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RESUME

Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) représentent un
probléme de santé publique. lls se situent actuellement a la sixiéme place mondiale
parmi les cancers. L’intoxication alcoolo-et/ou tabagique est la premiére cause connue
de cancers des VADS, suivis par les infections virales principalement par le
papillomavirus humain a haut risque (HPV-HR) et I’Epstein Barr virus (EBV) qui sont
associés au développement et/ou la progression de ces cancers.

L’objectif de ce travail est de réaliser une étude de synthése a partir de trois
articles sur la coinfection par 'HPV et I'EBV dans les cancers des VADS dans une
population bosniaque, syrienne et mexicaine. La détection des virus a été réalisée par
des analyses moléculaires par PCR, puce a ADN tissulaires (TMA) ainsi que par
I’immunohistochimie (IHC).

La plupart des patients appartenaient a la tranche d’age de 54- 64 ans et la
majorité était de sexe masculin. Avec une fréquence des cancers de la cavité buccale
qui ont été détectés dans 66,62%, suivie par cancer de larynx qui est le deuxiéme
cancer des VADS le plus fréquent. Il a éte constaté que I'EBV et le HPV sont co-
présents dans les cancers des VADS avec des pourcentages rapprochés: population
bosniaque 34,7%, population syrienne 31,2%, population mexicaine 46,3%; et est
fortement associé a un stade tumoral avancé du cancer, ce qui suggere que ces
oncovirus peuvent coopérer dans la progression de ce cancer.

Cliniqguement, ces cancers sont plus radiosensibles que les tumeurs associées au
tabac et a lalcool d’ou I’intérét de réaliser des études similaires pour mieux
comprendre le role de la coopération entre le HPV et ’EBV dans la progression
des cancers des VADS.

Mots clés: HPV, EBV, Cancer des VADS, Coinfection.



Abstract

Cancers of the upper aerodigestive tract (UADT) are a public health problem.
They are currently the sixth most common cancer worldwide. Alcohol and/or tobacco
intoxication is the first known cause of cancers of the upper aerodigestive tract,
followed by viral infections, mainly high-risk human papillomavirus (HPV-HR) and
Epstein Barr virus (EBV), which are associated with the development and/or
progression of these cancers.

The aim of this work is to conduct a review of three articles on HPV and EBV
coinfection in VADS cancers in a Bosnian, Syrian and Mexican population. This
research was carried out by molecular analysis using PCR, tissue microarray (TMA)
and immunohistochemistry (IHC).

Most of the patients were in the age group 52-64 years and the majority were
male. With a frequency of oral cavity cancers that were detected in 66.62%, followed
by laryngeal cancer which is the second most frequent VADS cancer. It was found that
EBV and HPV are co-present in VADS cancers with a close percentage: Bosnian
population 34,7%, Syrian population 31,2%, Mexican population 46,3%; and is
strongly associated with advanced tumor stage of the cancer, suggesting that these

oncoviruses may cooperate in the progression of this cancer.

Clinically, these cancers are more radiosensitive than tumors associated with
tobacco and alcohol, hence the interest in conducting similar studies to better
understand the role of cooperation between HPV and EBV in the progression of
VADS cancers.

Keywords: HPV, EBV, VADS cancer, Coinfection.
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Introduction

cancer est un probleme de santé publique majeur dans le monde entier.
L e Selon le centre international de recherche sur le cancer (CIRC), il yaeu

environ 18,1 millions de nouveaux cas de cancers et 9,6 millions de
déces par cancer en 2018 dans le monde. L'infection virale cancérigéne est 1’une des
causes de cancer, en particulier dans les pays en développement. Environ 20% de
I'ensemble des cancers humains sont attribuables a des virus, les plus importants sont
le papillomavirus humains a haut risque (HPV-HR), le virus d’hépatite B (HBV), le
virus d’hépatite C(HCV), I’Epstein Barr(EBV). 38% sont associés a ’'HPV et 'EBV
parmi tous les cancers associés a des virus [(Mesri et al., 2014) ; (Bray et al., 2018) ;
(Maet al., 2019)].

Le développement de Iésions précancéreuses et cancéreuses au niveau de différents
sites anatomiques (col de I'utérus, vulve, pénis et voies aérodigestives supérieures,...)
est dd a la persistance des HPV-HR; le CIRC classe ’'HPV16 comme cause de cancer
de la cavité buccale et des amygdales du pharynx et HPVV18 comme causes possibles
du cancer de la bouche (Rivera, 2015). Ces cancers sont plus fréquents chez les
hommes, sans intoxication alcoolo-tabagique et présente un meilleur pronostic que
celui des cancers des VADS non attribuables aux HPV [(Rivera, 2015) ; (Hantz,
2021)].

Les infections a EBV quant a elles ne sont pas trés contagieuses. L’EBV est
impliqué dans plusieurs malignités lymphoides, y compris plusieurs lymphomes des
cellules B, T, et NK (Naturel Killer cell) et carcinomes épithéliales, en plus il est
considéré comme un facteur de risque de cancer du nasopharynx et de cancer des
glandes salivaires [(Hamilton-Dutoit et al., 1991) ; (Chien et al., 2001) ; (Tselis &
Jenson, 2006) ; (Mesri et al., 2014)].

Ces deux virus infectent et se répliquent tous deux dans les épithéliums des voies
aerodigestives supérieures (VADS), ’'HPV infecte les kératinocytes buccaux et leurs
sous-types haut risque est associé a un pourcentage croissant de cancers oropharynges.

De méme, ’EBV infecte I’épithélium buccal (Lambert et al., 2016).

L'incidence mondiale du cancer des VADS a récemment augmenté pour atteindre
~0,74 million de nouveaux cas par an selon les statistiques sur le cancer en 2015.
Les VADS étant le premier site de contact avec les carcinogénes environnementaux,

notamment certains produits chimiques, les polluants atmosphériques, ainsi que les
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virus oncogenes, l'incidence du cancer des VADS continuera probablement a
augmenter au cours de la prochaine décennie (Lui et al., 2018).

Des études in vitro ont fourni certaines preuves que les coinfections par I'EBV et
le HPV peuvent avoir des conséquences sur le cycle de vie de chacun. L'infection par
le HPV et I'expression des oncogenes E6 et E7 peuvent induire des changements
cellulaires qui favorisent I'établissement de la latence de I'EBV par rapport a la
réplication (Scott & Guidry, 2018).

C’est dans cet ordre d’idées que s’inscrit ce travail, qui consiste a la recherche de
ces deux oncovirus a partir de biopsies de cancers des VADS. Mais en raison des
conséquences de la pandémie du Covid-19, et en fonction des conditions sanitaires et
situations difficiles que le monde et notre pays traversent et sur la base des protocoles
sanitaires suivis, nous n’avons pas été en mesure de mener le travail expérimental au

niveau des laboratoires universitaires qui étaient fermes en raison de la pandémie.

Dans ce contexte, ce travail consiste a la réalisation d’une synthése de trois
articles portant sur la recherche de HPV et ’EBV dans les cancers des VADS et
I’exploration de la coprésence et/ou la coinfection par HPV-HR et de TEBV et leur

association avec le phénotype tumoral dans les echantillons des cancers des VADS.
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Chapitre I : les papillomavirus humains

1. Définition
Les papillomavirus humains sont des virus de petite taille (50 nm), capside de
symétrie icosaédrique, génome & ADN double brin circulaire de 8kb. Trente & quarante

d'entre eux peuvent infecter la zone génitale des hommes et des femmes et sont

considérés comme des maladies sexuellement transmissibles (MST) (Parks, 2014).

Comme tous les papillomavirus, les HPV ciblent les épithéliums pavimenteux
stratifiés du corps, ce sont des pathogenes cutanéo-muqueux. Ils sont en particulier
responsables de Iésions bénignes ou malignes des muqueuses anogénitales et

oropharyngées (Lepiller et al., 2021).
Le génome viral posséde :

* une région régulatrice non codante (Long control region ou LCR), impliquée dans
la régulation de I’expression des genes et dans la réplication de I’ADN viral.

* une région codant les protéines précoces (E pour Early) (E1, E2, E4, ES, E6, E7)
et une région codant les protéines tardives (L pour Late) (L1 et L2) qui composent
la capside (figure 1) (Lepiller et al., 2021),avec les fonctions indiquées dans le

tableau 1.

LCR

transf o

E1

E1, E2 : protéines impliquées
dans la transcription
et la réplication virale

L2
Protéine mineure de capside

ES E4 Assemblage et libération

des virions

Propriété transformante

Figure 1: Représentation schématique du génome de ’'HPV-16 (Roncin et
al, 2009).
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Tableau 1: Principales fonctions des protéines virales du HPV (Bonnez, 2019).

E1l Réplication de I'ADN viral.
protéines précoces Maintien de I'état épisomal.
(Early proteins) Contrdle de la transcription des génes.
E2 Controle de la transcription virale et de la réplication de
I'ADN.
Inhibition d’E6 et E7, et activation d’E2
N-terminal.
E4 | Pas bien définis, mais interagissent avec les filaments
intermédiaires cellulaires.

E5 Renforce les effets des facteurs de croissance.
Evasion immunitaire.

E6 | Détruisent p53, une protéine suppresseur de tumeur qui
réprime le cycle cellulaire.
Inhibe I'apoptose.
Contribue a I'évasion immunitaire.
E7 Inactive la protéine du rétinoblastome pRB, une protéine
suppresseur de tumeur qui réprime le cycle cellulaire.
Contribue a I'évasion immunitaire.
Protéines Tardives | L1 | Principale protéine structurale de la capside,
(Late proteins) pentamere/capside auto-assemblage.

L2 Protéine structurale de la capside mineure (assemblage
du virion et infectivité).

2. Classification

Famille des PAPILLOMAVIRIDAE, genres Alphapapillomavirus a
Pipapillomavirus, espéce Human papillomavirus. Selon leur identité de séquence, les
HPV sont classés en 5 genres (désignés par une lettre grecque : a, B, v, 1 et v), en
génotypes (en chiffre : HPV6, HPV16,. . .), en sous-types puis en variants. Plus de 200
génotypes d’HPV sont actuellement connus (Lepiller et al., 2021).Les HPV peuvent

étre classés selon les critéres suivants :
2.1. Selon la séquence génomique

La comparaison des séquences nucléotidiques du géne de la protéine L1 des
différents types d’HPV est la base de la classification en genres, especes, types et
variantes. Une différence de plus de 10% dans la séquence permet de différencier un

nouveau génotype d’HPV. Une différence comprise entre 2 et 10% définit
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I’appartenance a un sous type et une différence de moins de 2% définit un variant (El-
Maazouzi, 2020).

2.2. Selon le tropisme

On distingue les HPV a tropisme cutané de ceux a tropisme muqueux.

Cependant il existe certains types d’HPV qui peuvent appartenir aux 2 catégories (El-
Maazouzi, 2020) (Tableau 2).

Tableau 2: Distribution des types d’HPV selon leur tropisme (Segondy, 2008).

Tropisme | Tropisme

Cutané 1,2,4,5,8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,25, 27, 36,
37, 38, 41, 47, 48, 49, 50, 57, 60, 63,65, 75, 76, 80, 88, 92,
93, 95, 96.

Muqueux |6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42,44, 45,
51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67,68, 69, 70, 71, 72,
73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 86,87, 89, 90.

Mixte 3,7, 10, 28, 29, 40, 43, 78, 91, 94.

2.3. Selon leur potentiel oncogéne

Les principaux types d’HPV en fonction de leur potentiel oncogene sont
présentés dans le tableau suivant: (Tableau 3)

Tableau 3: Classification des HPV anogénitaux selon leur potentiel oncogéne
(Segondy, 2008).

Classification Types
Haut risque (HR) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59.
Haut risque 26, 53, 66, 68, 73, 82.

Probable (pHR)
Bas risque (BR) 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89.

3. Cycle de réplication

Le cycle de réplication virale est étroitement lié au processus de renouvellement
cellulaire et a la différenciation cellulaire (Lepiller et al., 2021). Apres l'entrée du
HPV dans les cellules épithéliales commence le cycle de réplication, qui passe par les
étapes suivantes :
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3.1. L’attachement et la décapsidation

Le HPV peut pénétrer dans I'épithélium par des micro-abrasions. Les
protéoglycanes a sulfate d'héparine (HSPG) semblent étre le principal récepteur pour
la liaison initiale. Lorsque le HPV se lie aux HSPG, la capside virale subit un
changement conformationnel. Le HPV pénétre dans les cellules par un mécanisme
d'endocytose qui présente la plupart des similitudes avec la micro pinocytose. La
décapsidation se fait juste avant I’entrée de I’ADN viral dans le noyau ou la réplication

peut débuter (Graham, 2017).
3.2. La maintenance

Le génome viral est maintenu sous forme d'épisome nucléaire a faible nombre de
copies, persistant dans la couche basale pendant des mois, voire des années. lls
présentent une faible activité d'amplification et on compte 100 copies/cellule. Le virus
a besoin de I'expression des genes E1 et E2 pour maintenir un faible nombre de copies
du genome. Ces proteines se lient a l'origine virale de la réplication et recrutent les
ADN polymérases cellulaires et d'autres protéines nécessaires a la réplication de
I'ADN. La phase de maintien de la réplication de 'ADN du HPV se produit en
synchronisation avec I'ADN de I'h6te, ce qui assure une répartition égale des épisomes
viraux entre les cellules filles [(Fernandes et al., 2013) ; (Burley et al., 2020) ;
(Doorbar et al., 2020) ; (Garbuglia et al., 2020)].

3.3. La prolifération

Dans I'épithélium non infecté, les cellules basales sortent du cycle cellulaire peu
aprés avoir migré dans les couches cellulaires suprabasales et subissent un processus
de différenciation terminale (Doorbar, 2005). Dans la couche suprabasale,
I'expression des genes E1, E2, E5, E6 et E7 contribue a I'entretien du génome viral et
induit la prolifération cellulaire, augmentant ainsi le nombre de cellules infectées par
le HPV dans I'épithélium (Fernandes et al., 2013).

3.4. L’amplification

Lorsque les cellules infectées migrent vers le haut et subissent une
différenciation terminale, la phase productive ou tardive du cycle de vie viral
commence (Lambert et al., 2005).Au fur et a mesure que les cellules positives au
HPV se différencient, le promoteur tardif est activé, ce qui entraine la production des

produits du gene tardif (E4, E5, L1, L2), ainsi que des niveaux élevés d’E1 et E2 qui
6
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entrainent I'amplification de haut niveau du génome viral jusqu'a des milliers de copies
par cellule. Cela déclenche la phase végétative du cycle de vie du HPV [(Laimins &
Hebner, 2006) ; (Moody & Mac, 2020)].

3.4. L’assemblage et libération

La fin du cycle de vie viral implique la sortie du cycle cellulaire, les virions
s'auto-assemblent, ainsiL.1 et L2 s'expriment pour permettre I'encapsidation du génome
de 'ADN du HPV. La maturation des particules virales se produit dans les couches
supérieures des épithéliums pavimenteux différenciés au stade terminal. Les virus sont
libérés dans I'environnement avec les cellules desquamées en l'absence de lyse ou de
nécrose, ce qui contribue & la persistance du virus en évitant I'inflammation [(Harden,
2016) ; (Bodily & Laimins, 2011) ; (Doorbar, 2020) ;(Garbuglia et al., 2020)].

Uninfected HPYV infected
squamous squamous epithelium
epithelium

Virus maturation
and egress

Virus assembly

E4
—=]
L1, L2

S Superficial
E Viral genome
€ . amplification
@ Fintermediate N
é’ i o Infection, viral
a . g genome
win § G establishment
Basal and
maintenance
Basal lamina —* " Dermis ?
Figure 2: Organisation du cycle de vie de ’'HPV (Burley etal., 2020).
4. Carcinogenese

Le mécanisme oncogénique central est soutenu par les protéines virales E6 et E7
et dépend de I’intégration du génome HPV-HR au génome de 1’hdte. L’oncoprotéine
E6 cible la protéine p53 pour qu’elle soit dégradée par le protéasome, ce qui entraine
une dérégulation de cycle cellulaire et la perte de I’apoptose médiée par la protéine
p53 dans les cellules infectées par le HPV. Alors qu’E7 se lie a pRB, I'inactive et
favorise sa dégradation. Ainsi, la progression de cycle cellulaire est dérégulé par les
protéines E6 et E7 lors de I’infection par le HPV [(Badoual et al., 2013) ; (Lui et al.,

2018)]. Ces deux protéines sont responsables de I’immortalisation et de la
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transformation des cellules infectées, puis du développement de la tumeur
[(Mantovani & Banks, 2001) ; (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009)].
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Figure 3: Types d'intégration de I'HPV (McBride & Warburton, 2017).

5. Prévention
5.1. Vaccination
5.1.1. Prophylactique
I1 s’agit de vaccins contenant des pseudo-particules virales (VLP) obtenues par
auto-assemblage de protéines recombinantes de la capside L1 des HPV de différents
types. Trois vaccins prophylactiques pour la prévention de l'infection par le HPV sont
actuellement disponibles: un vaccin bivalent contre le HPV16 et le HPV18 (Cervarix);
un vaccin tétravalent contre les HPV6, 11, 16 et 18 (Gardasil); et un vaccin non
avalent contre les HPV®6, 11, 18, 31, 33, 45, 52 et 58 (Gardasil 9). Ces trois vaccins
préviennent efficacement les infections a HPV causées par les types ciblés en suscitant
la production d'anticorps neutralisants qui se lient aux particules virales et bloquent
leur entrée dans les cellules de I'h6te. Les vaccins prophylactiques peuvent prévenir les
infections par le HPV dans 100% des cas, et les lésions précancéreuses du col de
l'utérus (c'est-a-dire les Néoplasie cervicale intra-épithéliale(CIN)) causées par le HPV
[(Lescaille et al., 2011) ; (Hitzeroth et al., 2018) ; (Garbuglia et al., 2020)].
5.1.2. Thérapeutique

Plusieurs vaccins thérapeutiques dirigés contre HPV ont été testés, sous forme
de vecteurs viraux recombinants, de polypeptides, de cellules dendritiques ou d’ADN.
Le vaccin thérapeutique a pour but de stimuler le systeme immunitaire cellulaire

specifique ou inné de fagcon a augmenter les réponses préexistantes ou a en générer des

8
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nouvelles; d’induire des lymphocytes TCD8 et CD4 dirigés contre des peptides
antigéniques HPV, pour détruire les cellules tumorales associées a I’HPV. Ces mémes
vaccins ont été inefficaces sur les cancers invasifs associés a HPV. Des essais
cliniques sur les cancers des VADS liés au HPV sont en cours [(Bourgault-Villada,
2007) ; (Lescaille et al., 2011)].

5.2. Dépistage

Deux tests, le frottis et le test ADN-HPV, sont utilisés pour détecter des cellules
anormales et/ou une infection par le HPV chez les femmes, mais il n'existe pas de test
pour les hommes, ou la recherche du génome viral peut étre réaliser par PCR,
hybridation moléculaire, hybridation in situ, typage de HPV a haut risque oncogéne
(ou bas risque) par hybridation ou séquencage [(Parks, 2014) ; (Grosjean et al.,
2011)].

Le dépistage par cytologie est la pierre angulaire de la prévention du cancer du
col de l'utérus depuis des décennies, il est basé sur la recherche de koillocytes (cellule
caractéristiques) au frottis cervico-vaginale ou anal. Les programmes de dépistage du
col de l'utérus visent a détecter et traiter les lésions précancéreuses du col de l'utérus
afin de prévenir le développement du cancer du col de l'utérus, ces derniers sont basés
sur l'évaluation cytomorphologique des cellules exfoliées de la surface du col de
l'utérus [(Grosjean et al., 2011) ; ( Polman et al., 2018) ; (Maver & Poljak, 2019)].

Néanmoins, le test HPV-HR posséde une trés bonne sensibilité permettant
d’accélérer le dépistage des LIEHG+ (lésions cervicales intra épithéliales de haut
grade) et une excellente valeur prédictive négative permettant d’espacer le suivi des
femmes ayant un test négatif, il aura certainement une place centrale dans les
recommandations sur les modalités du suivi de patientes traitées pour LIEHG qui
seront prochainement éditées par I’Institut National du Cancer (Gonthier et al.,
2019).La prévention des autres infections sexuellement transmissibles a permis
d’¢élaborer la stratégie ABC (Abstain, Be faithful, use Condom) (Aubin et al, 2007).

6. Traitements

A T'heure actuelle, il n'existe ni d’antiviraux spécifiques, ni de traitement
permettant d'éradiquer les infections par le HPV a I’exception du cidofovir qui est en
cours d’évolution. Par conséquent, l'objectif du traitement est d'éliminer ou de
contréler les maladies résultant de l'infection par le HPV en détruisant les lésions par

des moyens physico-chimiques : par des topiques, par la cryothérapie, la vaporisation

9



Chapitre I : les papillomavirus humains

laser ou I’exérése chirurgicale, ou encore en induisant une réponse inflammatoire ou
immunitaire.

La grande variété des approches existantes refléte le fait qu'il n'existe toujours pas de
traitement uniformément sOr et systématiquement efficace pour ces lésions. Bon
nombre de ces thérapies ont été développées de maniere empirique [(Grosjean et al.,
2011) ; (Bonnez, 2019)].

Il est a signaler que la majorité des infections par le HPV est éliminée par le
systeme immunitaire de I'n6te. Bien que parfois le virus ne puisse pas étre éliminé et
persister pendant plusieurs années. Ce qui représente un facteur de risque pour le
développement de néoplasies [(Steinbach & Riemer, 2018) ; (Garbuglia et al.,
2020)].

7. HPV et cancers

Un taux de 30% des cancers seraient attribuable spécifiquement aux HPV (De-
Martel et al., 2012). Les principaux cancers associés aux HPV sont présentés dans le
tableau 4.

Tableau 4: Cancers associées a I’HPV (cobo, 2012).

Type de cancer Attribuable au HPV oncogene (%)
Col de l'utérus 100

Anus 90

Vulve 40

Vagin 40

Peénis 40

Cavité buccale et <12

pharynx

Il est aussi associé a d'autres cancers, notamment ceux de la prostate, du colon,
de la vessie, de 1'cesophage, le poumon et le cancer du sein. Dans ce dernier, le HPV
pourrait étre présent, mais non actif, dans les tumeurs mammaires HPV-positives
[(Park, 2014) ; (Graham, 2017)].

10
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Chapitre II: Virus d’Epstein Barr
1. Définition

Le virus d'Epstein Barr (EBV) a été découvert et isolé pour la premiere fois dans
des cellules du lymphome de Burkitt africain par Epstein Barr et Achong en
1964.L'EBV strictement humain, il est l'un des huit herpésvirus humains connus.
Comme tous les herpesvirus, I'EBV possede un génome d'ADN linéaire double brin
relativement grand (172kb), de taille (150 a 200nm), capside de symétrie icosaédrique
enveloppé qui contient des glycoprotéines importantes pour I'attachement et I'entrée dans

les cellules hétes [(Balfour et al., 2011) ; (Farrell, 2019) ; (Ayee et al., 2020)].
Ce virus infecte deux cibles physiologiques principales, les cellules épithéliales et
les lymphocytes B et qui ce réplique dans le noyau. En plus, il a également été démontré
que le virus infect des cibles non naturelles telles que les lymphocytes T et les cellules

tueuses naturelles (NK: Natural killer). 1l est transmis par voie orale [(Marelle et al.,
1993) ; (Ayee et al., 2020)].

2. Classification

Le Gamma herpes virus humain 4 (HHV-4) ou virus d'Epstein Barr est un virus
oncogene ubiquitaire appartenant a la famille des HERPESVIRIDAE. C’est un membre
classique de la sous-famille des GAMMA-HERPESVIRINAE; il est responsable de la
mononucléose infectieuse [(Niedobitek et al., 1997) ; (Ayee et al., 2020)].

3. Cycle de vie

Le cycle de vie de ’EBV est trés différent de celui des autres herpesvirus, tels que
le virus de I'nerpés simplex de type 1 (HSV-1) ou le cytomégalovirus (CMV). Avec ce
dernier, une réplication lytique compléte peut étre réalisée par l'infection de certains
types de cellules; un systéme de réplication lytique aussi efficace n'existe cependant pas
pour 'EBV, qui infecte typiquement les lymphocytes B au repos et les cellules
épithéliales. Les cellules B mémoire hébergent la phase de latence du cycle de vie viral,
tandis que les cellules épithéliales différenciées maintiennent la phase réplicative
[(Tsurumi et al., 2004) ; (Scott & Guidry, 2018)]. Son cycle de vie passe par les

étapes suivantes :
3.1. Attachement et pénétration

L’EBV se fixe sur la membrane cellulaire par interaction entre la glycoprotéine
d’enveloppe virale gp350/220 et la molécule CD21 (protéine de la surface

membranaire). La pénétration du virus nécessite I’intervention d’autres composants
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viraux (gp85, gp25 et gp42) et cellulaires (complexe majeur d’histocompatibilité de
classe Il). Aprés pénétration, le génome viral s’intégre dans le génome de 1’hote et
persiste en tant que provirus ou se circularise et reste dans la cellule immortalisée sous
forme épisomale. L'EBV peut se répliquer de deux manieres: par la prolifération des
cellules B infectées ou par la production de virions lytiques [(Maréchal & Piolot,
2001) ; (Minz, 2019) ; (Ayee et al., 2020)].

3.2. Cycle de latence

La latence correspond a une phase spécifique de I’interaction virus-hote au cours
de laquelle: (1) le génome viral persiste a long terme méme si la cellule se divise, et (2)
il n’y a pas production de particule infectieuse (Maréchal & Piolot, 2001); le génome
de I'EBV est maintenu sous forme épisomique extrachromosomique, fixé a la membrane
nucléaire par une séquence intéressant oriP (origine de réplication) (Marelle et al.,
1993).

Les lignées cellulaires lymphoblastoides (LCL) expriment un nombre limité de
produits génétiques de I'EBV, notamment six protéines nucléaires (EBNA-1, EBNA-2,
EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C et EBNA-LP), trois protéines membranaires (LMP-1,
LMP-2A et LMP-2B), des micro ARN codés par I'EBV (EBER1 et EBER2) et des
transcrits de la région A de BamHI pour maintenir une prolifération continue et

empécher les cellules de subir l'apoptose (Tsurumi et al.,, 2004) (Figure 04).
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Figure 4: Représentation schématique du PEBV (Farrell, 2019)
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L'EBV possede quatre programmes de latence distincts dans lesquels différents
génes sont exprimes (Tableau 5) (Hardie, 2010).

Tableau 5: Programmes de latence de ’EBV (Hardie, 2010).

Programme de latence Les génes exprimés Stage de différentiation de LB
latence 111 EBNAL, 2, 3, LMP1, 2, Blast
EBERs
latence 11 EBNA1, LMP1,EBERs | Cellule B du centre germinatif
Latence | EBNAL, EBERs Cellule B mémoire
Latence 0 EBERs Cellule B mémoire

A noter que seul le programme de latence IIT permet I’expression de tous les génes
de latence (EBNA 1, EBNA 2, EBNA 3A, EBNA 3C, EBNA-LP, LMP1 et LMP2)
encodés par 'EBV et lorsqu’il est entraine les cellules B naives, ces derniers se
différencier en cellule B mémoire, et cette activation conduit a leur différenciation via
les cellules B du centre germinal exprimant la latence 11 (dans lesquelles EBNAL, LMP1
et LMP2 sont exprimés) en cellules B de latence 0 assurerait ainsi sa persistance dans
I’organisme pendant toute la durée de vie de I’individu sans avoir a exprimer aucun gene
latent [(Kutok & Wang, 2006) ; (Mlnz, 2019)].

Au cours de la prolifération de ces cellules B, TEBNA1 est exprime et qui est
impliquée dans le maintien de I'EBV sous forme épisomique et dans la réplication de
I'épisome, apres avoir traversé I'épithélium des muqueuses a partir de la salive. Le virus
infecte les cellules B des tissus lymphoides secondaires tels que les amygdales, cette
infection entraine une prolifération des cellules infectées dépendante de I'EBNA2
[(Marelle et al., 1993) ; (Minz, 2019)].

L'EBV réactive la réplication lytique lors de la différenciation des plasmocytes et
une réplication lytique élevée de I'EBV peut également étre trouvée dans le lymphome
d'épanchement primaire (PEL) associé a I'EBV. Cette réactivation lytique permet trés
probablement l'infection des cellules épithéliales pour une excrétion efficace dans la

salive et la transmission du virus (Munz, 2019) (figure 05).
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Figure 5: Modeéles d'infection latente du virus d'Epstein-Barr pour atteindre la
persistance virale (Minz, 2019).

3.3. Cycle réplicatif

L'entrée dans le cycle réplicatif est déclenchée par l'expression de la protéine
ZEBRA (Z Epstein-Barr replication activator) (Marelle et al., 1993).

Puisque la réplication Iytigue ou infection productive differe de ['état
d'amplification latente dans ce sens plusieurs cycles de réplication sont initiés dans
ForiLyt (Lytic origin), le processus de réplication dépend davantage des protéines de
réplication codées par I'EBV.

Lors de la réactivation, les deux génes lytiques clés de 'EBV immediate-early(IE),
BZLF1 et BRLF1, sont exprimés. Ces genes codent pour des transactivateurs qui
activent les promoteurs viraux et certains promoteurs cellulaires, conduisant a une
cascade ordonnée d'expression des genes viraux: activation de I'expression des genes
précoces suivie de la cascade lytique de réplication du génome viral et de I'expression
des genes tardifs.

Au cours du cycle de production virale, le génome de I'EBV est amplifié plus de
100 fois et les intermédiaires de la réplication de I'ADN viral se présentent sous la forme
de grosses molécules, qui sont ensuite clivées en génomes de longueur unitaire et
empaquetées dans des virions dans le noyau (Tsurumi et al., 2004).

Le sort des cellules qui se divisent peut-étre le suivant: Apoptose, mais pas avant
que le virus ne soit entré dans le programme lytique, libérant ainsi des virions infectieux;
différenciation terminale en plasmocyte avec le méme effet, ou transformation en cellule
B mémoire (Faulkner et al., 2000) (Figure 06).
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Figure 6: Cycle de vie de 'EBV (Balfour et al., 2011).

Le role de la réplication lytique de ’EBV dans la formation de tumeurs associées a
I’EBV est encore étayé par les délétions des microARN codés par I’EBV, qui se sont
avérees étre enrichies dans les lymphomes a cellules NK/T et a grandes cellules B diffus
associés a ’EBV. On pense que ces virus favorisent des niveaux plus ¢élevés de
réplication lytique de 'EBV en raison de la régulation positive de I’expression de

BZLF1 et BRLF1 qui est supprimée par I’un des microARN (Miinz, 2019).
4. Diagnostic
Le diagnostic d’EBV peut étre réalisé par les étapes suivantes:

v’ Les études virologiques doivent inclure des titrages d'anticorps EBV en série (aigus
et convalescent), y compris les 1gG et IgM contre l'antigene de la capside virale
(VCA), l'antigéne précoce (EA), l'anti-EBNA et les anticorps hétérophiles (sérologie
classique ou par Western blot); détection d’anticorps hétérophile : la réaction de
Paul Bunnel-Davidson et par des tests rapides d'agglutination sur lame (MNI tests)
plus faciles a réaliser [(Hanto, 1995) ; (Kara-Mostefa et al.,2003)].

v L'immunohistochimie, qui implique la coloration des protéines clés de latence de
I'EBV telles que LMP-1, LMP-2A, EBNA-1 et -2 dans les biopsies tumorales, est
utilisée pour confirmer la présence du virus et pour distinguer entre les tumeurs
associées a I'EBV et les tumeurs non associées a 'EBV (Ayee et al., 2020).

v Recherche de virus par culture : non fait en routine. Mise en évidence du caractére
transformant des lymphocytes B.

v Recherche par l'utilisation des microscopies électroniques.
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v’ Détection du génome viral : hybridation sans amplification et hybridation apres
amplification (PCR et ces variantes) ; L'hybridation In Situ de I'ARN codé par
Epstein Barr (EBER) (EISH), est considérée comme le test de référence pour la
détection et le diagnostic de I'infection par le virus EBV. La technique EISH utilise
des sondes d'acide nucléique qui peuvent s'hybrider avec 'EBER sur des coupes de
paraffine de tissus infectés par 'EBV [(Ayee et al., 2020) ; (Grosjean et al., 2011)].

v Avec les autres agents responsables de symptdme mononucléosique (CMV, HIV,
toxoplasmose...), de trop nombreuses angines & EBV sont encore diagnostiquées
comme angine bactérienne et traitées par I’amoxicilline, provoquant alors parfois

des éruptions cutanées (Grosjean et al., 2011).
5. Prévention
5.1. Prévention par vaccination

De nombreux vecteurs viraux différents ont été developpés pour étre utilisés
comme candidats vaccins, notamment les poxvirus, les adénovirus et le virus de la fievre
jaune. Le premier vaccin contre I'EBV testé chez I'homme a utilisé un virus
recombinant vivant exprimant l'antigene membranaire de I'EBV. Une alternative plus
slre est le vecteur viral de la variole atténué et incapable de se multiplier, le virus
modifié de la vaccine Ankara (MVA). En effet, un vaccin MVA codant pour les
antigenes EBV EBNALl et LMP2 (MVA-EL) a été mis au point comme vaccin
thérapeutique contre le cancer EBV-positif (Ruhl et al., 2020).

5.2. Prévention par dépistage

Le dépistage précoce consiste a identifier les sujets a haut risque de faire un cancer
du nasopharynx (NPC) dans la population générale en zones d’endémie ou dans la fratrie
d’un malade (existence de cas familiaux) partant du fait que 'EBV peut étre détecté
dans les lésions prémalignes et que les marqueurs EBV se positivent bien avant
I’apparition du cancer. 1 est intéressant d’utiliser les Ac anti-VCA en premiére intention
puis les Ac anti-EA en deuxieme intention comme test de confirmation chez les

personnes dépistées IgA anti-VCA positives (Karray-Hakim et al., 2009).

6. EBV et cancer

L'EBV a été impliqgué dans une grande variété de cancers, dont la plupart

apparaissent des années apres la primo-infection (krueger et al., 2010).

16



Chapitre II: Virus d’Epstein Barr

Les tumeurs malignes épithéliales qui sont associées a la présence de I'EBV dans

les cellules épithéliales comprennent le NPC, le cancer gastrique (GC) et le cancer du

sein (CB).Il peut également étre présent dans certains cas rares de Iéiomyosarcome (une

tumeur des cellules musculaires lisses qui se développe chez les personnes

immunodéprimées).

Les lymphomes dérives des cellules B comprennent: Lymphome de Burkitt, lymphome

de Hodgkin et les troubles lymphoprolifératifs post greffe qui sont causés par

I’expression des produits des génes de latence I, II, et III respectivement [(Farrell,

2019) ; (Ayee et al., 2020)] (Figure 7).

HOST

B Cells

Burkitt lymphoma (Latency I)
Hodgkin lymphoma (Latency II)
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Extranodal Nasal-type T/NK
Lymphoma (Latency II)

Nasopharyngeal cancer (Latency II)

Breast cancer (Latency IT)
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Figure 7: Vue diagramme des tumeurs malignes causées par une infection a ’EBV

(Ayee et al., 2020).
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Chapitre III: Les cancers des Voies Aérodigestives Supérieures

1. Les voies aérodigestives supérieures

On appelle voies aérodigestives supérieures (VADS) la partie haute du systeme
respiratoire et digestif, qui comprennent: (Figure 8)

étage supérieurf N

étage inférieur

AN

cartilage thyroide

cavité nasale

cavité orale
nasopharynx

>ropharynx pharynx
hypopharynx

Larynx

Figure 8: Les voies aérodigestives supeérieures (Dahan et al., 2018).

1.1. La cavité orale ou cavité buccale

Au sein de laquelle, on distingue plusieurs sous-régions anatomiques : la levre
supérieure et inférieure, le vestibule oral, le maxillaire (gencive supérieure), la
mandibule (gencive inférieure), le trigone rétro molaire, le plancher buccal, la langue
et la joue (Pieter & John, 1999).

1.2. Le pharynx ou la gorge
Le pharynx se compose de 3 parties distinctes :

» Le nasopharynx (rhinopharynx ou cavum) constitue I’étage des voies

respiratoires (Agius et al., 2011).

» L'oropharynx qui comprend le palais mou, la base de la langue et les
amygdales.

» L'hypopharynx est la partie inférieure et la plus caudale du pharynx (Syrjanen
& Syrjanen, 2019).
1.3. Le larynx

Il contient les cordes vocales. Il est divisé en trois étages: Supra-glottique,

glottique et sous-glottique (Trevifio-Gonzalez et al., 2017).
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2. Cancers des voies aérodigestives supérieures

Un cancer des voies aérodigestives supérieures (VADS) est une maladie des
cellules de 1'un des organes qui constituent les VADS. Les cancers des VADS sont
également nommes « cancers de la téte et du cou » ou encore cancers de la sphére
ORL (oto-rhinolaryngée) (Dahan et al., 2018).

La majorité des cancers des VADS correspond a des carcinomes épidermoides,
ils regroupent des types de tumeurs trés divers. lls comprennent ceux de la cavité
buccale, du pharynx, du larynx et de l'ccsophage. Plus de 90% d’entre eux sont des
carcinomes épidermoides (spinocellulaires) [(Badoual et al., 2009) ; (Lagiou et al.,
2009) ; (Aguinik, 2012) ; (Dahan et al., 2018)].

2.1. Cancer de la cavité buccale
Les carcinomes épidermoides representent la trés grande majorité des cancers de
la cavité buccale CCB et totalisent plus de 95% des cas; Parmi les autres tumeurs
épithéliales, les carcinomes glandulaires comme les adénocarcinomes et les
carcinomes adénoides kystiques sont beaucoup plus rares, les tumeurs non épithéliales
comme les sarcomes sont également des cancers rares de la cavité buccale et touchent

en général des patients plus jeunes (Pare & Joly, 2017).
2.2. Cancer du larynx

Le cancer du larynx est le deuxiéme néoplasme le plus fréquent des voies
aérodigestives supérieures apres le carcinome de la cavité buccale. La plupart de ces
tumeurs sont des carcinomes spinocellulaires, représentant de 85 a 95% de tous les

néoplasmes du larynx (Trevifio-Gonzalez et al., 2017).
2.3. Cancer de pharynx

Le NPC est un cancer qui se développe a partir de I'épithélium du nasopharynx.
Selon la classification 2017 de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour les
tumeurs des VADS, le carcinome nasopharyngé peut étre subdivisé en trois types
histopathologiques:  (1)carcinome épidermoide non Kkératinisant (NK-SCC),
(2)carcinome épidermoide kératinisant (K-SCC) et (3)carcinome épidermoide
basaloide [(Chua et al., 2016) ; (Nguyen et al., 2020)].

Le cancer oropharyngé, est un terme utilisé pour décrire les cancers du palais

mou, de la gorge et des amygdales, qui constituent I'oropharynx (Marchetti, 2017).
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La proportion de cancers de I'nypopharynx parmi les tumeurs malignes de la téte
et du cou est de 4,3% (Weiss et al., 2017).

3. Facteurs de risque des cancers des VADS
3.1. Facteurs exogénes
3.1.1. L’alcool

L'alcool agit comme un solvant qui favorise la pénétration des composés
cancérigénes dans les muqueuses. L'éthanol peut faciliter I'absorption de substances
cancérigénes présentes dans l'environnement, notamment dans la fumée de tabac; la
consommation d’alcool provoque des cancers de la cavité buccale, du pharynx,
larynx, I’cesophage... [(Seitz & Pdschil, 2004) ; (Baan et al., 2007)].

3.1.2. Le tabac

Le tabac libere des substances cancérigenes lorsqu'il est fume, ce qui leur permet
de réagir avec I'ADN et de former des cellules tumorales. Les effets fatals de
I'exposition au tabac sont variés et concernent différents organes et systemes
[(Marchetti, 2017) ; (Moschini et al., 2020)].

3.2. Les facteurs viraux

Le CIRC a établi que le HPV était un important agent cancérigéne humain
causant le cancer des VADS (Strycharz-Dudziak et al., 2017). Le HPV joue un rdle
dans la carcinogenése orale, en revanche, il n'est pas considéré comme un facteur de
risque majeur pour le développement du carcinome épidermoide de la cavité buccale
[(Santoro et al., 2011) ; (Tanaka & Alawi, 2017)]. Le HPV est détecté dans la
tumeur de cancers oropharyngeées, ou il est localisé dans les noyaux cellulaires, actif
sur le plan transcriptionnel, clonal, et n'est pas présent dans les tissus bénins
environnants. Il n'a pas été démontré que HPV joue un rdle important dans la
pathogenese du carcinome épidermique hypopharyngé [(Bernichon et al., 2011) ;
(D'Souza & Dempsey, 2011) ; (Miles et al., 2018)].

L’EBV est fortement lié au développement du NPC et dans une moindre mesure,

les tumeurs hypopharyngées et laryngées. L'EBV est généralement absent dans le
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SCC-K, surtout dans les régions non endémiques [(Petersson, 2015) ; (Nathan et al.,
2016) ; (Carpén et al., 2020)].

En outre, d’autres virus a potentiel oncogéne, comme le MCPV (Merkel Cell
Polyomavirus) qui a été détecté dans le tractus nasopharyngé, les amygdales, les
glandes salivaires et les poumons, peuvent jouer un role important ainsi qu’elle HHV8
(Human Herpes Virus type 8) qui est associé au sarcome de kaposi (ks), une tumeur se
présentant souvent dans la muqueuse buccale ou la peau; les tumeurs ks sont
susceptibles de se développer dans les cellules endothéliales, en particulier dans la
paroi des vaisseaux lymphatiques [(krueger et al., 2010) ; (Vazquez-Guillen et al.,
2018)].

3.3. Facteurs nutritionnels

Les preuves sont convaincantes que les regimes riches en légumes et en fruits
diminuent le risque de cancer des VADS, inversement, I'apport insuffisant de léegumes

et des fruits augmente le risque de ce cancer (Syrjanen & Syrjanen, 2019).

Les carences vitaminiques faciliteraient la survenue de plusieurs types des
cancers parmi eux, les cancers des VADS, notamment en vitamine A, vitamine B,

vitamine C, vitamine D, vitamine K liées a une malnutrition (Andres, 2011).

3.4. Facteurs environnementaux

En 2004, le formaldéhyde a été classé comme substance cancérigene avérée chez
I’homme pour le cancer du nasopharynx, I’exposition a ce produit dans plus d’une
centaine de milieux professionnels tels que: Vétérinaire, cosmétique, industrie,
agriculture. Par ailleurs, L’exposition a la poussiére de bois et de cuire a €té classée
officiellement : cancérigene avére, pour les cancers nasopharynx, fosses nasal, sinus
ethmoide (Deneuve, 2019).

4. Corrélation entre EBV et HBV dans les cancers des VADS

Les oncovirus contribuent a 12% des cancers dans le monde; dont deux virus a
ADN: I’EBV et ’'HPV, sont associés a 38% de tous les cancers associés a des virus;

les cancers de I'oropharynx sont principalement associés a I'infection par ’'HPV, et les
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cancers du nasopharynx sont associés au EBV [(Tao al., 2016) ; (Sinha & Gajra,
2021)].

L'influence du HPV a également été associée au cancer du larynx, le plus
fréquemment aux sous-types 16 et 18 (Trevifio-Gonzalez et al., 2017).

Les carcinomes associés a I'EBV présentent une infection latente non répétée,
dans laquelle la traduction est limitée a des genes particuliers, les produits génétiques
des infections latentes, tels que les ARN codés par 'EBV (EBER), sont oncogenes
(Carpén et al., 2020).
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1. Objectif

L’objectif de ce travail est de réaliser une étude de synthése a partir de trois
articles sur la coprésence et la coinfection des voies aérodigestives supérieures
(VADS) par deux virus oncogenes du groupe I: I’'HPV et 'EBV responsables de
plusieurs types de cancers chez ’homme, sachant qu’ils sont signalés dans la

progression des carcinomes humains, y compris les cancers des VADS.
2. Méthodologie

Pour effectuer cette recherche, un traitement de trois articles a été réalisé.
v  Article1:
Co-presence of human papillomaviruses and Epstein—Barr virus is linked with
advanced tumor stage: a tissue microarray study in head and neck cancer
patients (Coprésence de papillomavirus humains et le virus d'Epstein-Barr est
lié au stade avance de la tumeur : une etude de microréseaux tissulaires chez des

patients atteints de cancer de la téte et du cou).

Un travail réalisé par Al-Moustafa et al (2020,), afin d’explorer la coprésence
des HPV haute risque (HPV-HR) (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58) et de ’EBV dans

les échantillons de cancers des VADS (HN) provenant de 98 patients bosniaques.
v' Article 2 :

Co-incidence of Human Papillomaviruses and Epstein—-Barr Virus Is
Associated With High to Intermediate Tumor Grade in Human Head and Neck
Cancer in Syria (Coincidence du Papillomavirus humain et d'Epstein-Barr est
associée a un grade tumoral élevé a intermédiaire dans les cancers de la téte et du

cou en Syrie)

Une étude effectuée par Al-Moustafa et al (2020p), pour but d’évaluer la
présence des HPV-HR et de ’EBV et leur association avec le phénotype tumoral dans
les échantillons des cancers de VADS de 80 patients syriens.

v Article 3 :

Infection and co-infection by human papillomavirus, Epstein-Barr virus and
Merkel cell polyomavirus in patients with squamous cell carcinoma of the larynx:

a retrospective study (Infection et coinfection par le papillomavirus humain, le
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virus d'Epstein Barr et le polyomavirus des cellules de Merkel chez les patients
atteints de carcinome épidermique du larynx : une étude rétrospective).

Cette derniére menée par Vazquez-Guillen et al (2018), pour déterminer la
prévalence de I’infection et de la coinfection par le HPV, ’EBV et le MCPV dans les
tissus tumoraux des cas de cancers larynges, dans un hépital de soin de troisiéme
niveau, dont la couverture inclut 195 patients de tout le nord-est du Mexique entre
2012-2015.

2.1. La collecte des échantillons

D’apres les trois articles, tous les tissus ont été fixés au formol et inclus dans la
paraffine (FFPE: formalin-fixed-paraffin-embedded) provenant de carcinomes
spinocellulaires des VADS.

Toutes les lames d'hématoxyline et d'éosine ont été réexaminées afin de
confirmer le diagnostic et de selectionner les echantillons appropriés avant de les
utiliser pour la détection des oncovirus par des analyses moléculaires par Réaction de
Polymérisation en Chaine (PCR) et parles puces a ADN tissulaires (TMA) ainsi que
par Immunohistochimie (IHC).

2.2. Extraction d’ADN

Aprés déparaffinage, l'extraction de I'ADN des tissus FFPE a été réalisée a l'aide
du kit FFPE DNA/RNA de Qiagen® pour les deux premiers articles; par contre le
troisieme article, la présence et le génotypage spécifique de I'ADN HPV ont été
déterminés a l'aide du kit de genotypage INNO-LIiPA Extra Il Amp.

Des aliquotes de 200ul d'échantillons ont été digérés avec 20ul de protéinase K
et 200ul de tampon de lyse AL a 56°C, pendant 10min. La précipitation de I'ADN a
été performée en ajoutant 200ul d'éthanol a 96%; suivis d'une étape d'élution de I'ADN
avec 200ul de tampon AE et stockés a - 20°C.

2.3. Détection de PADN d’HPV-HR et de PADN d’EBV

Aprés la purification d’ADN génomique, la détection d’ADN du HPV et de
I’EBV a été réalisée par PCR en utilisant des amorces spécifiques pour les génes
E6/E7 pour HPV-HR et L1 pour ’'HPV et les amorces spécifiques pour les genes
LMP1/EBNA1 pour 'EBV. Le gene GAPDH a eté utilisé comme contr6le interne

dans les 2 articles.
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2.3.1.PCR conventionnelle
La technique a éte utilisee par les 3 articles :
A. Principe

La PCR est une technique automatisée et basée sur le mécanisme de la
réplication de I’ADN In vitro: I’ADN bicaténaire est déroulé en ADN monocaténaire,
puis dupliqué et «réenroulé» (Somma &Querci, 2005), cette technique s’effectue
dans un thermo-cycleur permettant des changements tres rapide de températures.
Ainsi, le fragment amplifié peut étre visualisé directement sur gel ou étre réveillé par
une sonde marquée, ce qui augmente encore la sensibilité de la technique (Mammette,
2002).

B. Technique

Concernant ’EBV, I"amplification des génes LMP1/EBNAL a été réalisée dans
I’article 2 et seulement le gene LMP1 dans I’article 1.

Concernant I’HPV, ’amplification des génes L1 et E6/E7 a été réalisée dans
I’article 1 et les genes E6/E7 dans I’article 2.

Le programme de PCR suivi était presque le méme pour tous les genes et dans
tous les articles traités dans cette étude, avec de petites variations dans la température
d’¢longation dépendant de la température de fusion de chaque amorce. Il était comme
suit:

e Dénaturation initiale : 95 °C pendant 10 min.
e Dénaturation : 95°C pendant 30s. n
e Hybridation : 50-62°C pendant 1 min selon

= 40 cycles
la température de fusion de chaque amorce.

e Elongation : 72°C pendant 1min. _

e Elongation finale : 72°C pendant 10 min.
C. Electrophorese

L’¢lectrophorése sur gel d’agarose est une méthode utilisée de facon standard
pour but de séparer, identifier et purifier des fragments d’ADN. Elle est effectuee dans
une cuve horizontale. La concentration du gel varie en fonction de la taille du fragment
d’ADN analysé, le produit PCR de chaque géne a été résolu par électrophorése sur gel

d'agarose a 1,5%.
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Concernant le troisieme article, apres les tests de génotypage du HPV, la

détection de 'EBV et du MCPV a été effectuée par des réactions indépendantes de

gPCR en temps réel avec des sondes d’hydrolyse en utilisant le Taq Man Universal

PCR Master Mix. Les génes amplifiés par cette technique sont: LMP2 pour I’EBV,

VP1 pour MCPV.

Un fragment d’ADN synthétique (gBlocks Gene Fragment, IDT) qui contient

des séquences des amplicons de ’EBV et du MCPV a ét¢é utilisé¢ pour le controle de

I’amplification et pour la génération de courbes standard afin d'évaluer l'efficacité et

les limites de détection des deux tests.

Toutes les amorces utilisées par les trois articles sont récapitulés dans le tableau 6.

Tableau 6: Les amorces utilisées (Les trois articles)

Virus Article | Génes
HPV

let 2 E6/E7

L1 (65pb)

EBV let2 LMP1

3 LMP2 (69pb)

2 EBNA1
MCPV 3 VP1 (92pb)

Controle | let?2 GAPDH
Interne

Amoreces sens et reverses

Non mentionné dans ’article

MYO09 / MY11 et GP5/ GP6

5’TTG GAG ATT CTC TGG CGA CT3’
5’AGT CAT CGT GGT GGT GTT CA3’
5’AGC TGT AAC TGT GGT TTC CAT
GACY’

5’GCC CCC TGG CGA AGA G3°

Non mentionné dans ’article

5" TAC AAG CAC TCC ACC AAA GC3’

5’ CAG CAT GGC TAA GAT AAT CAG
AAA C3°

5’GAA GGC CAT GCC AGT GAG CT3'
5’ CCG GGA AAC TGT GGC GTG AT3'

2.3.3.Puce a ADN tissulaires (tissue microarrays TMA)

Cette technique permet de définir des plans expérimentaux sur un trés grand

nombre de tissus, les échantillons de tumeurs et les contrdles ont été intégrés dans

un bloc TMA paraffine vierge a lI'aide d'un tissue non automatisé.
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Chez la population bosniaque (article 1), deux blocs de TMA de 1,0mm de
diamétre ont été préleves a partir de98 échantillons FFPE provenant de patients
avec un carcinome spinocellulaire oral confirmé. Chez la population syrienne
(article 2), trois blocs de TMA de 1,0mm de diaméetre ont été prélevés a partir de 80

échantillons de tissus en bloc de patients atteints de cancer du VADS.

A l’aide de I’ hématoxyline et 1’éosin, ils ont coloré les sections de 4um qui ont
été déja coupé pour Vérifier le diagnostic histologique. Ensuite, des lames des blocs

achevés ont été utilisées pour le test d'immunohistochimie.

2.3.4. Immunohistochimie (IHC)

Cette technique a pour but de récupérer les antigenes des E6 de HPV et LMP1
d’EBV, la technique a été utilisée dans I’article 1 et 2, chaque lame a subi les étapes

suivant :

e Déparaffinage dans I’alcool gradué.

e Réhydratation.

e Ebullition dans un tampon de citrate 10Mm (pH=6).

¢ Blocage de I’activité peroxydase endogéne dans les tissus réhydratées par
une solution qui contient la peroxydase d’hydrogéné 3% dans le méthanol

pendant 10min a température ambiante.

Apreés ces étapes de préparation des lames TMA, elles sont incubées a 37°c
pendent 35min avec les anticorps monoclonaux et polyclonaux a [Iaide
d’immunocoleur automatisé. Les tumeurs ont été considérées comme positifs pour les
oncoprotéins E6/LMPL1 si les cellules cancéreuses présentant une positivité >1; en cas
d'expression de la protéine LMP1 (EBV). lls ont également évalué la présence d'une
infection virale dans les lymphocytes infiltrant la tumeur et les cellules stromales. Le

tableau 7 récapitule toutes les techniques utilisées dans les trois articles.
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Tableau 7: les techniques utilisées dans les trois articles (Les trois articles).

Article Les techniques utilisées

1 PCR conventionnelle
Puce a ADN tissulaires (TMA)
Immunohistochimie (IHC)

2 PCR conventionnelle
Puce a ADN tissulaires (TMA)
Immunohistochimie (IHC)

3 Détection par génotypage pour HPV
PCR en temps réel pour EBV et MCPV

2.4. Analyse statistique

A T’aide des différents tests, la corrélation entre la présence des deux virus HPV
et PEBV avec le grade de carcinomes et les caracteéristiques clinico-pathologiques a
été étudiée.

Concernant le premier article, le test de rang de corrélation de Spearman a été
utilis€ pour évaluer la signification de l'association entre le HPV et ’EBV, ils ont
utilisé le test de y2 avec correction de Yates pour évaluer la signification de
I'association entre les données clinico-pathologiques et la coprésence des HPV et des
EBV.

Dans le deuxieme article, seul le test x2 a été utilisé avec correction de Yates
pour explorer la signification de l'association entre le grade de la tumeur et la co-
incidence des HPV-HR et de I'EBV.

Le test du y2 et test U de Mann-Whitney ou le test exact de Fisher ont été
utilisé par Vazquez-Guillen et al (2018) pour la prévalence des HPV et de leurs
génotypes, celle de 'EBV et du MCPV était basée sur la détection positive/négative de
I'ADN viral dans les tissus tumoraux et a été comparée aux caractéristiques cliniques

et anatomo-pathologiques des patients.
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Afin d’étudier la présence des HPV-HR et de ’EBV dans les tissus cancéreux
humains des VADS, trois articles ont été analysés dans ce travail, les données ont été

interprétées selon les paramétres suivants :
1. Selon I’age

L’étude d’Al-Moustafa et al (2020a2) (article 1) avait pour but d’étudier la
coprésence et la coopération de deux virus dans l'initiation et / ou a la progression des
carcinomes humains, principalement des VADS, sur la population bosniaque. L’age
moyen des patients était de 62,8 ans avec des extrémes d’age allant de 24 a 91ans.

Le méme auteur en collaboration avec d’autres chercheurs, Al-Moustafa et al
(2020y) (Article 2) ont évalué la présence des HPV-HR et de I'EBV et leur association
avec le phénotype tumoral dans les échantillons de cancers humains des VADS dans la
région de Moyen-Orient, plus exactement en Syrie. L’dge moyen dans cette étude
était de 54,51ans.

Vazquez-Guillen et al (2018) (Article 3), quant a eux, ont effectué une étude
rétrospective dans un hopital de soins de troisieme niveau, dont la couverture inclut
des patients de tout le nord-est du Mexique, pour déterminer la prévalence de
I'infection et de la coinfection par le HPV, I'EBV ainsi que le MCPV dans les tissus
tumoraux d’un type de cancers des VADS, le carcinome de larynx. Dans cette étude, la

plupart des patients appartenaient a la tranche d’age de 60ans et plus.
2. Selon le sexe

Dans les trois articles analysés la majorité des patients étaient de sexe masculin,
dans la population bosniaque, la proportion d'hommes était de 72,8%. Chez les
patients syriens, 91,25% étaient des hommes et seulement 8,75% étaient des femmes.

De méme dans I’étude de Vazquez-Guillen et al (2018), elle comportait 94,9%

de mexicains et 5,1% de mexicaines.
3. Selon le type de cancer

Dans la population bosniaque, 1’étude a porté sur un total de 140 cas de cancers
dont 123 carcinomes de VADS et 17 cas de carcinomes de différente localisation
(peau, col de l'utérus et cesophage). Concernant les carcinomes de VADS, I'étude a
porté sur des cancers originaires de la cavité buccale (66,4%), suivis par les cancers du
larynx (17,9%) et les cancers du pharynx (3,6%). Les autres localisations anatomiques

(peau, col de l'utérus) étaient représentées par 10,7% des cas. Parmi les cas étudiés,
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ont été marqué différent grade de tumeur (G1, G2, G3), et aussi différent stade de

tumeur.

Chez la population syrienne, ElI-Moustafa et al (2020,) ont mené I’étude
concernant la co-incidence de HPV et 'EBV avec le grade de la tumeur dans les
cancers des VADS sur 80 échantillons, parmi lesquels, 57 a partir du larynx (71,25%),
19 de la lévre inférieure (23,75%), 3 de la lévre supérieure (3,75%), et 1 cas a partir du
nasopharynx (1,25%).

Concernant 1’étude sur I’infection et la coinfection par les trois virus chez les
patients atteints de cancers au niveau du larynx, réalisée par Vazquez-Guillen et al
(2018) sur 215 échantillons, 20 ont été exclus parce qu'ils ont été testés négatifs pour
les contréles internes du test de génotypage du HPV et 195 echantillons donnant des
résultats valides. 67,2% des échantillons étudiés correspondaient a des biopsies de
tumeurs laryngées et 32,8% a des résections complétes du larynx (laryngectomies),
principalement localisée dans le sous-site de la glotte (62,6%). Le grade modérément

différencié avec une certaine kératinisation était predominant avec un taux de 84,1%.
4. Selon la présence d’HPV/EBV
4.1.Chez la population Bosniaque
4.1.1. HPV-HR

Sur un total de 123 échantillons des cancers, seulement 98 cas des VADS
avaient des blocs FFPE disponibles pour la TMA et PCR qui sont interprétables pour
le HPV et I'EBV.
un total de 55 échantillons (56,1%) étaient positifs pour E6 des HPV-HR, les plus
exprimés dans les échantillons bosniaques étaient le HPV18 (56%), suivi du HPV58
(48%), du HPV45 (27%), du HPV16 (21%), le HPV52 (14%), le HPV31 et le HPV51
(9,2% chacun) et le HPV 35 (3%).

De plus, 13 (13,2%) des 98 échantillons étaient co-infectés par les HPV16 et 18. En
outre, les cancers des VADS bosniaques étaient co-infectés par plus d'un type de HPV
dans 49 des 98 échantillons (50%).

En ce qui concerne la distribution anatomique de ces oncovirus, 94 cas
étaient disponibles parmi les 98 cas. Ainsi, 29 des 64 échantillons des carcinomes
épidermoides buccaux (45,3%) était positifs pour E6 d’HPV-HR.

Parmi les 98 échantillons, 79 ont été utilisés pour I’immunohistochimie
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(IHC) afin de détecter E6 d’HPV-HR. Les 19 cas restants n'étaient pas
interprétables en raison de la rareté des tissus cancéreux dans les blocs de TMA.
La fréquence de positivité¢ d’E6 d’HPV dans ces échantillons par IHC était de 57%
(45/79), ce qui est en concorde avec celles de la PCR. 13 cas (16,5%) présentaient
une expression diffuse (90-100%) et forte de la protéine E6 du HPV dans les
cellules cancéreuses tandis que 10 cas (12,6%) présentaient une faible expression
de I'E6 du HPV (1-25% de cellules cancéreuses positives), elle était a la fois
cytoplasmique et nucléaire. Les 34 autres cas étaient négatifs pour I'expression E6
d’HPV.

De plus, Il a été constaté que l'expression de I'E6 du HPV a haut risque était
détectée de maniére élevée dans le larynx (87,5%) et le pharynx (80%), puis dans

la cavité buccale (44,6%).
4.1.2. EBV

Les résultats ont été obtenus par PCR, parmi les 98 cas valide, 68 (69,3%)
des échantillons étaient positifs pour LMP1 de I'EBV dont 64 échantillons des
carcinomes épidermoides buccaux 50 (78,1%) étaient positifs pour LMP1 de
I'EBV.

Pour les résultats obtenus par IHC, l'oncoprotéine LMP1 de I'EBV était
disponible pour 68 cas, neuf cas n'étant pas évaluables en raison de la rareté ou de
I'absence totale de tissus cancéreux. LMP1 était positif dans 42 (71%) des 59 cas.
Le pourcentage moyen de protéine LMP1 dans les cellules cancéreuses était de
46%. LMP1 était principalement cytoplasmique et membranaire. Aucune
expression nucléaire n'a été observée dans aucun des cas testés. LMP1 était
fortement exprimé dans le pharynx (100%), suivi de la cavité orale (76%) et du
larynx (33,3%). La positivité de I'EBV n'avait pas d'association significative avec

le grade de la tumeur et le stade tumoral.
4.1.3. HPV-HR/EBV

Sur les 98échantillons, 34 (34,7%) étaient positifs a la fois pour HPV et EBV par
la technique de PCR. Il existe une corrélation significative entre la co-incidence et la
co-infection de I'EBV avec les différents types de HPV-HR dans les échantillons des
VADS (Tableau8).
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Tableau 8: Prévalence des types d’HPV-HR en fonction du statut EBV dans les blocs
des cancers des VADS (n = 98) (Al-Moustafa et al., 2020a).

ﬂ‘b% Typer dHPV-HR
Ly

7 No.des cas
R 16 18 3 3 35 45 51 52 58

La coinfection par les deux virus par rapport aux types de VADS était
principalement dans des carcinomes épidermoides buccaux ou 37,5% des échantillons
étaient positifs a la fois en HPV et en EBV. En outre, dans Ces échantillons de
cancers buccaux, une association significative a été observée entre I'EBV et plusieurs
types de HPV-HR [HPV-16 (p=0,000), HPV-18 (p=0,0005), HPV-31 (p=0,000),
HPV-35 (p=0), HPV-45 (p=0,006), HPV-51 (p=0,000), HPV-58 (p=0,02)].

Selon les résultats obtenus par IHC, dix-sept des 57 échantillons (29,8%) étaient
positifs a la fois pour I'EBV et les HPV dans les cancers des VADS, Sept cas étaient a
la fois négatifs pour le HPV et 'EBV.

De plus, ils ont constaté que la co-expression de LMP1 de I'EBV et de E6 des HPV-

HR (EBV+/HPV+) est associée a un stade avance de la tumeur.
4.2.Chez la population syrienne
4.2.1. HPV-HR

Pour traiter I’incidence des HPV-HR (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58) dans 80
échantillons de cancers des VADS provenant de la population syrienne, les techniques
PCR et IHC ont été utilisées, a revelé que 35 (43,7%) sont positifs pour les HPV-HR
(Tableau 9), et que tous les échantillons positifs sont co-infectés par plus d'un type.
En ce qui concerne le génotypage des HPV-HR dans ces échantillons, les résultats
montrent que les HPV-HR les plus répandus parmi les échantillons positifs sont les
types 33 (34/80), 16 (31/80), 18 (28/80), 45 (25/80), 52 (22/80),58 (21/80), 35 (18/80),
51 (15/80) et 31 (13/80).

4.2.2.EBV

Parmi les 80 cas étudiés, 51,2% sont positifs pour EBV dans les cancers des
VADS (Tableau 9).
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Tableau 9: Détection des HPV a haut risque et des EBV dans les cancers humains des
VADS (Al-Moustafa et al., 2020p).

Nombre d'échantillon HPVs+ EBV+ HPVs+/EBV+
cas positifs 35/80 41/80 25/80
(%) (43.7) (51.2) (31.2)

4.2.3.HPV-HR/EBV

Sur le total de 80 cas de VADS 25 (31,2%) étaient positifs a la fois pour les
HPV-HR et les EBV (Tableau 10).

Dans la majorité des cas, 88% sont associes a une forme de carcinome invasif de
grade élevé/intermédiaire, par rapport aux cas EBV+/HPV- 4/10 (40%), EBV-/HPV+
5/16 (31,2%) et EBV-/HPV- 3/29 (10,2%) (Tableau 10).

Tableau 10: HPV-HR et EBV statut en relation avec le grade de la tumeur dans les
échantillons des VADS (Al-Moustafa et al., 2020).

EBV/HPVs EBV*/HPVs*® EBV'/HPVs~- EBV /HPVs® EBV /HPVs™
status (%%) (26) (96) (%)
TUMOR GRADE
sleve 5 (20.0) 1 (10.0) 2 (12.5) 13.9)
intermeédiaire 17 (68.0) 3 (30.0) 3(18.7) 2 (6.8
faible 3 (12.0) 6 (60.0) 11 (68.7) 26 (89.6)
258312 10 (12.5 16 (20.0) 29 (362
nombres des
échantillons

Il est important de souligner que le phénotype de cancer chez les HPV+/EBV+
n'était pas lié a un type de HPV spécifique puisque tous les cas positifs étaient infectes
par plus d'un type de HPV-HR.

4.3. Chez la population mexicaine
4.3.1.HPV

Vazquez-Guillen et ces collaborateurs en 2018, ont traité un total de 215
échantillons de tissus tumoraux avec un diagnostic de carcinome épidermoide, dont 20
ont été exclus parce qu'ils ont été testés négatifs pour les contrdles internes du test de
génotypage du HPV, l'échantillonnage de I'étude comprenait donc 195 spécimens

donnant des résultats valides.
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L'ADN du HPV a été détecté dans 93 (47,7%) échantillons de tissu tumoral. Dix
génotypes différents ont été identifiés dont six HPV-HR et quatre HPV-BR.

Pour les HPV-HR, le HPV-52 était le premier génotype le plus fréquemment
détecté avec 51 cas correspondant a 54,8% des échantillons positifs pour le HPV, 12
(23,5%) en tant qu'infection unique et 39 (76,5%) associés a d'autres génotypes. Le
HPV-16 a été détecté dans 11 (11,8%) cas, dont trois (27,3%) en tant que détection
unique et huit (72,7%) en combinaison avec d'autres. L'ADN du HPV-31 a été trouvé
dans 10 cas (10,75 %) et toujours combiné avec le HPV-52 et d'autres génotypes. Le
HPV-45 a été détecté dans neuf cas (9,7%), 2 (22,2%) en association et 7 (77,8%) en
détection unique.

Concernant les HPV-HR probable, 'ADN du HPV-26 et du HPV-82 n'a été détecté
qu'une seule fois (1,1%) et en association avec d'autres genotypes.

Pour les HPV-BR, le HPV-11 a €té le plus fréeqguemment détecte avec 68 (73,1%)
cas, dont 24 (35,3%) en tant que génotype unique et 44 (64,7%) en coinfection avec
d'autres genotypes. Le HPV-6 a eté détecté dans 10 cas (10,7%) et toujours en
association avec d'autres. Les HPV-40 et HPV-54 ont été detectés dans 7 (7,5%) et 1
(1,1%) cas, respectivement, et toujours en association avec d'autres génotypes
(Tableau 11).

Tableau 11: L’infection par différents types d’HPV-HR (Vazquez-Guillen et al.,
2018).

HPV-HR HPV-HRp HPV-BR
types HPV 52 | 16 | 3152 | 45 | 26 | 8 | 11 | 6| 40 | 54
L 51 | 11 | 10 9 1 1 68 7 | 1
(0)
Cas infecte (%) | 548)| (11.8)| (10.75) | (0.7) | (1.1) | (.1 | @3.1)| | @5 | €1

Infection 12 3 7 24
unique(%o) (23.5) | (27.3) - (77.8) - - (35.3) | — - -
'do\'?l?tcrlsg . 39 8 2 44

génotypes(%) (765) (727) = (222) - — (647) — = —

() non indiquée.
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4.3.2.EBV

L'ADN de I'EBV a été détecté dans 54 (27,7 %) échantillons de tissu tumoral,

dont seulement 10 cas ne sont pas associés avec d’autres virus.

4.3.3.HPV-HR/EBV/ MCPV

Parmi les 54 cas d’EBV qui sont détectés, 25 (46,3%) étaient combinés a 'ADN
du HPV dont 16 (29,6%) HPV-HR et trois(5,5%) ont été combinés a I'ADN du
MCPV.

Seuls 11 cas (5,6%) étaient positifs pour I'ADN du MCPV et parmi ceux-ci, cing
(45,4%) étaient positifs 'ADN du HPV-HR. Un seul échantillon était positif pour
I'ADN des trois virus évalués et d'aprés son dossier clinique, ce patient ne consommait

ni tabac ni alcool.

Concernant la distribution des différents virus dans les différents tissus de SCC
larynge, l'infection par 'HPV a été détectée dans 47,7% des échantillons de tissu
laryngé de SCC examinés, et 27,7% des tissus tumoraux du larynx étaient positifs pour

I'EBV et seulement 5,6% de ces tissus éetaient positifs pour le MCPV.
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Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) touchent plus de
400 000 patients chaque année dans le monde, avec une prévalence en constante

augmentation. Les cancers des VADS représentent un probléme de santé publique, ils
se situent actuellement a la sixiéme place mondiale parmi tous les cancers (Toledo et
al., 2010). La prévalence de ces cancers varie selon le type et la région.

Les cancers des VADS regroupent les cancers de la cavité buccale, du pharynx
et du larynx (Aupérin & Hill, 2005). Selon I’étude réalis¢ par Al-Moustafa et al
(20202), la proportion de cancers de la cavité buccale était de 66,4% dans la
population bosniaque, ce qui est confirmé par Ferlay et al (2010) ou les cancers de la
cavité buccale étaient détectés avec une fréquence de 66,62%, inversement aux Etats-
Unis d'Amérique, ou le nombre total de nouveaux cas de carcinomes spinocellulaires
oraux est estimé a 47 010, ce qui représente environ 1,2% du nombre total de tumeurs
malignes signalées (Sarode et al., 2020).

Le cancer de larynx était le deuxiéme cancer des VADS le plus fréquent
(Vazquez-Guillen et al., 2018), ce qui est en accord avec I’étude de Tamaki et al
(2017) aux Etats-Unis, o il représentait un quart des cancers des VADS, avec environ
12 000 cas diagnostiqués chaque année.

Le cancer du nasopharynx qui est un autre type des cancers des VADS, a une
répartition géographique particuliére. Il est rare en Amérique du Nord, en Europe de
1’Ouest, au Japon ou I’incidence est de moins de 1/100 000. Il représente moins de
2% des carcinomes des voies aérodigestives supérieures en France. Il s’observe surtout
en Chine du Sud en particulier dans la région de Canton, ou les taux d’incidence
peuvent atteindre 50/100 000, des taux intermédiaires sont observés en Asie du Sud-
est et en Afrique du Nord. Les populations Inuits de 1’ Arctique ont également des taux
d’incidence élevés (Aupérin & Hill, 2005).

La plupart des patients appartenaient a la tranche d’age de 51 ans et plus dans les
trois articles ce qui est en accord avec plusieurs études qui ont trouvé une proportion
plus élevée de cas de cancers du larynx chez les patients masculins agés de plus de 60
ans [(Hernandez et al., 2014) ; (Urban et al., 2014)].

Dans les trois articles analysés la majorité des patients étaient de sexe masculin,
selon Al-Moustafa et al., (2020p) 91,25% étaient des hommes, ce qui est trés proche
de I’étude de Vazquez-Guillen et al (2018) dont la proportion comportait 94,9% de
mexicains, parallelement Chez la population bosniaque la proportion d'hommes était
de 72,8% (Al-Moustafa et al., 20205).Ceci est cohérent avec 1’étude de Yokoyama et

al (2019)qui ont trouvé que les cancers des VADS sont fréguemment détectés a un

36



Discussion

stade précoce par un dépistage endoscopique chez les hommes japonais alcooliques.
En France, la population masculine a le dix-huitiéme taux d’incidence le plus éleve au
monde et le troisieme en Europe (Luce et al., 2011). Les hommes sont plus
susceptibles de développer un cancer du larynx que les femmes, avec une incidence
respective de 4,1 contre 0,9 pour 100 000 habitants (Chen et al., 2018).

La consommation de tabac est la premiere cause connue de cancers des VADS,
suivis par les infections virales par le HPV-HR et 'EBV qui sont associées au

développement et/ou la progression des cancer des VADS (Al-Moustafa et al., 2020).

Le CIRC a établi que HPV était un important agent cancérigéne humain causant
le cancer des VADS (Strycharz-Dudziak et al., 2017) ce qui est en accord avec ces
études.

L’étude d’Al-Moustafa et al (2020,) en Syrie, a montré que les types de HPV
les plus fréquents dans le cancer des VADS étaient le 33, 16, 18, 45, 52, 58, 35, 51, et
31, ce qui est en accord avec I’étude du méme auteur dans la population bosniaque, ou
les types retrouvés étaient le18, 58, 45, 16, 52, 31, 51, 35 (Al-Moustafa et al., 2020,).

En outre, le HPV-18 était responsable de la majorité des carcinomes
buccaux (45,3%) par rapport aux autres carcinomes des VADS (larynx et
pharynx) (kreimer et al., 2005). L’étude de Gabrielli-Fregonesi et al (2003)a
trouvé une positivité du HPV 16/18 dans 40% des lésions buccales prémalignes
brésiliennes; alors qu’une autre étude n’a trouvé que 17% de positivité du
HPV 16/18 dans des échantillons provenant du Colorado aux Etats-Unis
(Shroyer et al., 1991).

Dans 1’étude d’Al-Moustafa et al (2020a), I’infection par ’EBV été observée
dans 69,3% des cas atteints de cancer des VADS et dans une autre étude, PEBV était
observé a une forte association avec le cancer de nasopharynx (Nguyen et al., 2020).

Cette eétude a montré une association significative entre la coprésence de I'EBV
et des HPV-HR dans les VADS (Al-Moustafa et al., 2020,).Ces résultats, sont en
accord avec une étude réalisée par Jiang et al (2015)ou une corrélation significative a
été trouvée entre 'EBV et HPV dans les cancers oropharyngées. Ces études sont en
corrélation avec I’étude d’Al-Moustafa et al (2020p), ou la co-incidence d’HPV-HR
et PTEBV est liée & un phénotype de cancer plus agressif des cancers des VADS dans
la population syrienne.

Selon Al-Moustafa et al (2020.) le HPV-HR inhibe les modifications du
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génome de I'EBV dans les cellules orales normales et induit la récurrence lytique
de I'EBV dans les cellules épithéliales en cours de différenciation, ce qui indique
que la coinfection par le HPV pourrait renforcer la pathogenese dirigée par I'EBV
dans la cavité buccale. Ainsi, les coinfections par HPV-HR et 'EBV pourrait avoir un
impact dans l'initiation et/ou la progression des tumeurs (Strycharz-Dudziak et al.,
2017).

Les cancers des VADS peuvent étre liés a d’autres virus a potentiel oncogene,
comme le MCPV (Merkel cell polyomavirus), ce qui a été détecté dans I’étude de
Vazquez-Guillen et al (2018).Ce virus peut étre détecté dans le tractus nasopharyngé,
les amygdales, les glandes salivaires. 1l peut jouer un réle important avec le HHV-8
(Human Herpes Virus type 8), dans le développement du sarcome de kaposi (ks), une
tumeur se présentant souvent dans la muqueuse buccale ou la peau; les tumeurs ks sont
susceptibles de se développer dans les cellules endothéliales, en particulier dans la
paroi des vaisseaux lymphatiques (krueger et al., 2010).
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Les principaux facteurs de risque des cancers des voies aérodigestives
superieures sont alcool et le tabac, mais il existe des oncovirus connus, qui peuvent
étre co-présents et coopérer dans l'initiation et la progression des carcinomes humains,
y compris ceux des VADS tels que le virus d'Epstein-Barr et le virus du papillome
humain [(Lescaille et al., 2011) ; (Al-Moustafa et al., 2020)].

Cliniquement, les tumeurs des VADS positives pour le HPV ou I'EBV sont plus
radiosensibles que les tumeurs associées au tabac et a l'alcool (Nathan et al.,
2016).Les cancers viraux restent beaucoup moins dangereux que les cancers
spontanes, car en général, une cellule infectée par n'importe quel agent pathogéne
produira des antigénes spécifiques, ce qui alertera les défenses immunitaires (Haddad,

2000), d’ou I’intérét de la recherche des virus dans les cancers.

A la fin de cette étude, il a été constaté que chez la population bosniaque,
I'EBV et les HPV-HR étaient co-présents dans 34,7 % des cancers des VADS et
étaient fortement associés a un stade tumoral avance du cancer des VADS, ce qui
suggere gque ces oncovirus peuvent coopérer dans la progression de ce cancer. En
parallele, 31,2% des échantillons étaient positifs a la fois pour en HPV et ’EBV
dans la population syrienne.

Le cancer de larynx qui est 1’un des types des cancers des VADS a été étudiée dans
la population mexicaine ou I’infection par le HPV a été détectée dans 47,7% et
I’EBV dans 27,7%.

Des progres remarquables continuent d'étre realisés dans la lutte mondiale contre
le cancer en empéchant la propagation de ces virus, en développant et en distribuant
des vaccins sirs et efficaces contre eux, et en identifiant les mécanismes oncogenes
utilisés par ces virus, permettant ainsi le développement de nouvelles options de
traitement pour ces tumeurs malignes humaines associées a des virus (Tao et al.,
2016).

Comme perspective de ce travail, il sera intéressant d’étudier la présence de ces
virus dans la population algérienne et plus particulierement dans la région de Tlemcen,
pour avoir le r6le de la coopération entre le HPV-HR, HPV-BR et ’EBV dans la

progression des cancers des VADS, et d’autres cancers viro-induites.
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Résumé
Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) représentent un probléme de santé publique. lls se
situent actuellement a la sixiéme place mondiale parmi les cancers. L’intoxication alcoolo-et/ou tabagique est la
premiere cause connue de cancers des VADS, suivis par les infections virales principalement par le papillomavirus
humain a haut risque (HPV-HR) et I’Epstein Barr virus (EBV) qui sont associés au développement et/ou la
progression de ces cancers.
L’objectif de ce travail est de réaliser une étude de synthése a partir de trois articles sur la coinfection par I’'HPV et
I'EBV dans les cancers des VADS dans une population bosniaque, syrienne et mexicaine. La détection des virus a
été réalisée par des analyses moléculaires par PCR, puce a ADN tissulaires (TMA) ainsi que par
I’immunohistochimie (IHC).
La plupart des patients appartenaient a la tranche d’age de 54- 64 ans et la majorité était de sexe masculin. Avec
une fréquence des cancers de la cavité buccale qui ont été détectés dans 66,62%, suivie par cancer de larynx qui est
le deuxiéme cancer des VADS le plus fréquent. Il a été constaté que I'EBV et le HPV sont co-présents dans les
cancers des VADS avec des pourcentages rapprochés: population bosniaque 34,7%, population syrienne 31,2%,
population mexicaine 46,3%; et est fortement associé a un stade tumoral avancé du cancer, ce qui suggere que ces
oncovirus peuvent coopérer dans la progression de ce cancer.
Cliniquement, ces cancers sont plus radiosensibles que les tumeurs associées au tabac et a 1'alcool d’ou I’intérét de
réaliser des études similaires pour mieux comprendre le réle de la coopération entre le HPV et ’'EBV dans la
progression des cancers des VADS.

Mots clés: HPV, EBV, Cancer des VADS, Coinfection

Abstract

Cancers of the upper aerodigestive tract (UADT) are a public health problem. They are currently the sixth most
common cancer worldwide. Alcohol and/or tobacco Intoxication is the first known cause of cancers of the upper
aerodigestive tract, followed by viral infections, mainly high-risk human papillomavirus (HPV-HR) and Epstein
Barr virus (EBV), which are associated with the development and/or progression of these cancers.

The aim of this work is to conduct a review of three articles on HPV and EBV coinfection in VADS cancers in a
Bosnian, Syrian and Mexican population. This research was carried out by molecular analysis using PCR, tissue
microarray (TMA) and immunohistochemistry (IHC).

Most of the patients were in the age group 52-64 years and the majority were male. With a frequency of oral cavity
cancers that were detected in 66.62%, followed by laryngeal cancer which is the second most frequent VADS
cancer. It was found that EBV and HPV are co-present in VADS cancers with a close percentage: Bosnian
population 34,7%, Syrian population 31,2%, Mexican population 46,3%; and is strongly associated with advanced
tumor stage of the cancer, suggesting that these oncoviruses may cooperate in the progression of this cancer.
Clinically, these cancers are more radiosensitive than tumors associated with tobacco and alcohol, hence the
interest in conducting similar studies to better understand the role of cooperation between HPV and EBV in the
progression of VADS cancers.

Keywords: HPV, EBV, VADS cancer, Coinfection.
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