-p) est inférieure ou égale à 

0.05 (p≤0.05) selon le test de Khi-deux, en utilisant pour étudier l’association de prévalence des 

mutations avec les données cliniques des patients. 
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B.  Résultats et Discussion 
I. Résultats 

1. Résultats anatomopathologiques.  

Selon les critères recommandés par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour 

l’évaluation du grade tumoral, les  70 tumeurs de notre cohorte sont  classées comme 

suite (figure 17) :  

 27(39%) tumeurs sont de bas grade. 

 43 (61%) tumeurs sont de haut grade. 

 
Figure 17: Distribution des patients selon le grade tumoral 

L’évaluation du stade des tumeurs ont été réalisé en adoptant les orientation TNM (graphique 

18) :  

 22 cas des pTa                 

 30 cas des pT1 

 12 cas des pT2  

 5 cas des pT3                      

 1 cas des pT4  

 

Figure 18: Distribution des patients selon le stade tumoral 
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low 39%
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2. Résultats du suivie des patients 

Le récidive et la progression concernent uniquement les TVNIM, dans notre cohorte, 12/52 des 

cas (23%) ont récidivé et 5/52 (9.61%) ont progressé vers les tumeurs infiltrant de muscle 

(figure 19 et 20). 

 
Figure 19: Résultats du suivie des patients pour la progression. 

 
Figure 20: Résultats du suivie des patients pour la récidive. 

3.Dosage d’ADN extrait 

L’extraction de l’ADN total à apporter des concentrations qui varient de 100 à 3265 ng/μl 

avec prise en considération des ratios de l’absorbance 260/280 et 260/230, la qualité de 

l’ADN de nos études est de bonne qualité et absolument acceptable pour la réalisation de la 

PCR (figure 21). 

N=47; 
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NON
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Figure 21: Exemple d’un résultat de dosage d’ADNg dans un échantillon. 
4. Résultats du test de qualité d’ADN par amplification du gène GAPDH  

Résultats du l’amplification du gène GAPDH dans l’un des échantillons de 70 patients a montré 

une bande de 226pb sur le gel d’électrophorèse avec poids moléculaire de 1000pb. Ce qui 

montre la bonne qualité de l’ADN et la validité pour les manipulations. Un exemple de résultat 

de l’électrophorèse de PCR GAPDH est sur la figure 22 : 

 

Figure 22: Exemple de Résultat d'électrophorèse pour amplification du gène GAPDH (CN : 
contrôle négatif, MT : marqueur de taille 100 pb). 
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5. Résultats de l’étude des mutations du gène VEGF (-460 C/T, -2578 C/A)  

a) Résultat d’amplification par PCR de l’exon -460 C/T, -2578 C/A du gène VEGF 

L’amplification de l’ADN des 70 cas de notre cohorte a généré des amplicants de bonne 

qualité de deux tailles différents ; 459 pb et 588 pb au niveau de deux différentes positions du 

promoteur du gène VEGF. Un exemple de résultat d’électrophorèse des produits PCR de la 

région promotrice du gène VEGF présentés sur la figure 23. 

 
Figure 23: Exemple de Résultat d'électrophorèse pour amplification du gène VEGF  (CN : 

contrôle négatif, MT : marqueur de taille 100 pb). 
b) Résultats de séquençage 

Les séquences obtenues sont visualisées par le logiciel Sequencing Analysis version 5.4 sous 

forme des pics d’électrophorégrammes (figure 20). Au totale, Des séquences de bonne qualité 

de toute notre cohorte ont été généré et soumis à l’analyse du statut mutationnel. Un exemple 

d’éléctrophorégramme du gène VEGF présenté sur la figure ci-dessous (figure 20). 

 
Figure 24: Exemple d’un électrophorégramme du VEGF du patient 9. 
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Il permet ce logiciel d’obtenir la Séquence Nucléotidique en Format Texte FASTA, qui sera 

utiliser dans alignement avec la séquence de référence (Human RefSeq-gene) par l’outil 

BLAST présenter dans la base de donnée NCBI.  

c)Analyse du statut mutationnel du promoteur du gène VEGF  

1. Polymorphisme -460C/T : 

              
Figure 25 : exemple d’un éléctrophorégramme obtenu par séquençage de la région 
promotrice du gène VEGF du patient 35(A) et 34(B) , montrant le polymorphisme 

hétérozygote. 

Concernant polymorphisme -460C/T, on distingue deux profils dans l’ensemble de notre 

cohorte, polymorphisme hétérozygote qui correspond à superposition de deux pics et 

polymorphisme homozygote correspond à polymorphisme homozygote (figure 25). 

 

Figure 26: résultat du BLAST de la séquence d’échantillon 34, montrant le polymorphisme 
homozygote (C en T) sur la région promotrice du gène VEGF 

Selon BLAST, on a révélé une substitution de A en C  qui correspond aux polymorphisme -
2578C/A et une délétion de 18 pb qui correspond au polymorphisme -2549I/DI(figure 30). 

 

 

 

Polymorphisme 
homozygote T>C Polymorphisme 

hétérozygote  
A 

B 
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2. Polymorphisme -2578C/A  

Concernant polymorphisme -2578C/A, on distingue deux profils dans l’ensemble de notre 

cohorte, polymorphisme hétérozygote qui correspond à superposition de deux pics et 

polymorphisme homozygote correspond à polymorphisme homozygote (figure 27). 

 
Figure 27: exemple d’un électrophorégramme obtenu par séquençage de la région promotrice 

du gène VEGF du patient 1(A) et patients 50(B). 

Selon BLAST, on a révélé une substitution de A en C  qui correspond aux polymorphisme -
2578C/A et une délétion de 18 pb qui correspond au polymorphisme -2549I/DI(figure 28). 

 

 
Figure 28 : Résultat du BLAST de la séquence d’échantillon 50, montrant le changement du 

A en C et la délétion de 18pb sur la région promotrice du gène VEGF. 

Délétion de 18 pb 
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6.Résultats d’analyse des séquences du gène VEGF : 

Le polymorphisme -460C/T est composé de trois génotypes : Sauvage (CC), hétérozygote (CT) 

et homozygote (TT), parmi ces trois génotypes, le sauvage est le plus fréquent dans notre 

cohorte, avec une fréquence de 52% (36/70) suivi des génotypes homozygotes (TT) et 

hétérozygotes (CT) avec des fréquences de 27% (19/70) et 21% (15/70) respectivement. 

Concernant, le génotype le plus fréquent du polymorphisme C2578A est hétérozygotes (CA) 

avec une fréquence de 41.5% (29/70) suivi des génotypes homozygotes (CC) et sauvage (AA) 

avec des fréquences de 28.5% (20/70) et 30% (21/70) respectivement. Par rapport au 

polymorphisme -2549 I/D, il représente des fréquences presque similaires des génotypes I/I, 

D/D (32.9%), (31.5%) respectivement et le génotype I/D présente chez 25/70 cas avec une 

fréquence de (35.7%) (Tableau XI). 

Tableau X: Distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme VEGF 460C/ T , 
2578A/C  et 2549 I/D dans la population étudié. 

 7. Association entre le statut mutationnel du promoteur du gène VEGF et les 
données cliniques des patients :  

Les résultats d’association entre les paramètres cliniques des patients contenant l’âge, le sexe, 

le tabagisme, le stade, le grade et les polymorphismes -460 C/T, -2578 A/C et -2549 I/D sont 

résumé dans les trois tableaux ci-dessous. 

Le polymorphisme -460T/C (les génotypes TT et TC) a été observé plus chez les patients non 

fumeurs (57.1% ; 24/42) par rapport aux patients fumeurs (35.7 % 10;/28). Une association 

significative a été trouvé entre le tabagisme et le polymorphisme -460T/C du gène VEGF (p 

value=0.02<0.05). Pour la distribution de fréquence selon le grade, le polymorphisme -

460T/C a été trouvé dans 38.57% (27/70) des tumeurs de bas grade et 61.42% (43/70) des 

tumeurs à haut grade. Concernant le stade tumoral, la distribution du polymorphisme T460C 

(les génotypes TT et TC) était presque similaire entre les TVNIM (48% ; 25/52) et les TVIM 

(50% ; 9/18). Par contre, concernant le grade tumoral, le polymorphisme T460C a été plus 

Genotypes VEGF -460C/T Genotypes    VEGF -2578A/C Genotypes VEGF –2549 I/D 

 

 N=70 %     N %  N=70 % 

T/T  19 27 C/C 20 28.5 I/I 23 32.9 

T/C 15 21 C/A 29 41.5 I/D 25 35.7 

C/C 36 52 A/A 21 30 D/D 22 31.4 
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détecté au niveau des tumeurs de vessie de bas grade (70% ; 19/27) par rapport aux tumeurs 

de haut grade (50% ; 22/43). L’analyse statistique n’a révélé aucune corrélation entre la 

présence du polymorphisme 460C/T et le stade/ grade tumoraux (p=0.885 >0.05et 

p=0.584>0.05 ; respectivement) (Tableau XII). 

Tableau XII: Association entre le polymorphisme -460C/T et les données des patients. 

 

La distribution des polymorphismes -2578 C/A et -2549 I/D était plus fréquente chez les 

TVNIMs avec des fréquences de (71% ; 37/52) et (71.1% ; 37/52) respectivement par rapport 

aux TVIMs avec des fréquences de (61% ; 11/18) et (55.5% ;10/18) respectivement. 

Concernant le grade tumoral, les polymorphismes -2578 C/A et -2549 I/D ont été détecté avec 

de haute fréquence au niveau des tumeurs de bas grade (77% ; 21/27 et 77% ; 21/27 

respectivement) par rapport aux tumeurs de haut grade (62.8% ; 27/43 et 60% ; 26/43 

respectivement). 

L’analyse statistique n’a révélé aucune corrélation significative entre les deux polymorphismes 

(C2578A, -2549I/D) et les données cliniques des patients : l’âge, sexe, tabagisme, grade et stade 

tumoral. (Tableau XIII, XIV). 

 

 

 
 Genotype Allele 

VEGF -460C/T 

 N TT(%) TC (%) CC (%) p T (%) C (%) p 
Genre          

 
0.120 

Femme   2 1(50) 1(50) 0(0) 0.140 3(2.14) 1(0.71) 
Homme    68 41 (64) 16 (25) 7 (11) 53(37.85) 83(59.28) 

Age          
≤ 50 1  (0) 0 (0) 1(100) 0.949 2(1.42) 0 0.517 50-70 44 12(27.2) 9(20.45) 23(52.27) 33(23.57) 55(39.28) 
>70 25 8(32) 7(28) 10(40)  19(13.57) 31(22.14)  

Tabagisme         
Oui 28 2(7.14) 8(28.57) 18(64.28) 0.02 12(8.57) 44(31.41) 0.01 
Non 42 17(40.47) 7(16.66) 18(42.85)  41(29.28) 43(30.71)  

Stade         
≤ Pt1 52 16(30.76) 9(17.30) 27(51.92) 0.888 41(29.28) 63(45) 0.516 
> Pt1 18 5(27.77) 4(22.22) 9(50)  12(8.57) 24(17.14)  

Grade         
Bas 27 15(55.55) 4(14.81) 7(25.92) 0.584 19(13.57) 35(25) 0.606 
Haut 43 12(27.9) 10(23.25) 21(48.83)  34(24.28) 52(37.14)  
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Tableau XIIIII: Tableau d’association entre le polymorphisme -2578C/A et les données des 
patients. 

Tableau XIII : Association entre le polymorphisme VEGF -2549 I/D et les données 
démographiques et anatomopathologique 

  Genotype Allele 

  VEGF -2578C/A 

 N CC (%) CA (%) AA (%) p C (%) A (%) p 
Genre          

 
0.339 

Femme   2 0 (0) 1 (50) 1(50) 0.606 1(0.71) 3(2.14) 
Homme    68 20 (29.41) 27(39.7) 21 (30.8) 66(47.14) 70(50) 

Age          
≤ 50 1  (0) 0 (0) 1(100) 0456 0(0) 2(1.42) 0.73 50-70 44 11(27.2) 21(20.45) 12(52.27) 22(16) 34(24.28) 
>70 25 9(36) 7(28) 9(36)  1(0.71) 3(2.14)  

Tabagisme         
Oui 28 5(17.85) 12(42.85) 11(39.28) 0.527    22(16)  34(24.28) 0.73 
Non 42 15(35.71) 16(38) 11(26.2)   46(32.85) 38(27.14)  

Stade         
≤ Pt1 52 17(32.69) 20(38.46) 15(28.84) 0.527 54(38.57) 51(36.42) 0.177 
> Pt1 18 3(16.66) 8(44.44) 7(38.88)  54(38.57) 51(36.42)  

Grade         
Bas 27 9(33.33) 12(44.44) 6(22.22) 0.328 30(21.42) 24(17.14) 0.190 
Haut 43 11(25.58) 16(37.2) 16(37.2)  38(27.14) 48(34.18)  

  Genotype Allele 

  VEGF –2549 I/D 

  II (%) ID (%) DD (%) p I (%) D (%) p 
Genre          

Femme   2 1(50) 1(50) 0(0) 0.600 4(2.85) 0(0) 0.170 
Homme    68 22(32.35) 24(35.29) 22(32.35) 92(65.71) 44(30.98) 

Age          
≤ 50 1 1(100) 0(0) 0(0) 0.648 2(1.42) 0(0) 0.172 50-70 44 12(27.27) 19(43.18) 13(29.54) 61(43.57) 28(20) 
>70 25 10(40) 6(24) 9(36)  31(22.14) 18(12.85)  

Tabagisme         
Oui 28 11(39.28) 11(39.28) 6(21.42) 0.350 45(32.14) 12(8.57) 0.37 
Non 42 12(28.57) 14(33.33) 16(38.09)  51(36.42) 32(22.85)  

Stade         
≤ Pt1 52 15(28.84) 18(34.61) 19(36.53) 0.225 66(47.14) 38(27.14) 0.60 
> Pt1 18 8(44.44) 7(38.88) 3(16.66)  30(21.42) 6(4.28)  

Grade         
Bas 27 6(22.22) 10(37.03) 11(40.74) 0.492 32(22.85) 22(15.71) 0.27 
Haut 43 17(39.53) 15(34.88) 11(25.58)  65(46.42) 21(15)  
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La récurrence et la progression tumorale ont été étudiées chez les cas ayant des tumeurs non 

infiltrant le muscle (52/70). 23% (12/52) des cas ont récuré et uniquement 9.6% (5/52) ont 

progressé vers des tumeurs de stade avancé. Les polymorphismes -460 C/T, -2578 C/A et -

2549 I/D ont été plus chez les patients qui n’ont pas récidivé (52% ; 21/40, 72.5% ; 29/40 et 

72.5% ; 29/40 respectivement) par rapport aux patients qui ont récidivé (33% ;4/12, 66% ; 

8/12 et 66% ; 8/12 respectivement).  Selon l’analyse statistique, il n’existe aucune association 

significative entre la récurrence/progression et les trois polymorphismes détectés au niveau du 

promoteur du gène VEGF (-2578C/A, -460C/T et -2579I/D) (Tableau XV-XVII). 

Tableau XIV: Corrélation du polymorphisme -460 C /T avec la récurrence et 

la progression. 

 
Tableau XV: Corrélation du polymorphisme -2578C/A avec la récurrence et la progression 

 

Tableau XVIVII: Corrélation du polymorphisme –2549 I/D avec la récurrence et la 
progression. 
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II. Discussion  
 

Le CV est le 2ème cancer génito-urinaire le plus fréquent dans le monde après le cancer de 

prostate[68]. Le CV est biologiquement très hétérogène en englobant des profils génétiques très 

variables qui se caractérisent par plusieurs sous-types moléculaires.  

Actuellement, le diagnostic du CV repose principalement sur deux tests de référence qui sont 

la cytologie urinaire et la cystoscopie, qui se caractérisent malheureusement par un manque de 

la sensibilité dans certaines tumeurs vésicales. 

C’est dans cette esprit de classification moléculaire s’installe la mise en point d’un alternatif 

plus efficace tels que les biomarqueurs tumoraux qui permettront d’améliorer de façon ciblée, 

spécifique et non invasive la détection et le suivi des patients atteint de cancers de la vessie.  

L’objectif de notre étude est d’identifie des biomarqueurs moléculaires impliquées dans la prise 

en charge du cancer de la vessie au Maroc. 

Il est bien connu que les tumeurs libèrent des facteurs pro-angiogénique pour la croissance 

tumorale en fournissant leur besoin de nutriment et de l’oxygène afin de développer des 

métastases au niveau des organes voisins de la tumeur primaire. Ceci est réalisé par 

l’implication d’une cascade de signalisation et par l’activation de différent gènes responsables 

de différentes fonctions. Dans cet esprit que s’inscrit notre étude menée sur 70 patients 

Marocains atteints de cancer de la vessie afin d’évaluer le statut mutationnel du gène VEGF 

impliqué dans l’angiogenèse tumorale et d’identifier la corrélation entre les polymorphismes 

détectés au niveau de sa région promotrice avec les données anatomopathologiques des tumeurs 

vésicales au Maroc.  

L’évaluation du statut mutationnel du promoteur du gène VEGF a révélé la présence de trois 

types de polymorphismes -460C/T, -2578 C/A et -2549 I/D avec de différentes fréquences 48%, 

70% et 67.1% respectivement. Ces résultats reflètent l’implication des polymorphismes du gène 

VEGF dans le cancer de la vessie chez la population Marocaine. Ces derniers sont en 

concordance avec d’autres études qui ont détecté la présence de différents polymorphismes du 

gène VEGF (parmi eux –460 C/T et -2578 C/A) dans le cancer de la vessie chez de différente 

populations. 

Concernant le polymorphisme -460 C/T, les analyses statistiques ont révélé une corrélation 

significative entre ce dernier et le tabagisme (p=0.02<0.05). Ceci a été détecté également dans 

d’autres types de cancer tel que : l'adénocarcinome œsophagien [69]et le cancer de prostate[70]. 
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Le polymorphisme -460 C/T a été équitablement distribué au niveau des TVNIM et les TVIM 

dans notre cohorte et donc aucune corrélation significative entre ce dernier et le stade tumoral 

n’a été détecté. 

Le polymorphisme -2578C/A était plus fréquent au niveau à des tumeurs de haut grade et non 

infiltrantes le muscle, par contre aucune corrélation significative entre le polymorphisme -

2578C/A et le grade/stade tumoraux n’a été détecté. Ces résultats sont en concordance avec 

l’étude de Ben Wafi et al. réalisée sur la population tunisienne[71]. Cependant, dans une étude 

ultérieure de Kim et al. une corrélation significative entre le polymorphisme -2578C/A et le 

grade histologique a été trouvé (p=0.015<0.05) [72]. De plus, un méta analyse a déterminé une 

corrélation significative entre le polymorphisme -2578C/A et le stade tumoral 

(p=0.021<0.05)[73].Concernant la récidive et la progression tumorale, nos résultats sont en 

accord avec l’étude de Kim et al. , qui n’a montré aucune corrélation significative entre le 

polymorphisme -2578C/A et la récidive ainsi que la progression tumorale (p= 0.830 et 0.898 

respectivement)[72] . 

Le polymorphisme -2549I/D a été détecté plus fréquemment au niveau des TVNIMs par rapport 

aux TVIMs, par contre sa distribution était presque similaire entre les tumeurs de bas et de haut 

grade. Selon l’étude statistique, aucune corrélation significative n’a été détecté entre le 

polymorphisme -2549 I/D et les données démographiques et clinicopathologiques, Ces résultats 

sont est en concordance avec les résultats portés dans une étude ultérieure sur des patients 

atteins de cancers de la vessie chez la population de nord indien[68], qui n’ont identifié aucune 

corrélation significative entre le polymorphisme (2549I/D) et le stade, le grade ainsi que la 

progression tumorale.  

Le lien d’un déséquilibre de liaison entre les polymorphismes -2549 I/D (rs35569394) et -2578 

A/C (rs699947) a été révélé dans une étude ultérieure sur la maladie d’Alzheimer, où ils ont 

constaté que les individus avec l'allèle rs699947-A présentent une insertion de 18 pb 

(rs35569394-I), tandis que ceux avec l'allèle rs699947-C présentent une délétion (rs35569394-

D). Ceci est corrélative avec nos résultats sur les patients atteints du cancer de la vessie ; le 

génotype homozygote CC du polymorphisme rs699947 a été détecté en parallèle avec une 

délétion au niveau du polymorphisme rs35569394 chez les mêmes patients, ainsi que le 

génotype hétérozygote CA du polymorphisme rs699947, a été détecté chez les patients ayant 

une insertion du polymorphisme rs35569394. Notre étude indique que le polymorphisme 
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rs35569394 est associé à la présence du polymorphisme -2578 C/A et au risque du cancer de la 

vessie [74] . 

Le statut mutationnel du gène VEGF pourrait être un biomarqueur important dans le cancer de 

la vessie et pourrait avoir un intérêt dans le traitement et la prise en charge thérapeutique. Des 

études ultérieures sur des cohortes plus larges sont nécessaires pour confirmer ces résultats et 

développer des alternatifs majeurs servant dans l’amélioration de la prise en charge du cancer 

de la vessie.  
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Conclusion et perspectives 
 

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un projet global visant à approvisionner au patient 

Marocain atteint du cancer de la vessie, des outils de diagnostics et thérapeutiques plus efficace 

et non invasifs. A travers cette étude, nous avons identifié l’implication de différents 

polymorphismes (-460 C/T, -2578 C/A et -2549 I/D) du promoteur du gène VEGF dans le cancer 

de la vessie. Une corrélation significative a été détecté entre le polymorphisme -460 C/T et le 

tabagisme. Cependant aucune corrélation significative entre les polymorphismes identifiés dans 

notre cohorte (rs833061; rs699947 et rs35569394 ) et les données clinico-pathologiques n’a 

été révélée. Les résultats de cette étude ne constituent qu’un des premiers objectifs d’un projet 

plus global qui a comme but principal l’amélioration de la prise en charge du CV. Dans cet 

esprit, un second objectif s’installe afin d’étudier l’expression de l’ARNm du gène VEGF au 

niveau de notre cohorte et de corréler entre les polymorphismes détectés au niveau du 

promoteur du gène VEGF et la transcription de son ARNm ; ceci pour déterminer l’implication 

du marqueur angiogénique (VEGF) dans la progression du CV. Tous ces objectifs envisagent 

le développement des approches thérapeutiques plus efficace, basées sur l’identification des 

biomarqueurs de pronostic et/ou thérapeutique dans le cadre du développement de la thérapie 

ciblée et la médecine personnalisée. 
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 Annexes : 
Annexe 1 : Protocole d’extraction d’ADN génomique par la méthode 
Phénol/Chloroforme  

 

Réactifs utilisés  
 Tampon de lyse ou d’extraction : (1 ml Tris 1M pH, 8,20 ml EDTA 0,5 M pH 8, 2,5 ml 

SDS 20%-H2O qsp 100 ml)  

 Protéinase K (200 µg/ml) dans H2O (Dnase free), aliquotée et conservée à -20C°.  

 NH4 Acétate 5M (38, 54 g/100ml, H2O, PM 77,08).  

 Phénol /Chloroforme  

 Isopropanol  

 Ethanol  

 Eau distillée  

La lyse cellulaire 

• Découper un morceau de biopsie fraîche de 3 mm3 en petits fragments avec une lame 
stérile.  

• Broyer dans un mortier jusqu’à homogénéisation. 
• Ajouter à l’homogénat un volume de 300 µl de tampon d’extraction. 

La digestion des protéines 
• Addition 30 µl de Protéinase K (PK) (200µg/ml).  
• Incuber l’ensemble avec la PK, 3H à 50 °C ou toute la nuit à 42 °C, dans un four. 
• Si la digestion des protéines n’est pas suffisante, après 24H à 42 °C, rajouter la protéinase 

K (10 à 20 µl) ou diluer par addition de tampon d’extraction. 
 

L’élimination des protéines 
• Ajouter un volume de 300µl de Phénol chloroforme /Tris au produit de l’incubation.  
• Agiter l’ensemble doucement jusqu’à homogénéisation de la solution.  
• Incuber 15 min à 50C°.  
• Centrifuger à 13000 à rpm pendant 15 min.  
• Récupérer la phase supérieure. 

 
La précipitation de l’ADN 

• Ajouter 2/5ème de volume d’acétate d’ammonium plus un volume d’isopropanol ;  
• Incuber 24 h à -20 C°  
• Centrifuger 15 min à 13000 rpm et rejeter le surnagent 
• Ajouter à cette phase supérieure 400 µl de l’éthanol de 70% ;  
• Centrifuger à 13000 rpm.15 min à température ambiante ;  
• Sécher le culot ;  
• Reconstituer dans 50 µl d’eau distillé ;  
• Conserver l’ADN extrait à 4 C°. 
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Annexe 2 : Les volumes et les concentrations de chaque composant de la 
PCR. 
 

 

Annexe 3 : Préparation du gel d’agarose : 
 Préparation du gel d’agarose : 

Dans une erlenmeyer, on ajoute 100 ml du TBE (0,5X) à 2g d’agarose, le mélange est porté à 

ébullition à l’aide d’une plaque chauffante, puis il est laissé refroidir, 7 μl du Bromure Ethidium 

(BET) sont ajoutés et le mélange est coulé dans une cuve et laissé refroidir jusqu’à la  

solidification. 

 Migration d’ADN : 

Pour la migration, Le gel est placé dans la cuve à électrophorèse après sa solidification, 7μl de 

produit PCR et 3μl du bleu de bromophénol sont mélangés et déposés sur les puits du gel. 

Ensuite, 3μl du marqueur de poids moléculaire de 100pb sont également déposés dans un puits. 

La migration des produits de PCR est réalisée à un voltage constant de 100V, ampérage de 

100mA et à 80W pendant 40 min. Le gel est visualisé sous lumière UV à l’aide de l’appareil 

Vilber Lourmat puis analysé et photographié à l’aide du logiciel GelSmart. 

 

 

 

 

 

Les composants de la PCR Les volumes pour un 

échantillon 

Concentration des produits 

Eau pour PCR 14.7  μl ------------- 

Tampon de PCR ( DreamTaq 

Reaction Buffer) 

2  μl 5X 

dNTPs 2  μl 10 mM 

Amorce sens 0,6  μl 10 μM 

Amorce anti- sens 0,6  μl 10 μM 

DreamTaq polymérase 0,1  μl 5 U/μl 

ADN  2  μl 50 ng / μl 

Total 22  μl  



59 
 

Annexe 4 : Purification de la réaction de séquence par méthode de séquence 

par méthode éthanol EDTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Purification de la réaction de séquence par méthode éthanol EDTA Purification de la réaction de séquence par méthode éthanol EDTA 

• Ajouter à chaque puit de réaction de séquence : 5µl EDTA 125 Mm + 60 µL EtOH 
100% 

• Bien sceller la plaque avec un film adhésif (ou aluminium) 
• Inverser la plaque 4 fois 
• Incube 15 min au minimum à température ambiante 
• Centrifuger à 2000 x g pendant 45 min 
• Prépare de l’EtOH 70% et le stocker -20°C 
• Enlever le film adhésif 
• Recouvrir la plaque avec du papier essuie-tout et l'inverser pour éliminer le maximum 

de volume possible. 
• Poser la plaque à l'envers dans une mini-centrifugeuse avec du papier essuie-tout puis 

centrifuger très brièvement (spin-down).  
• Vérifier que les puits ne contiennent plus de surnageant 
• Ajouter 60 µL. D’EtOH 70% à puit. 
• Sceller la plaque avec du film adhésif (ou aluminium) 
• Centrifuger à 1650 x g pendant 15 min. 
• Enlever le film adhésif 
• Recouvrir la plaque avec du papier essuie-tout et l'inverser pour éliminer le maximum 

de volume possible. 
• Poser la plaque à l'envers dans une mini-centrifugeuse avec du papier essuie-tout et 

centrifuger très brièvement (spin-down).    
• Vérifier que les puits ne contiennent plus de surnageant. 
• Ajouter 10ul de formamide dans chaque puit. 
• Dénaturer à 96°C pendant 5min. 
• Mettre la plaque á -20°C pendant quelques minutes. 
• La plaque est prête pour être analysée dans un séquenceur. 
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Annexe 5 : Données démographiques et cliniques des patients 

ID Age Sexe Stade Grade Tabagisme 
1 61 M pT1 Bas Non 
2 56 M pT2 Haut Oui 
3 71 M pTa Haut Non 
4 69 F pT1 Bas Non 
5 77 M pT3 Haut Oui 
6 61 M pT2 Haut Oui 
7 84 M pT1 Haut Oui 
8 61 M pT1 Haut Oui 
9 56 M PT2 Haut Oui 
10 68 M pT2 Haut Oui 
11 73 M PT1 Haut non 
12 67 M pT3 Haut Oui 
13 53 M pTa Bas Oui 
14 74 M pT1a Bas non 
15 72 M pT1b Haut Oui 
16 67 M pTa Bas Oui 
17 53 F pTa Bas non 
18 80 M pT1 Bas Oui 
19 47 M pT1 Haut Oui 
20 66 M pT2 Haut non 
21 68 M pTa Bas Oui 
22 57 M pT1 Haut Oui 
23 67 M pTa Bas Oui 
24 59 M pTa Bas Oui 
25 67 M pTa Bas Oui 
26 78 M pT1 Bas non 
27 60 M pTa Bas Oui 
28 69 M pT1 Haut non 
29 71 M pT1 Haut non 
30 72 M pTa Haut Oui 
31 72 M pT1 Bas non 
32 67 M pT1 Bas Oui 
33 73 M pTa Haut non 
34 68 M pT1 Haut non 
35 63 M pT1a Bas Oui 
36 70 M pTa Haut non 
37 70 M pT2 Haut non 
38 75 M pT1b Haut non 
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39 72 M pT2 Haut Oui 
40 74 M pT2 Haut non 
41 59 M pT1 Haut non 
42 74 M pT1 Bas Oui 
43 63 M pT1 Haut non 
44 67 M pT1 Bas non 
45 76 M pT1 Haut non 
46 77 M pT2 Haut non 
47 71 M pT1 Haut non 
48 71 M pT1 Haut Oui 
49 64 M pT1 Haut non 
50 82 M pT1 Haut non 
51 70 M pT1a Bas non 
52 59 M pTa Haut non 
53 64 M pTa Bas non 
54 59 M pTa Bas non 
55 61 M pTa Haut non 
56 56 M pTa Haut non 
57 62 M pT1 Haut non 
58 62 M pTa Bas non 
59 53 M pT2 Haut non 
60 68 M pT1 Bas non 
61 70 M pTa Bas non 
62 67 M pT2 Haut non 
63 72 M pTa Bas non 
64 57 M pT3 Haut Oui 
65 81 M pTa Bas non 
66 85 M pT2 Haut Oui 
67 67 M pT3 Haut Oui 
68 57 M pTa Bas non 
69 76 M pT3 Haut non 
70 62 M pT4a Haut non 
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Annexe 6 : Les données de récidives et progressions des patients 

ID Récidive Progression 
1 Récidive - 
3 Récidive - 
4   - 
7 - - 
8 - - 

11 - - 
13 - - 
14 Récidive - 
15 - - 
16 Récidive - 
17 - - 
18 - - 
19 Récidive - 
21 - - 
22 - - 
23 Récidive - 
24 Récidive - 
25 - Progression 
26  - 
27 Récidive - 
28 - - 
29 - - 
30 - - 
31 - - 
32 - - 
33 - - 
34 - - 
35 - - 
36 - Progression 
38 - - 
41 - - 
42 - Progression 
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43 - - 
44 Récidive - 
45 - - 
47 - - 
48 Récidive - 
49 - - 
50 - - 
51 - - 
52 Récidive - 
53 - - 
54 - - 
55 - - 
56 Récidive - 
57 - - 
58 - - 
60 - Progression 
61 - - 
63 - - 
65 - - 
68   Progression 
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