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Résumé

Le cancer gastriqgue (CG) constitue un probleme de santé publique. Il peut étre lié
a plusieurs facteurs dont I’infection bactérienne par la bactérie Helicobacter pylori (H. pylori),
ou virale principalement par 1’Epstein-Barr virus (EBV) et le papillomavirus humain(HPV).

L’objectif de ce travail est de réaliser une étude de synthése a partir de deux articles
scientifiques sur l’association entre le cancer gastrique (CG) et I'infection bactérienne par
la bactérie H. pylori, ainsi que I’infection virale par deux oncovirus : ’EBV et I’HPV dans
une population marocaine et brésilienne. La détection de ces microorganismes a été réalisee
principalement par des analyses moléculaires.

L’4ge moyen différe d’une population a une autre, pour la population marocaine il était
de 52 ans et de 62 ans dans la population brésilienne. La majorité des cas était de sexe masculin.
Il a été constaté que le tiers des cas de CG étaient associés a la co-infection H. pylori-EBV (31.6%)
et que les co-infections a H. pylori-HPV sont responsables de 21.1% des cas de CG. De plus,
il est intéressant de souligner qu’aucun cas de CG n’a été lié a la co-infection HPV-EBV.

Le role de la co-infection H. pylori- EBV ou HPV dans le développement
de I’adénocarcinome gastrique est bien établi. Il serait trés intéressant d’étudier la relation
de ces microorganismes avec le développement de CG dans la population algérienne et plus

précisement dans la ville de Tlemcen.

Mots clés: Cancer Gastrique, Helicobacter. pylori, Epstein-Barr, Papillomavirus Humain,
Co-infection.



Abstract

Gastric cancer (GC) is a public health problem, it can be linked to several factors including
bacterial infection with the bacterium Helicobacter pylori (H. pylori), or viral mainly by the

Epstein-Barr virus (EBV) and the human papillomavirus (HPV).

The objective of this work is to carry out a synthesis study from two scientific articles on
the association between gastric cancer (GC) and bacterial infection by the bacterium H. pylori, as
well as viral infection by two oncoviruses: EBV and HPV in a Moroccan and Brazilian population.

The detection of these microorganisms was carried out mainly by molecular analyses.

The average age differs from one population to another, for the Moroccan population it
was 52 years and 62 years in the Brazilian population. The majority were male. He was found that
one-third of CG cases were associated with H. pylori-EBV co-infection (31.6%) and that H. pylori-
HPV co-infections are responsible for 21.1% of CG cases. Moreover, he Interestingly, no cases of
CG have been linked to HPV-EBV co-infection.

The role of H.pylori-EBV or HPV co-infection in the development of adenocarcinoma
stomach is well established. It would be very interesting to study the relationship of these
microorganisms with the development of CG in the Algerian population and more precisely in the
city of Tlemcen.

Keywords : Gastric Cancer, Helicobacter. pylori, Epstein-Barr, Papillomavirus Humain,

coinfection.
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Introduction

cancer est un probléeme majeur de santé publique dans le monde

(Siegal et al. 2021). Selon le centre international de recherche sur le cancer

(CIRC), il y a eu environ 19.3 millions de nouveaux cas de cancers et pres

de 10.0 millions de décés dus aux cancersen2020 (Ferlay et al., 2021).

Le cancer gastrique (CG) est I’un des cancers les plus courants et 1’'une des causes les plus

fréquentes de déces liés au cancer (Catalano et al., 2009), et la tumeur maligne la plus
fréquente de tube digestif supérieur (Song et al., 2021).

Les cancers peuvent étre liés a des infections microbiennes, ou certaines bactéries telle
que Helicobacter pylori, Fusobacterium spp, Borrelia burgdorferi, Escherichia coli,
Mycoplasma spp, Clostridia spp, Chlamydia trachomatis et Mycoplasma genitalium peuvent
provoquer des cancers (Elagan et al., 2021), ou encore virales ou prés de 18% des cancers
humains seraient associés a des infections virales incluant notamment les virus des hépatites
B et C(HCV, HBV), les papillomavirus (HPV) a haut risque, les herpés virus humains de
types 8 (HHV8) et I’Epstein-Barr virus (EBV) (Maréchal et Frédérique, 2013).

Helicobacter pylori (H. pylori) est 1’un des agents pathogénes les plus courants,
affectant la moitié de la population mondiale (Baj et al., 2020). Environ 20% des patients
infectés développent des ulcéres gastriques ou des modifications néoplasiques du stroma
gastrique. Une infection entraine également la progression de la transition épithéliale -
mésenchymateuse dans le tissu gastrique, augmentant la probabilité de développement
d’un CG (Baj et al., 2020)

Par ailleurs, environ 9 a 28% des carcinomes gastriques sont positives en EBV
[(Camargo et al., 2014); ( Shinozaki -Ushiku et al., 2015); (Alaoui Boukhris et al., 2021)].
C’est un biomarqueur promoteur dans le CG (Nassem et al., 2018).I’infection a EBV pourrait

étre associée a une augmentation de plus de 18 fois du risque de CG (Tavakoli et al., 2020).

Les papillomavirus quant a eux, et plus particulierement I’HPV16est considéré comme
I’un des virus importants liés au développement de tumeurs, principalement le carcinome du
col de 1’utérus, mais aussi d’autres types de cancer y compris le cancer gastrique
(Ma et al., 2007).

Dans ce contexte, ce travail consiste a la réalisation d’une synthése de deux articles
scientifiques portant sur 1’association entre le CG, I’infection bactérienne par H. pylori et

I’infection virale par deux virus : EBV et HPV.
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Le cancer gastrique et ces facteurs de risques

CHAPITRE I : Le cancer gastrique et ces facteurs de risques
1. Le cancer gastrique
1.1. Epidémiologie des cancers gastriques

Le cancer gastrique (CG) est le cinquiéme cancer le plus fréequent et la troisieme cause
de déces par cancer dans le monde (Smyth et al., 2020). Il affecte plus de 1000000 de
personnes par an et entraine environ 783000 déces chaque année, ce qui correspond a 5.7%

des nouveaux cas et 8.2% de tous les déces liés au cancer (De Sousa et al., 2021).

Le GC reste 1’un des cancers les plus courants et les plus mortels dans le monde, en
particulier chez les hommes. Dans les pays développés, il est 2.2 fois plus susceptible d’étre

diagnostiqué chez les hommes que chez les femmes (Rawla et Barsouk, 2018).

L’incidence de 1’adénocarcinome gastrique est caractérisée par une importante
disparité géographique, ainsi 1’Afrique est une région a faible risque du CG, I’Europe
occidentale et I’Amérique du Nord sont des régions a risque moyen, et I’incidence la plus
élevee est rapportée au Japon, suivi de la Chine, I’Amérique du Sud et I’Europe de I’Est et du
Sud (Mellouki et al.,2014).

Au niveau de la wilaya de Tlemcen, selon 1’étude de Behar et al., (2020) réalisée
période de cing ans (2011-2015), le cancer gastrique a été classé au cinquieme rang des dix
cancers les plus répondus dans la wilaya, une prédominance des hommes a été observée avec

60.4% contre 39.6% des femmes.
1.2. Anatomie de I’estomac

L’estomac se situe dans le quadrant supérieur gauche du foie et devant la rate, bien
qu’il fasse partie du tube digestif, I’estomac n’est pas un tube, mais plutdt un sac qui s’étend
de I’cesophage a I’intestin gréle. Parce qu’il s’agit d’un sac, I’estomac est un réservoir de
nourriture, et la digestion mécanique et chimique a lieu au niveau de ce dernier
(Scanlonet Sanders, 2007) (Figure 1).
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Figure 1 : Anatomie de I’estomac (Frank et Netter 2011)
1.3. Définition du cancer gastrique

Communément appelé cancer de 1’estomac, c’est une maladie multifactorielle
(Bae, 2021), moléculairement et phénotypiquement trés hétérogene (Smyth et al., 2020).
Le CG est séparé anatomiquement en Vvéritables adénocarcinomes gastrique et

adénocarcinomes de la jonction gastro-oesophagienne (Van Cutsem et al., 2016).
1.4. Classification moléculaire

La caractérisation moléculaire réalisée par le réseau de recherche «The Cancer
Genome Atlas» (TCGA) a divisé le CG en quatre sous types :

» Chromosomal instability neoplasia (CIN) ou les tumeurs a instabilité chromosomique
(50%) le plus fréquent dans le type intestinal, montrant une aneuploidie marquée et une
amplification focale des récepteurs tyrosine kinase.

» Microsatellite instability ou (MSI) (22%), des tumeurs caractérisées par un taux élevé
de mutations. C’est une conséquence de I’inactivation fonctionnelle du systéme de réparation
des erreurs produits au cours de la réplication de I’ADN. Les cancers MSI sont fréquents chez
I’homme et associés a de nombreuses localisation primitives (célon, estomac, endométre,

etc...).

)]
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» Lestumeurs génomiquement stables ou GS (20%), histologie de type diffus et mutation
de la voie Rat sarcoma virus (RAS) et des génes codant pour des intégrines et protéines
d’adhésion dont cadherin-1(CDH1).

» Les tumeurs positives au virus d’Epstein Barr (9%) présentent des mutations PIK3CA
(Phosphatidylinositol-4-,5-biphosphate3-kinase catalytic subunit alpha) récurrentes, une
hyper méthylation extréme de I’ADN et une amplification JAK2, PD-L1 et PD-L2)
[(Dreyer et al., 2016) ; (Collura et al., 2019) ; (Assompcéo et al., 2020)].

CIN
= Intestinal histology
e TP53 mutation
= RTK-RAS activation

EBV
= PIK3CA mutation
* PD-{ 7/2 overexpression

/’" - - EBV-CIMP
= - Body * CDKINZ2A silencing

= Immune cell signalling

MSI
* Hypermutation
= Gastric-CIMP

o
\/’ = MLH1 silencing

= Mitotic pathways
GS

= Diffuse histology

s CDH7, RHOA mutations
e CLONT8-ARHGAP fusion
* Cell adhesion

Figure 2 : Principales caractéristiques des sous types du cancer gastrique (Bass et al., 2014)
2. Les facteurs de risques de cancer gastrique

Plusieurs facteurs de risque ont été notés comme ayant un impact significatif sur le

risque accru de développer un CG (Machlowska et al., 2020).
2.1. Lesexe

Les hommes sont deux fois plus susceptibles de développer et de mourir d’un CG par
rapport aux femmes (Yang et al., 2011). Une explication possible pourrait étre di a ’effet
protecteur des cestrogenes qui peut réduire le risque de CG chez les femmes. D’autres
causes telles que les différences de régime alimentaire et I’exposition professionnelle
peuvent contribuer a 1’augmentation de [I’incidence du CG chez les hommes
(Rawla et Barsouk, 2018).
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2.2. L’age

Le CG augmente progressivement avec 1’age, avec un pic d’incidence entre 50 et70 ans
(Crew et Neugut, 2006). Néanmoins, le CG pourrait survenir chez les jeunes avant de 1’age
de 40 ans (Mellouki et al., 2014).

2.3. Facteurs génétiques et héréditaires

Les CG héréditaires avec un modele d’héritage mendélien englobent moins de 3% de
tous les carcinomes gastriques (Machlowska et al., 2020).Les mutations germinales du géne
suppresseur de tumeur CDH1 codant la molécule d’adhésion intercellulaire E-cadherine, sont
a I’origine du syndrome de cancer gastrique héréditaire diffus (CGHD). Les familles portant
les mutations CDH1 présentent une incidence élevée de CGHD, et plus particulierement chez
les sujets jeunes (au-dessus de 45 ans). Bien que rare, I’identification de telles mutations s’est
avérée d’une valeur inestimable dans la prise en charge clinique de telles familles et dans la
prévention du CG chez les porteurs mutations CDH1 (Canedo et Machado, 2007). La forte

pénétrance du gene est de 67% chez ’homme et de 83% chez la femme (Sezeur et al., 2006).
2.4.  Les factures alimentaires

Le régime alimentaire auquel nous sommes nécessairement exposés tous les jours peut

induire ou inhiber des processus cancérigéenes :

» Une forte consommation de sel, mariné ou les aliments fumés ainsi que le poisson et
la viande seches et les glucides raffinés augmentent significativement le risque de développer
un CG (Compare et al., 2010).

» Une analyse de sous-groupe a montré que la consommation de café pourrait étre un
facteur de risque de cancer du cardia gastrique (Rawla et Barsouk, 2018).

» Une consommation élevée de graisses saturées et de cholestérol augmente le risque de
CG (Compare et al., 2010).

» Une forte consommation de 1’alcool peut provoquer une gastrite chronique ce qui
pourrait prédisposer au cancer (Tramacere et al., 2012).

» Tandis que, les fruits et les légumes contiennent de nombreux antioxydants qui
préviennent les dommages métaboliques. La vitamine C, également connue sous le nom
d’acide ascorbique, est un puissant antioxydant présent en fortes concentrations dans les

agrumes. (Rawla et Barsouk, 2018).
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2.5. Le tabagisme

La consommation de tabac telle que la consommation de narguilé a été associé a un
risque plus élevé de CG (Karimi et al., 2014). Dans les pays en développement, 17% des CG
chez les hommes et 11% chez les femmes sont attribués aux cigarettes, contre 11% chez les

hommes et 4% chez les femmes dans les pays développés (Shin et al., 2011).

2.6. L’obésité

Une meéta-analyse comprenant 24 études prospectives a révélé que le surpoids et

1’obésité étaient associés a un risque accru de cancer gastrique du cardia (Yoon et Kim, 2015).
2.7. Le groupe sanguin

La relation entre le CG et le groupe sanguin A a été rapportée pour la premiere fois en
1953.De nombreuses études ont montré que le groupe sanguin A est associé a un risque plus
élevé de CG (Rawla et Barsouk ,2018).

2.8. L’anémie

Des études ont montré que les personnes atteintes d’anémie pernicieuse ont 6.9% de

chances de développer un CG (Rawla et Barsouk, 2018).
2.9. Exposition aux produits chimiques

L’exposition professionnelle & la poussiére, aux particules a haute température et aux
métaux tels que le chrome VI a également été impliquée dans le cancer de I’estomac non
cardia. Des professions aussi variées que la transformation du bois, 1’utilisation de machines
alimentaires, la fabrication du caoutchouc, 1’extraction du charbon et la transformation des
métaux se sont avérées présenter un risque plus élevé de néoplasme du cancer gastrique
(Rawla et Barsouk, 2018).

2.10. Chirurgie gastrique

Il existe un risque accru de CG apres une chirurgie gastrique, le risque depend de la

raison de la chirurgie initiale et du type de chirurgie (Rawla et Barsouk, 2018).
2.11. Les facteurs bactériologiques

Helicobacter pylori (H. pylori) est le facteur de risque étiologique le plus important,
cette bactérie est capable de colonisée la muqueuse gastrique (Lochhead et El Omar, 2008).

La colonisation de 1’estomac humain par cette bactérie et son rdle dans le CG est 1’un des
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exemples les plus riches d’une relation complexe entre les cellules humaines, les microbes et

leur environnement (Amieva et Peek, 2016).
2.12. Les facteurs viraux

Les pathogénes viraux sont depuis longtemps impliqués comme facteurs étiologiques
dans D’apparition de certains cancers humains, dont les tumeurs gastro-intestinales
(Mirzaei et al., 2017). Parmi les facteurs viraux impliqués dans le développement d’un CG

on distingue :

v' Epstein-Barr virus (EBV) est le principal facteur pathogéne du carcinome du
nasopharynx. Des études montrent que 1’infection a EBV est également associée au
développement d’un lymphome a cellules T et d’un cancer gastrique, le lymphome de Burkitt
et le lymphome de Hodgkin [(Teow et al., 2017) ;(Sun et al., 2020)].

v' Les papillomavirus humains (HPV) qui sont associés a plusieurs cancers humains,
principal facteur de dysplasies et du cancer du col de I’utérus (Baraquin et al., 2021). Peuvent
également provoquer une gastrite chronique et évoluer vers une gastrite intestinale
atrophique métaplasie, dysplasie glandulaire et éventuellement un carcinome gastrique
(Fakhraei et al., 2016).

v/ 11 a été démontré que I’infection par le virus de 1’hépatite B (HBV) est un facteur de
risque de plusieurs cancers du systéme digestif. L’infection chronique par le HBV contribue
a un risque élevé de développement d’un cancer hépatocellulaire (CHC).Il est associé a un
risque plus élevé de CG [(Wei et al., 2015) ; ( Lebossé et Zoulim, 2021)].

v’ L’infection par le cytomégalovirus humain (HCMV) pourrait contribuer a la gastrite
et a I’étiologie du GC (Wang et al., 2020).

v Le John Cunningham virus (JCV), joue un rdle important dans le développement de
CG (Fattahi et al., 2018).

v’ Et plus récemment, le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) s’est avéré étre

associé a environ 10% des CG (Alaoui Boukhris et al., 2021).
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Chapitre 11 : Les principaux facteurs infectieux
1. Helicobacter pylori

Le lien entre le CG et I’infection a Helicobacter pylori est suspecté depuis longtemps.
Des 1994, I’organisation mondiale de la santé (OMS) a reconnu Helicobacter pylori comme
un agent carcinogéne. En 2001, une méta-analyse regroupant 1228 cancers gastriques
a confirmé ce lien (Jolissaint et al.,, 2011).Aux état Unis, la prévalence de I’infection
a H. pylori est <20% a I’age de 20 ans et 50% a 50 ans, au Japon il est également < 20%
a 20 ans mais passe a 80% au-dela de 40 ans, et en Corée 90% des adultes asymptomatiques

de plus de 20 ans sont infectés par H.pylori (Crew et Neugut, 2006).
1.1. La morphologie

Helicobacter pylori a été découverte pour la premiere fois par Marshall et Warren en
1982 a partir d’une biopsie gastrique. H. pylori est classée dans le groupe des Epsilon
protéo-bactéries, c'est une bactérie a Gram négatif, de forme spiralée, mobile grace a ses
flagelles microaérophile, son génome est composé de 1.5 Mb, dont environ 1200 génes sont
communs a toutes les souches et 200 a 400 genes situés principalement dans les zones
de plasticité ou dans I’flot de pathogénicité, sont présents de maniére variable entre
les différentes souches.Environ 30% des génes de H. pylori seraient spécifiques a 1’espece
H. pylori qui posséde un nombre important de systemes de restriction—modification et un taux
de mutations et de recombinaisons plus important que chez les autres bactéries, qui lui
conférent une forte capacité de variations génétiques [(Varon et Mégraud , 2013);
(Takahashi — Kanemistu et al., 2020)] (Figure3).

Figure 3 : Helicobacter pylori (Fougere, 2019)
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1.2. L’habitat

La couche muqueuse de 1’épithélium gastrique, en particulier la muqueuse antrale
constitue le principal habitat de H. pylori ; néanmoins, des souches de H. pylori ont été
identifiées dans le sang, la cavité buccale (salive et plaque dentaire) et dans les selles
(Razafimahefa et al., 2012).

1.3. La virulence de la bactérie

La virulence de cette bactérie dépend de plusieurs facteurs dont 1’activité uréasique
et la mobilité qui sont communs a toutes les souches de H. pylori, ainsi que d’autres facteurs
dont la présence varie d’une souche a l’autre. La protéine CagA et VacA font 1’objet
de plusieurs études et sont considérées comme étant les plus impliqués dans la virulence de

cette bactérie.

v CagA (cytotoxin associated gene A) est une protéine qui permet de classer les souches
en deux catégories : celles qui possédent un Tlot de pathogénicité complet et fonctionnel
et celles qui sont partiellement ou totalement dépourvues. Il s’agit d’une protéine a laquelle
sont associées plusieurs fonctions qui lui conférent un caractére pro-inflammatoire supérieur

des souches.

v" VacA (vaccuolating cytotoxin A) est une protéine dont le rdéle le plus connu
est la formation de vacuoles cytoplasmiques et 1I’induction de la mort des cellules épithéliales

par apoptose (Kias et al., 2008).
1.4. Mode de transmission

Des études ont montré que la bactérie H. pylori peut se propager directement
d’une personne a 1’autre ou indirectement d’une personne a I’environnement. Actuellement
les voies interpersonnelles sont responsables plus que les voies d’exposition
environnementale, la transmission de personne peut étre principalement fécale-orale

ou orale-orale (Mladénova et Durazzo, 2018).
1.5. H. pylori et CG

H. pylori est un pathogene gastrique qui colonise environ 50% de la population
mondiale. L’infection par H. pylori provoque une inflammation chronique et augmente
considérablement le risque de développer une maladie ulcéreuse duodénale et gastrique
et un CG (Wroblewski et al., 2010).
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H. pylori pourrait persister pendant des décennies voir la vie de 1’hote dans
I’environnement hostile de 1’estomac, ou il endommage la muqueuse gastrique et modifie
le schéma de libération des hormones gastriques, affectant ainsi la physiologie gastrique,

suggeérant que la réponse immunitaire de 1’hote est inefficace pour éliminer cette bactérie

[(Wroblewski et al., 2010) ;(Wang et al., 2014)].

Le centre international de recherche sur le cancer parrainé par I’organisation mondiale
de la santé, a classé I’infection H. pylori comme cancérogene de classe I, sur la base

des preuves que cette infection augmente le risque de CG (Forman, 1996).

L’adénocarcinome gastrique est I’un des nombreux cancers associés a I’information,
qui est induite par D’infection a H. pylori, mais la bactérie provoque également
des modifications géneétiques et épigenétiques qui conduisent a une instabilité génétique

des cellules épithéliales gastriques (Graham, 2015).
2. Epstein — Barr virus
2.1. Définition

Epstein Barr virus (EBV) est un virus oncogéne (Ayee et al., 2020), c’est un herpés
virus (OK et al.,2015), il appartient & la sous famille de GAMMA HERPESVIRUS
(Brissot et al.,2017). L’EBV a été découvert en 1964 par microscopie €lectronique de culture
en suspension de cellules de lymphome, quatre ans plus tard ’EBV a été lié de maniére
concluante a la mononucléose infectieuse qui est sa maladie la plus courante
(Ordumade et al., 2011).

2.2. Structure

Comme les autres virus de I’herpes, I’EBV est un virus enveloppé
(Carbone et al., 2008). Les virions EBV ont un génome d’ADN linéaire double brin
de 172 Kpb entouré d’une capside protéique, une protéine tégument se situe entre la capside
et ’enveloppe qui est intégrée avec les glycoprotéines importantes pour le tropisme, la gamme
de I’hdte et la reconnaissance des récepteurs. Les virions matures mesurent environ

120 a 180 nm de diameétre (ordumade et al., 2011) (Figure 4).
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Figure 4 : Structure de ’EBV (Khaba et al., 2016)
2.3. Cycle de vie

L’EBV peut choisir entre deux modes de vie alternatifs : la réplication latente ou

lytique (Tsurumi et al., 2004).
2.3.1. Pénétration

L’EBV infecte préférentiellement les lymphocytes B, mais infecte occasionnellement

d’autres types cellulaires en particulier les cellules épithéliales (Thorley — Lawson, 2001).

L’entrée de ’EBV dans les lymphocytes B implique au moins cinq glycoprotéines
virales, les protéines EBV gH, gL, gB, gp350, gp42 et la molécule CD21. lIs fournissent
une étape de reconnaissance clé dans ’activation de la fusion membranaire, il a été démontré
que la gp42 d’EBV se lié a la fois au complexe viral gH/gL et aux molécules de classe 2
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ CMH II (Mullen et al., 2002). Par contre, au niveau
des cellules épithéliales qui ne possede pas la protéine CD21, 1’attachement se fait
par la glycoprotéine virale gH, ceci suggére également I’existence d’autres molécules

cellulaires permettant 1’adhésion du virus [(Borza et Hutt — Feltcher, 2002); (Larrat, 2010).
2.3.2. Cycle de latence

L’EBV semble utiliser les voies normales de différenciation des lymphocytes B
pour se maintenir de maniére latente dans 1’organisme, ce processus est controlé
de maniere efficace par le systeme immunitaire par le biais de lymphocytes T spécifiques
(Depil et al.,2004).
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Le génome de I’EBV dans les lignées de cellules lymphoblastoides (LCL) existe
généralement en plusieurs copies de matériel génétique circulaire extrachromosomique connu
sous le nom d’épisomes et exprime tous les génes latents, y compris six antigénes nucléaires
du virus EBV ( EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA -3B, EBNA -3C et la protéine leader
EBNA — LP), Les protéines membranaires latentes (LMP -2 A et LMP -2B ), les petits ARN
codées par ’EBV ( EBER 1 et EBER 2), les micro ARN (miARN ) (Yin et al., 2019), et les
transcrits de la région BamH I, pour activer les cellules B, pour maintenir une prolifération

continue et empécher les cellules de subir I’appotose (Tsurumi et al., 2005).

L’infection latente a EBV a trois formes distinctes qui sont déterminées par les profils
d’expression des genes latents présentés dans le tableau 1(Shinozaki — Ushiku et al., 2015).

Tableau 1 : Les Types de latence dans les tumeurs malignes associés a ’EBV (Shinozaki —
Ushiku et al., 2015)

Les types de latence dans les tumeurs malignes associés a ’EBV

Latence | Latence 11 Latence 111
EBERs + + +
EBNA-1 + + +
EBNA-2, 3A-C, LP +
LMP-1 - + +
LMP-2A, B - + +
BARTS + + +
BART miARNSs + + +
Tumeur maligne Lymphome Carcinome gastrique Lymphome Lymphome associé a
associée de Burkitt  Carcinome de nasopharynx d’Hodgkin I’immunodéficience

Lymphome cellulaire NK/T

Les types de latence changent parmi les différentes tumeurs malignes associés a
I’EBV, comme le montre le tableau 1ou le CG a EBV appartient au type de latence | ou II,
dans lequel les miARN, EBER, EBNA-1 et BART sont exprimés et environ la moitié
des cas d’CG a EBV expriment LMP-2A (Shinozaki-Ushiku et al., 2015) .

2.3.3. Cycle lytique

Correspond la phase du cycle biologique au cours de laquelle les particules infectieuses
sont produites. Les génes exprimés durant la phase lytique sont beaucoup plus nombreux que

ceux qui s’expriment durant la latence (Maréchal et Piolot, 2001).

14



Les principaux facteurs infectieux

Parmi les protéines associées au cycle réplicatif, la protéine ZEBRA codée par le gene
BZLF 1 (Z- Epstein Barr replication activator) est un transactivateur qui permet I’entrée en
phase lytique (Segondy, 2019), et la protéine R codée par le gene BRLF 1, ciblant les
promoteurs Rp et Zp. Ces deux protéines sont connues, d’une part pour activer mutuellement
le promoteur I’'une de 1’autre, et d’autre part pour provoquer ’entrée en phase lytique, Z active
I’expression des genes lytiques dans toutes les cellules positives pour ’EBV tandis que R ne

le fait que dans certains types cellulaires (Pasdeloup, 2004).
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Figure 5 : Latence et réplication lytique dans 1’oncogenése a I’EBV (Munz, 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) associ¢é a I’EBV. Cette réactivation lytique permet
trées probablement [P’infection des cellules épithéliales pour une excrétion efficace

dans la salive et la transmission du virus (Munz, 2019).

L’origine lytique de réplication de I’ADN (oriLyt) posséde une structure complexe
qui contient plusieurs régions nécessaires a la réplication et des séquences d'ADN

supplémentaires qui augmente la réplication (Hammerschmidt et Sugden, 1988).

Dans le cycle de production virale, le génome d’EBV est amplifi¢ de 100 a 1000 fois
par la machinerie de réplication virale. La réplication de I’ADN productrice d’EBV se produit
sur des sites discrets dans les noyaux, appelés compartiments de réplication, et le programme
lytique arréte la progression du cycle cellulaire et modifie considérablement I’environnement
cellulaire (Tsurumi et al., 2005). 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
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des virions infectieux, différenciation terminale en plasmocyte avec le méme effet, ou

transformation en cellule B mémoire (Faulkner et al., 2000).
2.4. Mode de transmission

Le virus a été régulierement mis en évidence dans les lavages de gorge et de la salive
(Niederman et al., 1976). Mais il peut également étre transmis par les produits sanguins
(Gratamaet al., 1988). D’autres études soutiennent fortement la possibilité de la transmission
de I’EBV de la meére a [I’enfant dans [’utérus ou pendant 1’accouchement
(Meyohaset al., 1996). Le virus est transmis aussi par les rapports sexuels ainsi que par

la transplantation d’organes solides (Macsween et Carwford, 2003).
2.5.EBV et CG

Un sous-groupe de patients atteints d’un cancer de 1’estomac infectés par EBV a été
découvert en 1990 (Bensaidi, 2019). Des récentes études ont rapporté que 10 a 28%
des cancers gastriques sont associés a I’EBV [(Alaoui Boukhris et al., 2018);
(Alaoui Boukhris et al., 2021).

L’association a ¢été d’abord décrite dans une forme rare de tumeurs gastriques
identiques aux carcinomes EBV+ observés dans d’autres organes dont le nasopharyx.
Il a ensuite été montré que tous les types histologiques classiques d’adénocarcinomes
gastriques peuvent étre associés a I’infection EBV mais avec une incidence variable selon
les zones geographiques (Kerroucha et al., 2004). Les méthodes de 1’hybridation in situ
(ISH) basées sur les tissus suggerent fortement une association entre 1’infection a EBV

et le CG (Chen et al., 2015).

Les CG EBV positifs différent grandement des autres carcinomes en fonction du sexe,
du sous sites anatomique et de 1’anatomie chirurgicalement perturbée, ce qui indique
qu’il s’agit d’une entité étiologique distincte (Murphy et al., 2009).

Bien que la prévalence de I’EBV soit plus élevé chez les hommes que chez les femmes

atteintes d’un CG (Tavakoli et al., 2020).

Le virus est plus fréquemment retrouvé chez I’homme que chez la femme dans
les tumeurs du cardia ou du corps gastrique et dans les tumeurs trouvés dans les échantillons
de gastrectomie, il est trés répandu (~ 90%) dans les lymphoépithéliomes gastriques

(carcinome a stroma lymphoide) (Correa, 2013).
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Des études épidémiologiques comparant les cancers gastriques positifs et négatifs a
I’EBV sont justifiées pour étudier le réle de ’EBV dans la carcinogenése gastrique
(Murphy et al., 2009). La plupart des CG positifs pour ’EBV étaient caractérisés par une
forte implication du compartiment lymphoide (Galetsky etal., 1997).

3. Papillomavirus Humains
3.1. Historique

Les papillomavirus ont eté décrits pour la premiere fois en 1907 par Giuseppe Ciuffo,
mais le papillomavirus humains (HPV) est resté largement non étudié jusqu’a I’avénement de
la virologie moléculaire dans les années 1970(Boulet et al., 2007). Durant les années 1980,
I’isolement des HPV de types 6 et 11 a été faite a partir de 1’analyse de la biopsie de verrues
génitales et de papillomatoses laryngées (Carcopino et al., 2011).Gréace a I’étude de biopsie
de cancer du col de 1'utérus faite en 1983, Durst et al ont isolés un nouveau type
d’HPV (HPV16) par hybridation moléculaire(Southern blot) (Carcopino et al., 2011).
En 1984, encore un nouveau type d’HPV (HPV 18) a été identifié dans le cancer du col
de I'utérus (Vlantis, 2016). Dans les années1990, la mise en évidence de 1’interaction
de [D’oncoprotéine E6 avec la protéine P53, puis le développement de vaccin
anti — HPV a partir de pseudo-particules virales (VLP) de la protéine L1 de HPV 16
(Carcopino et al., 2011). Le prix Nobel de médecine en 2008 a été attribué a 1’allemand
Harald Zur Hausen pour ses travaux ayant mis en évidence le pouvoir pathogene des HPV

et leur role dans la survenue du cancer du col de I’utérus (Launay, 2008).
3.2. Classification

La classification des papillomavirus constitue un critére important dans le domaine

de la virologie, elle est basée sur trois fonctions principales :
3.2.1. Classification basée sur la séquence génomique

C’est la séquence nucléotidique du gene L1, codant pour la protéine majeure de capside
qui sert de base a la classification des papillomavirus. Pour qu’un nouveau type d’HPV
soit reconnu, une divergence de plus de 10% avec la sequence L1 présente de type connu
le plus proche génétiquement, une différence de 2 a 10% définit I’appartenance a un sous type

et une différence de moins de 2% définit un variant (Segondy, 2008).
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3.2.2. Classification basée sur le tropisme

On distingue habituellement les types HPV a tropisme tissulaire cutané et ceux
a tropisme muqueux, cette distinction n’est pas toujours absolue, certains types d’HPV
n’ayant pas un tropisme strict pour la peau et la muqueuse(Tableau?2). Les HPV a tropisme
muqueux appartiennent au genre alpha-papillomavirus, alors que les HPV a tropisme cutané
appartiennent essentiellement au genre beta-papillomavirus et gamma-papillomavirus, ainsi

qu’aux genres mu-papillomavirus et nu-papillomavirus (segondy, 2008).

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

Tropisme Types
Cutané HPV1,2,4,5,8,9,14,15,17,19,20,21,22,23,25, 27,
36,37,38,41,47,48,49,50,57,60,63,65,75,76, 80, 88,
92,93,95,96.
Mugqueux HPV 6,11,13,16,18,26,30,31,32,33,35,39,42,44 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 HPV3,7,10,28,29,40,43,78,91,94 .

3.2.3. Classification basée sur le potentiel oncogene

La classification proposée par 1’agence internationale de recherche sur le cancer
(IARC) a permis de classer les HPV génitaux selon le risque oncogene (Si-Mohamed, 2011)
(Tableau 3).

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

Classification Types
Haut risque 16,18,31,33,35,39,45,52,56, 58,59
Haut risque probable 26,53 ,66,68,73,82
Bas risque 6,11,13,40,42,44,54,61,70,72,81, 89
Risque intermédiaire 30,32,34,62,67,69,71,74,83,84,85,86,87,90
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3.3. Structure et organisation génomique
3.3.1 Organisation structurale

Les HPV sont des petits virus nus, leur taille varie entre 45 a 55 nm de diamétre
(Monsonego, 2007), ils sont constitués d’une nucléocapside a symétrie cubique
de 72 capsomeres, cette nucléocapside est composée de deux protéines : une protéine majeure
(L1) et une protéine mineure (L2) (Douvier et Dalac, 2004) (Figure 6).

Capsid protein L1

Histone B _ 1 B
! ; ) } .E

Genomic DNA

Figure 6 : Structure des papillomavirus (Mariaggi et al., 2017)

3.3.2. Organisation génomique

Le génome des HPV est une molécule d’ADN bicaténaire circulaire d’environ
8000 paires de bases (Pb) dont un brin est codant (Douvier et Dalac , 2004), il est divisé en

deux parties :

v’ La région non codante appelée URR (Upstream regulatory region) qui
contient les signaux de transcription et l’origine de la réplication de 1’ADN viral
(Denis et al., 2008).

v’ La région codante :

eLa région précoce : I’expression de protéines E6 et E7 ainsi que E1, E2, E4 et E5 sont
essentiels pour la synthése et la libération des virions (Sendagorta-Cudios, E et al., 2019),
elles jouent également un role clé dans la réplication de génome virale et dans
la transformation cellulaire (Bravo et Félez—Sanchez, 2015).

elLa région tardive: Les protéines L1 et L2 permettent 1’encapsidation
du génome viral et la libération des virions néoformes a la surface de 1’épithélium
(Mariaggi et al, 2017). (Figure 7).
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E1

Figure 7 : Organisation génomique des HPV (Mougin et al., 2009)

3.4. Cycle viral de réplication

Le cycle viral des HPV est lié au programme de différenciation des cellules infectées,
ce qui implique I’existence d’une coordination entre 1’expression des geénes viraux
et la progression des cellules infectées vers la surface de 1’épithélium (Mariaggi et al., 2017).
Cycle de la réplication virale passe par les étapes suivantes :

3.4.1. Phase de I’attachement et la décapsidation

Les HPV peuvent pénétrer dans 1’épithélium par des micro-abrasions
(Graham, 2017). Ils s’adsorbent aux cellules via le récepteur héparine sulfate (HS) associé
a la membrane et I’intégrine alpha 6. La particule virale est ensuite internalisée par
I’endocytose (Culp et al., 2006). Le génome viral est décapsidé dans le cytoplasme et entre
ensuite dans le noyau, il est guidé par le cytosquelette a 1’aide d’un processus actif
(Selinka et al., 2002).

3.4.2. Phase de réplication et de maintenance

Le génome viral est par la suite rapidement amplifié afin de permettre 1’établissement
de I’ADN viral en plusieurs nombre de copies constant (entre 10 et 200) d’épisomes lors
de la division cellulaire (Stanley et al., 1989). Cette amplification nécessite I’intervention
des proteines virales E1 et E2 [(Schmit et al., 1996) ; (Egwa, 2003)]. Lors de la mitose,
I’épisome viral est réparti par égalité dans les deux cellules filles par 1’intermédiaire
de la protéine virale E2 [(You et al., 2004) ; (McPhillips et al., 2006 )].
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3.4.3. Phase de prolifération

Les HPV infectent les cellules épithéliales et dépendent de la différenciation
épithéliale pour I’achévement de leur cycle viral. L’expression des produits géniques viraux
est étroitement régulée lorsque la cellule basale infectée migre vers la surface épithéliale,
I’expression de E6 et E7 dans les couches épithéliales inférieurs entraine les cellules en phase
S, ce qui crée un environnement propice a la réplication du génome viral et a la prolifération
cellulaire (Doorbar, 2005).

3.4.4. Phase d’amplification

Aprés la phase de la prolifération, la phase productive commence
(Lambret et al., 2005). Les changements d’environnement de la cellule et les signaux
de différenciation provoquent 1’activation du promoteur ce qui entraine la production
des protéines virales nécessaires a la réplication y compris E1, E2, E4 et E5 (Doorbar, 2007),

ainsi que des protéines de capside L1 et L2 (Mougin et al., 2008).
3.4.5. Phase d’assemblage et libération

La derniére étape du cycle de production du papillomavirus exige que les génomes
répliqués soient empaquetés dans les particules infectieuses, une fois I’ADN viral
est empaqueté au sein de la capside formée par les protéines L1 et L2, les virions complets

sont libérés par desquamation (Doorbar, 2006).

Uninfected HPV infected
squamous squamous epithelium
epithelium

Virus maturation
and egress

Virus assembly

E4
«
L1, L2

5 Superficial
=
g Viral genome
c ; amplification
@ Hlintermediate s
g aras 0 Infection, viral
=) srie] |2 genome

wiw g establishment

Basal and

maintenance
Basal lamina—" " Dermis

Figure 8 : Représentation schématique de I’organisation du cycle de vie de I’HPV (Burley
et al., 2020)
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3.5. Mécanisme de carcinogenese

Le mécanisme d’action est centré sur I’inactivation des protéines suppresseurs
de tumeurs P53 et PRB (Persson et al., 2012). La protéine E6 des HPV a haut risque peut
s’associer a la protéine suppresseur de tumeur P53, cette interaction favorise la dégradation
de P53 in vitro (Mlnger et al., 1992), et la protéine E7 inactive la protéine suppresseur
de tumeur rétinoblastome (PRB),entrainant la libération de E2F (Munger et al.,1989)
ce qui favorise la progression du cycle cellulaire (Vandermak etal.,, 2012),
provoque la transformation et I’immortalisation des cellules épithéliales humaines

(Presson et al., 2012).
3.6. Mode de transmission

L’HPV est [D’infection sexuellement transmissible (IST) la plus courante
(Braaten et Laufer, 2008), 70% a 80% des femmes sont exposées au moins une fois
a ce virus au cours de leur vie sexuelle, ce qui montre une importante contagiosité
(Monsonego, 2007). Par ailleurs, Le HPV pourrait pénétrer par voie orale avec une infection
descendante de la bouche a 1’cesophage et enfin a 1’estomac. Par conséquent, le HPV peut
provoquer une dysplasie ou un adénocarcinome in situ, en tant que lésions précancéreuses,

cela entrainera éventuellement une transformation maligne (Zeng et al., 2016).
3.7. HPVetCG

Les HPV sont associés a la tumorigenése de plusieurs classes de cancers
(Zeng et al.,2016). Des études chinoises ont été effectuées pour évaluer 1’association
entre I’infection a HPV et le risque de CG, et ont démontrés que I’infection a HPV augmente
le risque de CG (Bae, 2021).

L’HPV pourrait jouer un réle potentiel dans la pathogenése de CG, une relation causale
ne peut étre confirmée que par la détection de I’HPV dans les cellules des lésions précurseurs
de CG (Zeng et al., 2016). Selon Ma et al (2007), le HPV 16 peut infecter les cellules
de 1’épithélium glandulaire gastrique et [D’infection virale pourrait jouer un role

dans 1’apparition de CG a 37.5%.

Une méta-analyse récente de 14 études portant sur la prévalence du HPV dans 901 CG
patients et 1205 témoins ont révélé un taux de prévalence combiné de23.6% chez les premiers.
Ce qui montre une signification entre 1’infection par le HPV et le risque de malignité gastrique

(Rajendra et Sharma, 2022).
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1. Méthodologie
1.1. L’objectif

Le but de ce travail est de réaliser une étude a partir de deux articles scientifiques
sur 1’association entre le CG et I’infection bactérienne par la bactérie Helicobacter pylori
qui est le principal facteur de risque de risque de CG, ainsi que I’infection virale par
deux oncovirus connus I’EBV et I’HPV qui provoquent plusieurs d’autres types de cancers

chez I’homme.
1.2. Matériels et méthodes

Vu que aucune recherche d’association entre le CG, Helicobacter pylori, EBV et HPV

n’a été réalisée en Algérie, nous avons pris le Maroc et le Brésil comme exemple.
e Articlel

Gastric cancer and associated pathogens: is there any association in Moroccan region?
(Cancer gastrique et pathogenes associés : existe-t-il une association dans la région

Marocaine ?).

Un travail réalisé par Alaoui Boukhris et al. (2021) afin d’étudier le réle de Helicobacter
pylori (H. pylori), Epstein-Barr virus (EBV) et le papillomavirus humain (HPV) dans le

cancer gastrique dans une population marocaine.
e Article 2

Association between Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus, Human papillomavirus
and gastric adenocarcinomas (Association entre Helicobacter pylori, virus

d’Epstien—Barr virus, papillomavirus humains et I’adénocarcinome gastrique).

Une étude effectuée par De Souza et al. (2018) pour corréler Helicobacter pylori (H. pylori),
le virus d’Epstein-Barr (EBV), et le papillomavirus humain (HPV) avec des cas de cancers

gastriques dans I’état de para au Brésil.
1.2.1. Patients et échantillons de tissus

De mai 2009 a mai 2014, 1134 patients ages de 18 ans et plus, frequentant le service
de gastroentérologie de 1’hdpital universitaire (CHU) Hassan 1l de Fés et subissant
une endoscopie pour le diagnostic de douleurs abdominales ou d’inconfort ont été recrutés
dans une étude prospective visant a déterminer 1’association de H. pylori avec des pathologies

gastriques. Les patients agés de moins de 18 ans ou qui prenaient des medicaments
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(antibiotiques, inhibiteurs de la pompe a protons) ou cours des 3 derniers mois, ainsi que
les femmes enceintes ou allaitantes ont été exclus de cette étude. Parmi les 1134 participants
initialement inscrits 279 échantillons ont été sélectionnés pour étre inclus dans cette étude.
Les échantillons de patients atteints de CG et des lésions précancéreuses ont été utilisés
comme cas et des échantillons de patients atteints d’ulcére duodénal ont été utilisés comme

groupe témoin (Article 1).

Pour la population brésilienne, des échantillons de tissus ont été obtenus a partir
de 302 adénocarcinomes gastriques prélevés entre 2005 et 2015 dans la ville de Belém, Para,
Brésil. Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique de I’hdpital universitaire Jodo
de Barros Barreto de Belém. Aucun patient n’avait d’antécédents de tout autre type
de tumeurs, et tous les échantillons ont été obtenus avant 1’administration de chimio et/ou

de la radiothérapie (Article 2).
1.2.2. Traitement des échantillons

Pour le premier article, seule 1’analyse moléculaire a été réalisée pour le diagnostic

de ’EBV et I’HPV et H. pylori en plus du test d’uréase pour ce dernier.

L’ADN a été extrait directement de biopsies gastriques pour étre utilisé pour
la détection de H. pylori, EBV et HPV par réaction de polymérisation en chaine (PCR).
Pour toutes les réactions, des témoins positifs et négatifs ont été inclus. Les produits de PCR
ont été résolus dans un gel d’agarose & 2%, colorées au bromure d’éthidium et visualisés

sous source ultra-violet (UV).

Par contre & propos du deuxiéme article, deux analyses ont été effectuées, une analyse

anatomopathologique et une analyse moléculaire.

» Pour I’analyse anatomopathologique, le matériel a été fixes dans du parafom aldéhyde

avant d’étre inclus dans de la paraffine et coloré a I’hématoxyline et a 1’eosine.

» Et pour I’analyse moléculaire : le matériel biologique a été congelé dans 1’azote liquide
directement aprés le prélevement. L’ADN a ensuite été extrait du tissu tumoral macéré
avec du phénol-chloroforme pour réaliser les techniques de PCR, et ’ARN a été obtenu
a ’aide de Tri-reagent ® pour effectuer une RT-PCR. Par ailleurs, une hybridation in situ

a été effectuée pour la détection de I’EBV.
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1.2.3. Détection de H. pylori
1.2.3.1Test d’uréase

Le test rapide a 1’uréase (TRU) est considéré comme I’un des moyens diagnostiques
de premiére ligne de I’infection a H. pylori chez les patients bénéficiant d’une endoscopie
haute, et cela grace a sa grande spécificité et sensibilité, son colt et sa reproductibilité

par rapport a 1’étude histologique (Lahmidani et al., 2013).

D’aprés De Souza et al (2018), un test uréase rapide a été appliqué pour détecter
la présence de H. pylori dans des échantillons gastriques. Lorsque 1’uréase est détecté,
le pH et la couleur de la solution ont été modifiés. Les échantillons ont d’abord été placés
dans un tube contenant 20g/L de gélose a I'urée de Christensen et incubés a 37°C pendant

24h avant d’étre examinés pour I’hydrolyse de 1’urée.
1.2.3.2. Test PCR

La PCR (polymerase chain reaction) permet d’amplifier des fragments d’ADN,
I’avantage de la PCR est d’étre une méthode rapide. Pour réaliser la PCR, il faut posséder
des amorces, c’est-a-dire connaitre la séquence nucléotidique des extrémités du fragment
a amplifier (Luchetta, 2009).

Alaoui Boukhris et al (2021) ont effectués une PCR en utilisant des amorces gimM
pour détecter H. pylori, et les échantillons positifs pour H. pylori ont été génotypés pour
déterminer le statut CagA et les sous types VacA (VacA Siml, VacA S2ml, VacA s1m2
et VacA S2m2) par PCR multiplex.

A propos I’étude de De Souza et al (2018), la PCR a été utilisée pour confirmer
les résultats négatifs et détecter la présence du gene CagA dans les échantillons positifs

pour H. pylori.

Un échantillon était considéré comme positif si une bande claire était visible dans
le gel d’électrophorése d’agarose a 20g/L par rapport @ un marqueur de poids moléculaire,

et toutes les réactions étaient effectuées en double.
1.2.4. Détection de PEBV

La détection de I’EBV chez la population marocaine a été effectuée par PCR, alors

que pour la population brésilienne, elle a été faite par une hybridation in situ.
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Pour le premier article, les échantillons précédemment analysés pour le diagnostic
de H. pylori ont été soumis a une PCR a I’aide des amorces TC60 pour détecter le gene BamW,
et les genes LMP1 de ’EBV ont éeté caractérisés pour tous les échantillons positifs au ’EBV

a I’aide d’amorces spécifiques.

Pour le deuxiéme article, ’EBV a été détecté par I’hybridation in situ (ISH)
d’ARN dans les échantillons gastriqgues a 1’aide d’une sonde biotinylée de 30pb
(5’-AGACACGTCCTCACCACCCGGACTTGTA-3") qui est complémentaire du produit
viral le plus abondant dans les cellules infectées de maniere latente, le miARN-1 codé par
I’EBV. Le signal a été amplifi¢ a I’aide d’un anticorps anti-biotine de souris
et d’un anti-immunoglobuline de lapin biotinylé. Les lames ont été contre-colorées
avec I’hématoxyline de Harris et les cellules ont été examinées au microscope optique
a un grossissement de x40 ou x20. Dans cet examen, 10 champs microscopiques représentatifs
contenant au moins cing cellules ont été évalués. Les échantillons étaient considérés comme

positifs lorsque 5% ou plus des cellules épithéliales étaient colorées en brun / rouge.
1.2.5. Détection d’HPV

Pour le premier article, ’ADN du HPV a été détecter par PCR a 1’aide des amorces
GP5+/GP6+. Des échantillons positifs au HPV ont ensuite été analysés pour déterminer
les génotypes spécifiques a haut risque a 1’aide d’une méthode de génotypage
récemment développé qui est la PCR multiplex. Deux PCR multiplex distinctes
ont été configurées pour I’identification spécifique de 16 génotypes de HPV a haut risque
(16, 18, 31,33,35,39,45,51,52,53,56,58,59,68,73 et 82).

Pour le deuxieme article une PCR nichée a été utilisée pour classer les échantillons
comme HPV positifs ou négatifs. La premiére PCR a utilisé les amorces PGMY09/11 décrites
par Gravitt el al. (2000) qui amplifient la région L1 du HPV, et la seconde PCR a utilisé
les amorces GP5+/GP6+ décrites par Jacobs et al. (1997). Les produits de PCR
ont été séparés sur un gel d’agarose a 2%. Apres identification, le virus a été genotypé
par séquencage du produit PCR avec I’amorce GP5+ a 1’aide d’un analyseur d’ADN capillaire
3730XL. L’expression des oncoprotéines E6 et E7 des HPV 16 et 18 a été étudiée
par RT-PCR comme décrit par Chang et al. (2010). L’ADN complémentaire (ADNCc)
a été synthétisé en incubant les échantillons a 37°C pendant 1h dans un tampon contenant
50 mmol/L Tris pH 8.4, 75 mmol/L KCL, 23mol/L MgCL2, 300 pg d’oligo-dT,
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10mmol/L DTT, 0.5 mmol/L DNTP, 10 unités d’inhibiteur de RNase et 50 unités

de transcriptase inverse.
1.2.6. Analyses statistiques

Dans 1’étude de Alaoui Boukhris et al (2021), toutes les données recueillies
ont été saisies sur une feuille de calcul Excel, I’analyse statistique a ensuite été réalisée
a I’aide de logiciel SPSS (statistical product and services solutions). Les tests exacts du x?
ou de Fisher ont été appliqués pour établir toutes les associations statistiquement

significatives.

A propos 1’é¢tude de De Souza et al (2018), les résultats des infections ont été corréles
avec les données clinico-pathologiques des patients atteints d’adénocarcinome gastrique.
Le test de shapiro-Wilk a été utilisé pour évaluer la distribution des échantillons.
L’association entre les infections a H.pylori, EBV et HPV (séparément ou combinées)
et les parametres clinico-pathologiques a été évaluée a 1’aide de test duy? ainsi que 1’analyse

de régression logistique.
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2. Résultats

Afin d’étudier I’association entre le CG et I’infection bactérienne par H. pylori et virale
par ’EBV et ’HPV, deux articles scientifiques ont été analysés dans ce travail ; I’étude
de Alaoui Boukhris et al. (2021) qui a eté effectuée dans le de déterminer la prévalence
de PEBV et du I’HPV et le taux de leur co-infection avec H. pylori dans le CG sur
une population marocaine dans le service de gastro-entérologie du CHU Hassan 1l de Fés
et I’étude De Souza et al.(2018) réalisée a 1’hopital universitaire Jodo de Barros Barreto
de Belém dans le but d’élucider la relation possible entre H. pylori , EBV et HPV

et le développement de CG. Les données ont été interprétées selon les parameétres suivants :
2.1. Selon I’age

L’age moyen de la population marocaine était de 52 ans avec des extrémes d’age allant
de 18 a 90 ans, les patients 4gés de moins de 18 ans ont été exclus de cette étude. Alors
que dans la population brésilienne les patients étaient 4gés de 28 a 92 ans avec un age moyen
de 62 ans. Dans cette étude, la population étudiée a été divisée en deux tranches d’ages :
les personnes agées de 55 ans ou plus (67% du total) et les personnes de moins de 55 ans
(33%) (Tableau 4).

2.2. Selon le sexe

La répartition des échantillons selon le sexe montre que dans la population marocaine
(article 1), ils provenaient de 188 hommes (67,4%) et 91 femmes (32.6%). Et dans
la population breésilienne (article 2), ils provenaient de195 hommes (65%) et 107 femmes
(35%) (Tableau 4).

2.3. Selon la localisation de CG

Dans 1’étude de De Souza et al. (2018), les cas de CG ont été divisés en deux groupes

en fonction de la présence de cellules souches épithéliales gastriques :

+«»+ Carcinome gastrique proximal (cardia) avec un pourcentage de 35% des tumeurs.
++ Carcinome distal (non cardia) avec 65% dont31% dans I’antre, 19% dans le fundus
et 15% dans le corps). (Tableau 4).
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2.4. Selon la classification

Concernant 1’étude de De Souza et al. (2018), il existe deux principaux types

de tumeurs gastriques basés sur la classification microscopique de Lauren :

s Le type diffus, qui a un plus mauvais pronostic et se caractérise par un carcinome
invasif et 1’absence de Iésions précancéreuses. 45% (136) des échantillons étaient du sous
type diffus.

s Le type intestinal dont le développement dépend de facteurs environnementaux
et est associé a des lésions précancéreuses, notamment des gastrites chroniques,

des métaplasies et des dysplasies, 55% (166) des échantillons étaient du sous type intestinal.

Sur la base des étapes définies par The American joint committe on cancer (AJCC),
77% (232) des échantillons avaient le pire pronostic (T3 et T4), 95% (286) concernaient des
ganglions lymphatiques (N1, N2, N3) et 53% (161) avaient des métastases a distance (M1).

Dans 1’étude de Alaoui Boukhris et al. (2021), 124/279 étaient atteints des lésions
précancereuses (PK) (44.4%) et 76/279 (27.24%) étaient atteints de CG. Et 79/279 (28.31%)

éteint atteints d’ulcére duodénal.
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2.5. Selon le génotype
2.5.1. H.pylori

Pour le premier article le génotypage de H. pylori montre que les souches CagA
positives, VacA SIm1, VacA s2ml, VacA s1lm2 et VacA s2m2 ont été détectées dans 68.9%,
42.7%, 12.6%, 10.7% et 34% des cas respectivement.

Alors que dans le deuxiéme article, le géne CagA (H.pyloriCagA +) a été amplifié dans
77% des échantillons de H. pylori. La fréquence relative des échantillons de H. pylori CagA+
ne différait pas de celle des échantillons de H. pylori CagA — selon le sexe, I’age, le sous type

ou le stade de la tumeur.
25.2. EBV

En ce qui concerne 1’étude de Alaoui Boukhris et al. (2021), les échantillons positifs
a ’EBV ont été génotypés et 62.8% des cas etaient porteurs de la délétion LMP1,
contre 12.8% de type sauvage.

Et pour I’étude de De Souza et al. (2018), seulement 20% des tumeurs testées étaient
positives pour I’infection a EBV (EBV+), et I’incidence du virus ne variait pas selon le sexe,
’age, le sous types, le stade de la tumeur, I’envahissement des ganglions lymphatiques ou la
présence de HPV. Il y avait une association significative entre EBV + et métastases a distance

avec 68% des tumeurs métastasées étant EBV+.
2.5.3. HPV

Dans la population marocaine (article 1), le génotypage des échantillons positifs
au HPV a révele que 87.7% des cas présentaient des souches a faible risque, tandis que 12.3%
présentaient de risques élevés qui correspondraient aux HPV a haut risque
de type 53, 51, 45, 34 dont I'HPV 53 était le génotype le plus répandu.

Chez la population brésilienne (article 2), seulement 3% (8) des échantillons étaient
positifs pour I’HPV (HPV+).Tous les cas de HPV + ont été enregistrés chez des patients
jeunes (<55 ans) et la majorité (63%) éteint des femmes. L’analyse a identifié deux types
de HPV a haut risque 16 (50%) et 18 (50%), mais sans expression des oncoprotéines
E6 et E7.
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Aucune association significative n’a été trouvée avec 1’envahissement ganglionnaire
ou les métastases a distance. Par contre une relation significative a été retrouvée avec le stade
tumoral, le virus étant significativement plus fréquent dans les tumeurs moins agressives
et 62% des échantillons HPV+ étant classés en T1 et T2.

2.6. Correélation entre ’infection et les groupes étudiés

Dans la population marocaine, le statut infectieux a été corrélé aux groupes
pathologiques de cette série et les résultats montrent une association significative
entre H. pylori, les infections a EBV et le CG séparément. En fait, 93,4% et 43,4% des cas
CG étaient liés a une infection a H. pylori a ’EBV respectivement, alors qu’aucune

association n’a été obtenue avec 1’infection par le HPV.

Les résultats obtenus montrent qu’un tiers (31.6%) des cas de CG sont associés
a la co-infection H. pylori /EBV, alors que 34.2% des cas de ’ulcére duodénal étaient
significativement associés a une infection unique a H. pylori et que 33% des cas de lésions

Pk n’ont montré aucune amplification de 1’un de ces microorganismes (Tableau 5).
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Tableau 5 : Co-infection H. pylori, EBV et HPV corrélée aux groupes étudiés (Alaoui

Boukhris et al., 2021).

GC Pk lesions Duodenal Ulcer p-value
n(%) n(%) n(%)

Single infection 0.0000

H. pylori 23/76(30.3) 34/124(27.4) 27/79(34.2)

HPV /76(0) 19/124(15.3) 10/79(12.7)

EBV 1/76(1.3) 11/124(8.9) 8/79(10.1)

Co-infection

H. pylori - EBV- HPV | 8/76(10.5) 2/124(1.6) 2/79(2.5)

H. pylori - EBV 24/76(31.6) 7/124(5.8) 8/79(10.1)

H. pylori - HPV 16/76(21.1) 6/124(4.8) 3/79(3.8)

EBV - HPV 0/76(0) 4/124(3.2) 3/79(3.8)

No infection 4/76(5.3) 41/124(33.1) 18/79(22.8)

EBV: Epstein-Barr virus; GC: gastric cancer; HPV: Human Papillomavirus; pk lesions:

precancerous lesions

De Souza et ces collaborateurs en 2018, ont montré que la majorité 89% (55) des cas

EBV + et tous les cas HPV + étaient co-infectés par H. pylori. De plus 96% (53) des tumeurs
co-infectés par H. pylori et EBV étaient des souches avaient donc six fois plus de chance

d’avoir une souche plus agressive.
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3. Discussion

Le cancer de I’estomac constitue un probleme de santé publique, il peut étre lié
a plusieurs facteurs dont 1’age, les sexe, la consommation de tabac, 1’obésité
[(Yusefi et al., 2018) ; (Rastaghi et al., 2019)]. Les infections microbiennes telles que
H. pylori et certains virus dont EBV et HPV aussi considerés parmi les facteurs importants
de CG (Yuan et al., 2013).

Chez la population marocaine, 1’4ge moyen était 52 ans. Une fréquence similaire
a celle-ci a eté trouvée dans 1’étude de Togo et al (2011) ou I’age moyen était 51.8. Et pour
la population brésilienne 1’age moyen était 62 ans. D’aprés Crew et Neugut (2006),

le CG augmente progressivement avec 1’age, avec un pic d’incidence entre 50 et 70 ans.

Concernant 1’¢tude de Alaoui Boukhris et al (2021) et I’étude de De Souza et al
(2018), les resultats sont presque similaires avec une prédominance masculine,
ce qui en accord avec la littérature [(Karayuba et al., 1993) ; (Bagny et al., 2015) ;
(Rawla et Barsouk, 2018) ; (Behar et al., 2020)].

Dans I’étude de De Souza et al (2018) faite en Brésil. H. pylori était présente dans
les échantillons tumoraux avec un pourcentage élevé ou 87% (264) des patients étaient
infectés par la bactérie. Pour 1’étude de Alaoui Boukhris et al (2021) faite au Maroc, le taux
d’infection a H. pylori était de57.3%, Conteduca et al. (2012) ont constaté que 1’infection

a H. pylori a été établie comme un facteur de risque majeur de CG.

L’EBV était present dans environ 20% (62) des échantillons chez la population
brésilienne. Et pour la population marocaine, Alaoui Boukhris et al (2021) ont rapporté
que le taux d’infection par I’EBV était de 28%. Selon une étude qui a été réalisée
précédemment par la méme équipe en 2018, ils ont trouvé que 10% des cancers gastriques
sont associés a I’EBV. Selon Tavakoli et al., (2020), I’infection a EBV est associée a une
augmentation de plus de 18 fois du risque de CG. Dans 1’étude de De Souza et al (2018),
L’EBYV était plus fréquent chez les hommes et chez les patients dgées (> 55 ans) ce qui est
en accord avec 1’étude de Nogueira et al (2017) qui ont constaté que I’EBV ¢tait

significativement plus répandu chez les hommes et qu’il était associé a 1’age.

Dans I’étude de Alaoui Boukhris et al (2021), le taux d’infection par le HPV était
26.2%.De Souza et ces collaborateurs ont révélé que seuls 3% des échantillons de tumeurs
gastriques analysés étaient infectés par HPV, chez des patients jeunes (< 55 ans).
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Fakhraei et al (2016) ont enregistré une fréquence similaire, ou 5% des échantillons

d’adénocarcinome gastrique chez des patients du nord de 1’Iran ont été HPV+,

Dans 1’¢étude de De Souza et al (2018), Le HPV16 et le HPV18 étaient prédominant
ce qui est en accord avec la littérature (Ma et al (2007), alors que chez la population
marocaine le HPV53 était le génotype le plus répandu et aucun prélévement n’a révélé
la présence de HPV16 et HPV18. Il est a signalé que malgré la prédominance de ’HPV 16
et 18 dans les plusieurs types de CG (Bucchi et al., 2016), une hétérogénéité géographique
de la prévalence de l’infection a HPV a été enregistré dans différentes études
(Bennani et al., 2011).

Dans 1’étude de Alaoui Boukhris et al (2021). La co-infecoin a H. pylori - EBV
a été corrélée aux groupes étudiés, ces corrélations montrent que la plupart des cas de CG
sont associés a la co-infection a H. pylori -EBV (31.6%) par rapport aux groupes témoins
(10.1%). L’infection unique a H. pylori et la co-infection a H. pylori -HPV sont responsables
respectivement de 30.3% et 21.1% des cas de CG. Ces associations significatives confirment
que les co-infections a H. pylori -EBV sont des facteurs de risque de développement de CG
et que le HPV peut étre un cofacteur du développement de CG. De plus, il est intéressant

de souligner qu’aucun cas de CG n’a été lié a la co-infection HPV-EBV.

De Souza et al (2018), ont constaté que la co-infectoin EBV H. pylori-CagA+ favorise
la malignité tissulaire, et un taux plus élevé de cette coinfection est observé chez les patients
présentant des tumeurs plus agressives, ce qui renforce le rdle de cette interaction dans
le développement et/ ou la progression de 1’adénocarcinome gastrique chez les patients
analysés ce qui est en accord avec plusieurs études dont celle de Minoura et al. (2006)
qui ont conclu que la présence de H. pylori favorise la réactivation du virus
a partir de son état latent dans les cellules épithéliales gastrigue. De méme
Céardenas-Mondragé et al (2015) ont découvert que I’EBV agit comme un cofacteur
dans le déclanchement de I’inflammation gastrique avec H. pylori. Une autre étude sur
la co-infectoin suggére que I’EBV avec H. pylori induit des réponses inflammatoires séveres
chez T’individu et par conséquent augmente le risque de développer un CG
(Singh et Jha, 2017).
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Malgré une baisse de I’incidence et de la mortalité au cours des derniéres décennies,
le cancer de 1’estomac est 1’un des tumeurs les plus pernicieuses qui nuisent gravement
a la santé humaine dans le monde. Selon les estimations de GLOBOCAN 2020, le cancer
de I’estomac a causé environ 800000 déces (représentant 7.7% de tous les déceés par cancer)
et se classe au quatrieme rang des causes de déces par cancer chez les deux sexe combinés
[(Hic et Hlic, 2022) ; (Hu et al., 2022)].

Plusieurs facteurs de risque ont été notés comme ayant un impact significatif sur
le risque accru de développer un CG (Machlowska et al., 2020), dont les facteurs microbiens
ou une fraction importante des CG a été liée a diverses infections pathogenes bactériennes
et virales (Firozetal., 2022) , d’ou I’importance de chercher des stratégies a travers le monde

pour prévenir la progression du CG.

Les facteurs de risques bactériens reconnus du CG sont une infection
a H. pylori qui est le principal agent cancérigéne car cette bactérie a une capacité
complexe a intégrer avec son génome dans le génome de 1’hote humain

[(Krejs, 2010) ; (Lee et Derakhshan, 2013)].

Des études épidémiologiques comparant les cancers gastriques positifs et négatifs
a PEBV sont justifiées pour étudier le réle de I’EBV dans le carcinogenése gastrique
(Murphy et al., 2009). La plupart de CG positifs pour I’EBV ¢étaient caractérisés par une
forte implication du compartiment lymphoide (Galetsky et al., 1997).Et que I’infection

par le HPV pourrait étre I’un des factures de risques infectieux (Zeng et al., 2016).

A la fin de cette étude, il a été constaté que chez la population marocaine H. pylori
a été présente dans 57.3%, EBV 28% et pour I’'HPV 26.2%. Alors que dans la population
brésilienne 1’infection par H. pylori a été détectée dans 87%, EBV dans 20% et HPV
dans 3%. Et que D’interaction entre I’EBV et H. pylori dans la muqueuse de I’estomac
de I’hote peut avoir des effets synergiques dans le développement de CG. Tandis qu’aucun
cas de CG n’a été lié a la co-infectoin HPV-EBV.

Comme perspective de ce travail et pour avoir plus de détails et éclaircir cette
recherche, il serait intéressant d’étudier la présence de ces microorganismes dans
la population algerienne et plus précisément dans la ville de Tlemcen et leurs relations avec

le développement de CG.
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