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RESUME

Le cancer colorectal (CCR) représente le troisieme cancer le plus fréquent dans la
plupart des pays. Il est lié a plusieurs facteurs de risque dont les infections virales,
principalement par les papillomavirus humains & haut risque (HPV-HR) et I’Epstein Barr
virus (EBV).

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 CCR dans une population bosniaque, syrienne et
libanaise. La détection des virus a été réalisée par des analyses moléculaires par PCR, puce a

ADN tissulaires ainsi que par I’immunohistochimie.

Dans cette étude, 1’age moyen différe d’une population a une autre. 1l était de 60 et 65
ans dans la population libanaise et bosniaque respectivement, alors qu’il était de 49 ans dans
la population syrienne. De méme, la répartition selon le sexe était différente dont la majorité
des patients était de sexe féminin dans la population libanaise et syrienne, tandis que, la
plupart des patients de la population bosniaque était de sexe masculin. La coprésence de
I'EBV et ’HPV dans les CCR était de 16%, 16,6% et 27,6% dans la population bosniaque,
syrienne et libanaise respectivement. Aucune association significative entre la coprésence des
HPV et des EBV avec le stade avancé de la tumeur n’a été observée dans la population

bosniaque et libanaise, contrairement a la population syrienne

Des études supplémentaires sont indispensables pour élucider les mécanismes sous-
jacents du réle coopératif des HPV a haut risque et de I'EBV dans l'initiation et/ou la

progression du CCR humain.

Mots clés: HPV, EBV, Cancer colorectal, Coinfection.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancerin most countries. It is
linked to several risk factors including viral infections, mainly by high-grade human

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

The objective of this work is to carry out a review based on three articles on co-
infection with HPV and EBV in CRC in a Bosnian, Syrian and Lebanese population. The
detection of the viruses was performed by molecular analysis by PCR, tissue microarray and

immunohistochemistry.

In this study, the mean age differed from one population to another. It was 60 and 65
years in the Lebanese and Bosnian population respectively, while it was 49 years in the Syrian
population. Similarly, the gender distribution was different with the majority of patients being
female in the Lebanese and Syrian population, whereas, most of the patients in the Boshian
population were male. The co-presence of EBV and HPV in CRC was 16%, 16.6% and 27.6%
in the Bosnian population, Syrian and Lebanese respectively. No significant association
between HPV and EBV co-presence with advanced stage of the tumor was observed in the

Bosnian and Lebanese populations, unlike the Syrian population.

Further studies are needed to elucidate the underlying mechanisms of the cooperative
role of high-risk HPV and EBYV in the initiation and/or progression of human CRC.

Key words: HPV, EBV, Colorectal cancer, Coinfection.
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Introduction

Environ 20% de I'ensemble des cancers sont causes par des agents infectieux,
notamment des composants bactériens et viraux. Les infections virales par de petits virus a
ADN, dont les polyomavirus, les papillomavirus humain a haut risque (HPV-HR), le virus de
I'népatite B (HBV), le virus de I'hépatite C (HCV), et le virus Epstein-Barr (EBV) sont connus
pour étre impliqués dans plusieurs cancers et se sont parmi les 11 agents pathogenes
infectieux classés comme cancérigénes du groupe par le Centre international de recherche sur
le cancer (CIRC) [(Antonic et al., 2013) ; (Plummer et al., 2016)] comme le cancer du col
de I'utérus, le cancer de I’oropharynx, le cancer du nasopharynx, le cancer gastrique et le

cancer colorectal (CCR)....[(Cobo, 2012) ; (Ayee et al., 2020)].

Le CCR regroupe le cancer du colon et le cancer du rectum, c’est une maladie
complexe et multifactorielle (Gupta et al., 2020). Les recherches actuelles visent a identifier
les facteurs de causalité sous-jacents (Rosa et al. 2015). Outre les facteurs environnementaux
(alimentation, obésité) [(Johnson et al., 2013); (Thrift et al.,, 2015)] et les facteurs
génétiques, plusieurs agents infectieux, dont les papillomavirus humains (HPV), le virus
d’Epstein-Barr (EBV) et le cytomégalovirus humain (HCMV), sont considérés comme des

facteurs de risque.

L’HPV et ’EBV sont les oncovirus les plus courants, contribuant a environ 10 a 15%
de toutes les tumeurs malignes et ils ont été signalés comme étant présents dans différents
types de cancers humains, ou ils peuvent jouer un role clé dans l'apparition et/ou la
progression de ces cancers (Fernandes et al., 2020). L’HPV qui joue un réle crucial dans
I'apparition et le développement de certains types de carcinomes, notamment le cancer du col
de l'utérus, les tumeurs de la téte et du cou, doit étre pris en compte pour prédire le risque de
survenue et de développement du cancer colorectal dont les types les plus fréquemment
retrouvés sont les HPV 16, 18 et 33 (Ibragimova et al., 2018). Quant a I'EBV, qui est a
I’origine de la mononucléose infectieuse, il peut favoriser le développement de néoplasmes
épithéliaux, notamment les carcinomes nasopharyngeés et les carcinomes gastriques [(Chen et
al., 2015) ; (Cyprian et al., 2018)], en plus, il est considéré comme un facteur de risque de
cancer colorectal.

Les recherches actuelles indiquent une relation potentiellement plausible entre la co-
présence d’HPV et d’EBV dans la pathogenese et la progression de plusieurs tumeurs dont le

cancer colorectal (Fernandes et al., 2020).



Introduction

C’est dans cet ordre d’idées que s’inscrit ce travail de synthése de trois articles portant
sur la recherche de la coinfection de ces deux oncovirus (HPV-HR et EBV) et leur corrélation
avec le phénotype tumoral dans les échantillons des CCR.
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Chapitre 1 : Le cancer colorectal

1. Epidémiologie

Le cancer colorectal (CCR) se situe parmi les cancers digestifs les plus importants par
sa fréquence et sa gravité. Il est le troisieme cancer le plus fréquent au monde et en Europe et
le deuxieme en termes de mortalité chez les deux sexes (Bray et al., 2018). Les prévisions
liées a ce fardeau mondial soulignent que le CCR atteindra un taux d’incidence 2,2 millions

de nouveaux cas avec 1,1 millions de décés /an en 2030 (Arnold et al., 2016).

En 2006, environ 413 000 patients ont été diagnostiqués d'un cancer colorectal en
Europe. Cela représente environ 13 % de tous les cancers de ce continent. La majorité des
cancers colorectaux se localisent dans le c6lon et représentent 9 % de tous les cancers en

Europe et environ, un tiers des cancers colorectaux se localisent uniquement dans le rectum.

Le CCR est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes. En Europe, 1 homme
sur 20 et 1 femme sur 35 peuvent développer un CCR a un moment donné de leur vie
(Kinzler et Vogelstein, 2006) et il est considéré comme la quatrieme cause principale de
déces par cancer chez les hommes et la troisieme cause de mortalité liée au cancer chez les

femmes (Ferlay et al., 2018).

Le cancer colorectal est I’un des problémes importants de santé publique dans les pays
développés a population vieillissante. La plupart des cancers colorectaux apparaissent apres
I'dge de 60 ans (Belhamidi et al., 2018) et il est rare chez les personnes agées de moins de 40
ans (Kinzler et Vogelstein, 2006).

En Algérie, le CCR est le deuxieme cancer le plus fréquent aprés le cancer du sein
chez les femmes, et le cancer du poumon chez les hommes (Touati, 2011). Selon les
spécialistes, 4 000 nouveaux cas de CCR sont signalés annuellement, sachant que 50% des
cas sont localement avancés conduisant & un taux de mortalité élevé (Labri, 2011).

Selon les registres du cancer de 1’Ouest Algérien pour I’année 2009-2010, Le CCR
occupe le 2 éme rang chez ’homme et le 6éme chez la femme avec une fréquence de 9,7 et
7,8% respectivement a Mascara (Benarba et al., 2014), a Oran ; il occupe le 2éme rang chez
’homme et le 4éme chez la femme avec une fréquence respective de 6,3 et 2,9%. A

Tlemcen ; il occupe le 3éme rang chez ’homme et le 2éme chez la femme avec une fréquence

respective de 7,61 et 8,13% (Mokhtari, 2010).



Chapitre 1 : Le cancer colorectal

2. Définition

Le gros intestin est la partie terminale du tractus gastro-intestinal. Il se compose de
trois segments: le ceecum, le colon et le rectum. C’est dans le colon que se produit 1’ultime
digestion des nutriments notamment grace a la microflore colique. L’épithélium colique est un
systtme dynamique en constant équilibre, doté de capacités de prolifération et de
différenciation lui permettant d’assurer ses fonctions physiologiques d’absorption d'eau et

d'ions, et de sécrétion de mucus.

De part ses caractéristiques, I'epithélium colique est particuliérement vulnérable aux
agressions extérieures qui engendrent des hyperproliférations cellulaires pouvant évoluer vers
un cancer. Les tumeurs malignes du célon se développent sur la paroi intestinale, dans la
plupart des cas dans la partie terminale du c6lon ou le rectum constituant ainsi les cancers
colorectaux, conduisant a la transformation de cellules épithéliales coliques normales en
cellules adénomateuses et enfin en un carcinome glandulaire ou adénocarcinome (Moghtit,
2014).

3. Classification

Les cancers colorectaux sont classés comme héréditaires, inflammatoires ou
sporadiques (De Rosa et al., 2015). Les cancers sporadiques représentent 70 a 80 % des
cancers colorectaux, ils surviennent dans un contexte familial dans 10 a 30 % des cas et ils

sont liés a une prédisposition génétique dans 5 % des cas (Karoui et al., 2007).

Le CCR est le résultat de plusieurs altérations successives qui altérent certains
oncogenes, suppresseurs de tumeur ou geénes de stabilité de I’ADN (Olivier et al., 2011). Une
classification moléculaire du cancer colorectal a été proposée, elle évolue, au fur et a mesure

que notre compréhension de la carcinogenése colorectale s'améliore (Ogino et Goel, 2008).

Trois mécanismes de carcinogenése ont été identifiés dans le cancer colorectal, se
traduisant par 3 phénotypes tumoraux différents mais impliquant finalement des voies de

signalisation identiques [(Markowitz et al., 2009) ; (Laurent-Puig et al., 2010)].
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3.1. Instabilite chromosomique (CIN : chromosomal instability)

Le mécanisme le plus fréquemment impliqué dans la survenue du CCR, Les cancers
de type CIN (ou CIN+) sont présents dans 80 % des CCR. lls sont définis par des pertes
récurrentes sur certains bras chromosomiques, conduisant a des pertes d’hétérozygotie
(Phénotype LOH+ : loss of Heterozygosity), dont certaines sont associées a des mutations des

génes suppresseurs de tumeurs (Bibeau et al., 2016).
3.2. Instabilité des microsatellites (MSI : microsatellite instability)

Les cancers de type MSI (ou MSI+) sont présents dans 15 % des CCR. lls se
caractérisent par une instabilité génétique conduisant une instabilité des regions
microsatellitaires liée a un défaut de réparation des mésappariements de I’ADN (DNA

MisMatch Repair [MMRY]) (Ribic et al., 2003).

3.3. Instabilité épigénétique (Hyperméthylation de I’ADN CIMP: CpG island
methylator)

En plus de ces mécanismes d’instabilité, plusieurs phénoménes ¢&pigénétiques
semblent étre impliqués dans 10 a 40% des CCR (Freitas et al., 2018). Les anomalies

épigénétiques n’altérent pas la séquence codante du géne mais sa transcription.

Ce dernier phénotype CIMP est de découverte plus récente. Il correspond a une
hyperméthylation des cytosines des Tlots CpG des régions promotrices des genes entrainant
une inactivation transcriptionnelle de genes suppresseurs de tumeur (Barault et al., 2008). La
définition du phénotype CIMP+ ne se résume pas a I’hyperméthylation d’un seul géne, mais

d’un groupe de génes.

Il faut souligner que ces 3 groupes ne sont pas mutuellement exclusifs. Ainsi, une
partie des CCR CIMP+ correspond a des CCR MSI+ présentant une hyperméthylation du
promoteur hMLHL1. Cette classification aboutissant a 3 groupes (CIN+, MSI+ et CIMP+) a
trouvé en partie une application clinique, le statut MSI s’inscrivant dans le dépistage du

syndrome de Lynch ou caractérisant des CCR de tres bon pronostic (Bibeau et al., 2016).
4. Les facteurs de risque du cancer colorectal

Le cancer colorectal n’est pas attribuable & une cause unique, mais certains facteurs
connus pourraient augmenter le risque de ce cancer (Moghtit, 2014). Les facteurs considérés
comme les plus importants sont : I’age, le sexe, les critéres diététiques, le tabagisme,

I’alcoolisme et 1’obésité...
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4.1. L’age

L’age est le facteur le plus prédictif de développer un CCR. Le CCR se déclare
tardivement puisque seulement 7% des cas surviennent avant 1’age de 50 ans. L’incidence
augmente ensuite fortement entre 50 et 80 ans, 1’age moyen au diagnostic est de 68 ans chez

les hommes et de 71 ans chez les femmes (Bruchez, 2010).

4.2. Le sexe

Plusieurs études ont montré que le risque de développer des polypes et des CCR est
tres élevé chez les hommes par rapport aux femmes (larc, 2008). Cela pourrait étre expliquée
par la différence physiologique liée au sexe dans le processus de développement des polypes
et des cancers. Les femmes développeraient moins fréquemment des cancers a partir de
polypes et ces derniers auraient plus tendance, et plus rapidement, a se transformer en cancers
[(Mccashland et al., 2001) ; (Roy et Bianchi, 2009)]. Une autre explication résulterait de la
différence de localisation des cancers entre hommes et femmes [(Schoenfeld et al., 2005) ;
(Brenner et al., 2010) ; (Penn et al., 2010)].

4.3. L’obésité

Le diagnostic précoce de 1’obésité est crucial car il est considéré comme un facteur
d’augmentation du risque de CCR (Useros et Foncillas, 2016). En effet, 1’obésité est associée
a un risque élevé d’adénomes colorectaux (polypes ou excroissances a potentiel cancéreux),
mais on peut réduire ce risque en perdant du poids. Le risque relatif de CCR est trés élevé
chez les malades obeses sans activité physique (Giovannucci et al., 2005). L'importance du
sur-risque de gros adénome et de cancer impose une réflexion sur la politique de dépistage
chez les malades atteints d'obésité viscérale. L'intérét chez ces malades d'un dépistage
coloscopique identique a celui proposé en cas d'antécédents familiaux de cancers colorectaux
devrait étre évalué. Par ailleurs, la surcharge graisseuse abdominale pourrait réduire
I'efficacité des traitements antiangiogéniques dans les cancers colorectaux métastatiques
(Guiu et al., 2010).

4.4. Les facteurs alimentaires

Il est aujourd’hui incontestable que 1’alimentation joue un réle dans ’apparition et
I’évolution du CCR. De nombreux travaux ont suggéré que les régimes alimentaires riches en
protéines animales (graisses et viandes), en acides gras saturés et pauvres en fibres végétales
favoriseraient le CCR [(Bingham et al., 2002) ; (Fung et al., 2003)]. Ce type d’alimentation

augmenterait la concentration intra colique en stérols et en acides biliaires secondaires qui
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stimuleraient la prolifération de I’épithélium colique. Des ¢études ont montré qu’une
consommation accrue de viande rouge et transformée augmente le risque de CCR d’environ
20% et d’autres ont montré que les sucres étaient un facteur de risque important de CCR

(Bostick et al., 1994).

4.5. Le tabagisme

L’usage du tabac accroit le risque de CCR et le risque augmente selon la durée du
tabagisme et la quantité fumée. Des études ont démontré qu'un usage abusif et a long terme de
la cigarette (20 paquets-années) augmente de 2 a 3 fois le risque d'apparition de gros
adénomes dans le c6lon et le rectum. Donc, les adénomes de grande taille sont une source
fréquente de CCR (Von Roon, 2007).

4.6. L’alcool

Différentes études suggerent que la consommation d’au moins 80 gramme d'alcool
par semaine augmente le risque de développement des adénomes et favorise 1’augmentation
de leur taille (Fedirko et al., 2011).

La consommation d’alcool, de vin et de bic¢re était nettement plus élevée chez les
sujets atteints d’adénomes du colon par rapport a ceux qui ont des adénomes dans le rectum
(Erhardt et al., 2002). D’autre part, 1’alcool agit comme un solvant, il favorise donc la
diffusion d'autres cancérigenes dans les cellules. Il peut aussi induire une carence en folate
dans le cblon et le rectum, en diminuant son absorption ou en inhibant des enzymes (Seitz et
Becker, 2007).

4.7. Facteurs héréditaires et génétiques

Des facteurs génétiques peuvent également étre a 1’origine de 1’émergence de ce type
de cancer, autant dans les cancers colorectaux héréditaires que dans les formes sporadiques
(Moghtit, 2014). Les cancers héréditaires sont pour ceux qui ont des antécédents familiaux de
cancers (pere, mere, frére ou sceur) ou de polypes colorectaux, pour ceux qui ont une forme
étendue et ancienne d'une maladie inflammatoire de I'intestin (rectocolite hémorragique ou
maladie de Crohn) (Nicolas et al., 2007).

Selon I’institut de veille sanitaire (InVS), les CCR héréditaires représentent moins de
5% des cas, et surviennent principalement avant 40 ans, plus particulierement au niveau du

cblon droit (Ducreux, 2014).
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4.8. Facteurs viraux

Les cancers colorectaux peuvent étre associés a des infections virales par les
papillomavirus humains (HPV), le virus d’Epstein-Barr (EBV), le cytomégalovirus humain
(HCMV) et le John Cunningham virus (JCV) ... (Coelho et al., 2010).

4.8.1. Papillomavirus humains

Des recherches menées dans le monde ont révélé que les HPV a haut risque sont
présents dans environ 40 a 80 % des cas de CCR chez I'nomme [(Damin et al., 2007) ; (Ala-
Eddin et al., 2016)]. Cependant, la probabilité cancérigéne de chaque souche differe. Les
types d’HPV les plus fréquemment exprimés dans le cancer colorectal sont les HPV 16, 18 et
33 (Ibragimova et al., 2018).

4.8.2. Epstein-Barr virus

A TP’échelle mondiale, des études utilisant des tests PCR en temps réel et
I’immunohistochimie (IHC) ont rapporté une prévalence de 20 a 50% pour 'EBV dans le
cancer colorectal [(Bodaghi et al., 2005) ; (Song et al., 2006) ; (Guan et al., 2015)].

4.8.3. Cytomégalovirus humain

De plus en plus de preuves suggerent que le cytomégalovirus humain (HCMV),
infecte les étres humains de maniere chronique, est associé au cancer colorectal (CCR) (Chen
et Chan, 2014).

Le HCMV, un béta-herpésvirus qui contient de nombreuses oncoprotéines virales
potentielles, n'a pas été classé comme virus oncogéne jusqu'a présent. Ce virus infecte 60 a 90
% de la population générale et il est considéré comme un virus oncomodulateur en raison de
ses effets sur la progression du cycle cellulaire, la mutagenése, I'angiogenese et I'évasion
immunitaire [(Castillo et Kowalik, 2002) ; (Powers et al., 2008)].

Chen et al (2012) ont précédemment signalé qu'environ 40 % des échantillons de
CCR étaient positifs pour le HCMV. Par la suite, ils ont constaté que la présence tumorale du
HCMV est associée a un résultat défavorable chez les patients agés atteints de cancer
colorectal et prédit une période sans maladie plus courte, indépendamment de celle attendue
par le stade dela tumeur-ganglion-métastase (TNM : tumor-node-metastasis). De telles
découvertes impliquent que le HCMV peut affecter le microenvironnement tumoral du CCR

via une certaine voie immunitaire (Chen et al., 2014).
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1. Les papillomavirus humains
1.1. Historique

Les connaissances concernant les papillomavirus humains (HPV) ont beaucoup évolué
au cours des 20 derniéres années. En 1935, Bear et Rous prouvent que les papillomes cutanés
chez le lapin peuvent évoluer vers un carcinome aprés une longue période de latence (Mougin
et al., 1997). Dans les années 1970, Le professeur allemand Zur Hausen a mis en évidence les
papillomavirus par des approches moléculaires. Cette découverte, etl’ensemble de ses travaux
menes ensuite sur les cancers associés aux HPV, lui a valu le prix Nobel de Physiologie-
Médecine en 2008 (Cohen et Enserink, 2008).

1.2. Phylogénie

Les papillomavirus appartiennent a la grande famille des PAPILLOMAVIRIDAE
(Mougin et Dalstein, 2004). Beaucoup d’espéces animales abritent des papillomavirus telles
que les bovins, les caprins, les canins, les équins, les rongeurs, les oiseaux, les reptiles et
I’'Homme (Prétet et al., 2007). La nomenclature consiste a rajouter, au suffixe PV
(Papillomavirus), I’abréviation désignant 1’hdte infecté dérivée du terme anglais. Ainsi on
parle d’HPV (Human papillomavirus), de CRPV (Cottontailrabbit papillomavirus), de BPV
(Bovine papillomavirus)... (de Villiers et al., 2004). L'ensemble actuel d’HPV est contenu
dans cing genres (alpha-, béta-, gamma-, mu- et Nu-PVs) (Van Doorslaer, 2013) et la plupart
des HPV appartiennent soit a 1’alpha ou béta (Lazarczyk et al., 2009). Ce sont les virus
humains qui ont eté étudiés de maniére la plus extensive ; une centaine de types d’HPV ont
été identifiés par séquencage complet de leur génome. Cependant, sur la base des nombreuses
séquences subgénomiques disponibles dans les bases de données, on estime que le nombre
réel de types d’HPV est beaucoup plus élevé [(Segondy, 2008) ; (Alain et al., 2010)];
actuellement, plus de 200 génotypes identifiés d’HPV (Lepiller et al., 2021).

1.3. Définition

Les papillomavirus humains sont de petits virus, qui infectent exclusivement les
épithéliums cutanés et muqueux. lls sont retrouvés de facon ubiquitaire dans les tissus
humains et ils sont en particulier responsables de lésions bénignes ou malignes des
mugqueuses anogénitales et oropharyngées (Lepiller et al., 2021). L'infection par I’'HPV est
considérée comme une infection sexuellement transmissible mais les HPV peuvent également

étre transmis par des voies non sexuelles (Szydlowski et al., 2014).
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1.4. Classification

La classification des papillomavirus humains repose sur différents critéres, en fonction

de leur séquence génomique, leur tropisme et leur potentiel oncogeéne.

1.4.1. Selon leur séquence génomique

Cette classification est établie par le séquencage du gene, hautement conservée, codant
la protéine L1 (protéine majeure de la capside). Un nouveau type de papillomavirus est
caractérisé lorsque son génome présente des variations de plus de 10% des génes L1 (Leto et
al., 2011).

1.4.2. Selon leur tropisme

Au-dela de leur spécificité d’espéce, les papillomavirus présentent aussi une forte
specificité tissulaire. Les papillomavirus sont épithéliotropes stricts (Coissard, 2005). Les
différents types d'HPV se caractérisent par leur tropisme tissulaire (site d’infection
préférentiel) et on distingue des types d'HPV a tropisme cutané ou a tropisme muqueux
(Tableau 1). Cependant il existe certains types d’HPV a tropisme mixte, c'est a dire a la fois
cutané et muqueux (Segondy, 2008).

Tableau 1 : Distribution des types d’HPV selon leur tropisme (Segondy, 2008).

HPV1, 2,4 5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22,
Cutane 23, 25, 27, 36, 37, 38, 41, 47, 48, 49, 50, 57, 60, 63,
65, 7o, 76, 80, 88, 92, 93, 95, 96
HPVE, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 3Z, 33, 34, 35, 39,
42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66,

Ll tEl 67, 68, 69, 7O, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 89, 90
Mixte HPV3, 7. 10, 28, 29, 40, 43, 78, 91, 94

1.4.3. Selon leur potentiel oncogéne
Il est a noter que cette répartition ne prend en considération que les HPV a tropisme
mugqueux, on peut classer les HPV selon leur pouvoir pathogene en HPV a haut risque, HPV a

bas risque et HPV a risque probable (Tableau 2).
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Tableau 2 : Classification des HPV selon leur potentiel oncogéne (Segondy, 2008).

Haut risque 18, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Haut risque probable 26, 53, 66, 68, 73, 82

Bas risque 6, 11, 13, 40, 42, 44 54,61, 70, ¥2, 81, B9

Risque indétermine” 30, 32, 34, 62, 67, 69, V1, 74, 83, B4, 85, 86, 87, 90

1.5. Structure
1.5.1. Organisation structurelle

Les papillomavirus humains sont des virus nus de petite taille, de 45 a 55 nm de
diamétre dont la capside est composée de 72 capsomeéres qui s’organisent en une symétrie
icosaédrique, dépourvus d’enveloppe ce qui leur confére une trés grande résistance aussi bien
en milieu extérieur, qu'a la congélation et la dessiccation (Riethmuler et al., 2002). La
capside est constituée d’une protéine majeure L1 et d’une protéine mineure L2 [(Ustav et al.,

1991) ; (Favre et al., 1997) ; (Dixon et al., 2000)].

1.5.2. Organisation génomique

Le génome de papillomavirus est constitu¢é d’une molécule d’ADN double brin
circulaire de 8kb dont un seul brin est codant. Ce dernier comporte trois régions ; deux
régions codantes dont la région précoce E pour Early codant pour les six protéines non
structurales (E1, E2, E3, E4, E5, E6 et E7) impliquées dans de multiples fonctions, y compris
la réplication virale et la transformation cellulaire (Bravo et Félez-Sanchez, 2015) et occupe
plus de 50% du génome du virus (Zheng et Baker, 2006) et la région tardive L pour Late qui
code pour les protéines structurales de la capside L1 (protéine majeure) et L2 (protéine
mineure) (Debaque et Eide, 2012) qui sont séparées par une région non codante de régulation
LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream regulatory region) [(Bernard, 2002) ;
(Carcopino et al.,2011)] (Figure. 1).
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Figure. 1 : Organisation génétique de ’'HPV16 (Abramo et Archambault, 2011).
1.6. Cycle viral

Les papillomavirus humains sont parfaitement adaptes a leurs cellules hétes ; les
épithéliums stratifiés de 1’épiderme ou des muqueuses (Schiller, 2010) et leur réplication est
intimement liée au processus de renouvellement cellulaire et a la différenciation des cellules

de I'néte (Grm et al., 2009). Le cycle viral décrit dans la (Figure. 2) se déroule suivant les
étapes ci-dessous:

A B
Virus Release J .. °. o..'... .- o, Q
simenarieeaine WS
5 ﬁ Virus Assenbly 477 .. - :‘ Satenl ’..- = .. o
or’e A ORI, <
AERE 4 $lo\® z
. . . ® » Q
Genome r e8¢ '.' o e =
. g Amplification oo 8 S 2SS §
v ol EE NG00
R wmm, OGS
Productive Non-productive Infection
Infection (CIN3)

Figure. 2 : Réglementation et déréglementation du cycle de vie de papillomavirus a haut
risque (Egawa et al., 2015).
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1.6.1. Attachement, internalisation et décapsidation

La premicre étape de l'infection virale est 1’interaction de la protéine L1 de la capside
virale et les récepteurs de la membrane basale [(Bourgault-Villada, 2007) ; (Johnson et al.,
2009)]. Les proteoglycanes a sulfate d'héparine (HSPG) semblent étre le principal récepteur
pour la liaison initiale. Lorsque ’HPV se lie aux HSPG, la capside virale subit un changement
conformationnel (Graham, 2017). Le virus est alors internalisé par endocytose grace aux
récepteurs a clathrine ou calvéoline (Abban et Meneses, 2010), puis, décapsidé par rupture
de ponts disulfure intracapsomériques grace au milieu réducteur intracellulaire (Nelson et al.,
2002). L'ADN viral est transloqué au niveau du noyau de la cellule grace au réseau de

microtubule via la protéine mineure de capside L2 (Doorbar, 2006).

1.6.2. Maintenance du génome viral

Les papillomavirus se répliquent et se rassemblent exclusivement dans le noyau.
Cependant, I'expression des genes viraux et la réplication se déroulent d'une facon étroitement
contrélée et régulée par la différenciation (Zheng et Baker, 2006). Le virus maintient son
génome en un nombre faible de copies épisomales dans les cellules basales de I'épithélium (a
environ 10 a 200 copies par cellule) (Doorbar, 2005). 1l est admis que les protéines E1 et E2
suffisent a maintenir ’ADN viral sous forme épisomale et a faciliter sa ségrégation au
moment de la division cellulaire au cours de laquelle le nombre de cellules basales portant le
virus augmente (You et al., 2004). Les génomes d'HPV nouvellement synthétisés se
répartissent, comme I'’ADN cellulaire, dans chaque cellule fille (Doorbar, 2005), a ce stade, le

cycle est dit non productif (Mougin et al., 2008).

1.6.3. Prolifération cellulaire

Contrairement aux cellules non infectées qui, une fois détachées de la lame basale,
arrétent leurs division pour entrer dans un processus de différentiation en migrant vers la
région suprabasale, les cellules filles infectées continuent leurs prolifération sous 1’effet des
protéines E6 et E7 qui sont exprimées dans ces cellules et qui désactivent le blocage du cycle
cellulaire pour permettre la poursuite de la réplication de I’ADN viral [(Stubenrauch et
laimins, 1999) ; (Beglin et al., 2009)].

1.6.4. Amplification du génome viral

Aprés une phase de prolifération, les cellules infectées migrent vers les couches
supérieures de I’épithélium et subissent une différenciation terminale. Les changements
d’environnement de la cellule et les signaux de différenciation provoquent I’activation du

promoteur tardif dépendant de la différenciation cellulaire. Ce promoteur contréle
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I’expression des protéines impliquées dans la réplication de I’ADN viral [(McBride, 2008) ;
(Mougin et al., 2008)]. Cela déclenche la phase végeétative du cycle de vie du HPV [(Laimins
et Hebner, 2006) ; (Moody et Mac, 2020)].

1.6.5. Encapsidation et libération des virions

La fin du cycle de vie viral implique la sortie du cycle cellulaire, les virions s'auto-
assemblent, ainsi L1 et L2 s'expriment pour permettre I'encapsidation du génome de I'’ADN du
HPV. La maturation des particules virales se produit dans les couches supérieures des
épithéliums pavimenteux différenciés au stade terminal. Les HPV sont libérés dans
I'environnement, ils profitent de la desquamation naturelle des cellules épithéliales en
I'absence de lyse ou de nécrose, ce qui contribue a la persistance du virus en évitant
I'inflammation [(Bodily et Laimins, 2011) ; (Harden, 2016) ; (Doorbar, 2020) ; (Garbuglia
et al., 2020)].

1.7. Carcinogénese

Le mécanisme oncogénique central est soutenu par les protéines virales E6 et E7 du
HPV a haut risque et dépend de I’intégration du génome HPV-HR au génome de 1’hote
('instabilité génomique) [(Mantovani et Banks, 2001) ; (McLaughlin-Drubin et Miinger,
2009)] ; ces protéines assurent la réplication du génome du HPV dans les cellules épithéliales
post-mitotiques différenciées, et cette déréglementation du programme de différenciation
naturelle est proposée d'étre responsable de la cancérogenése liée au HPV (Lazarczyk et al.,
2009), elles interferent avec le cycle cellulaire en ciblant les protéines suppresseurs de tumeur

p53 et pRb, respectivement (Peitsaro et al., 2002).

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 ’apoptose médi¢e par la
protéine p53 dans les cellules infectées par le HPV. Alors que I’oncoprotéine E7 se lie a pRB
phosphorylé avec une affinité élevée pour I’inactiver et favorise sa dégradation (Munger et
Howley, 2002), ce qui jouent un role central dans la transformation maligne,
I’immortalisation et 1’invasion tumorale [(Mantovani et Banks, 2001) ; (McLaughlin-
Drubin et Minger, 2009)] (Figure. 3).
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Figure. 3 : Principales étapes de la carcinogenése associée a E7 et E6 des HPV-HR
(Mougin et al., 2008).

1.8. Prévention

La plupart des gens élimineront I’HPV spontanément. Ceux qui ne le font pas sont a
haut risque pour développer une malignité (Hathaway et al., 2012). L’HPV joue un rdle
important dans la transformation oncogéne d'une variété de lésions (en particulier les
néoplasies cervicales intraépithéliales). La prévention de ce virus peut étre soit par dépistage
(prévention primaire) qui est réalisé plus particulierement pour le CCU ou vaccination

(prévention primaire) (Riethmuller et al., 2008).

1.8.1. Dépistage

Pour détecter des cellules anormales et/ou une infection par ’'HPV chez les femmes,
deux tests sont utilisés le frottis et le test ADN-HPV qui est beaucoup plus sensible que le
frottis ou la recherche du génome viral peut étre réalisé par PCR, hybridation moléculaire,
hybridation In situ, typage d’HPV a haut risque oncogéne ou a bas risque ou encore par
séquencage [(Grosjean et al., 2011) ; (Parks, 2014)].

1.8.2. Vaccination

Pour prévenir I’infection par les virus HPV, deux types de vaccins sont utilisés

(Hathaway et al., 2012).

Les vaccins prophylactiques contenant des pseudo-particules virales (VLP) obtenues
par auto-assemblage de protéines recombinantes de la capside L1 des HPV de différents
types. Ces vaccins préviennent efficacement les infections a HPV causees par les types ciblés
en suscitant la production d'anticorps neutralisants qui se lient aux particules virales et

bloguent leur entrée dans les cellules de I'h6te (avant 1’infection) [(Hitzeroth et al., 2018) ;
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(Garbuglia et al., 2020)]. En revanche, plusieurs vaccins thérapeutiques dirigés contre les
HPV ont été testes, sous forme de vecteurs viraux recombinants, de polypeptides, de cellules
dendritiques ou d’ADN. Le vaccin thérapeutique a pour but de stimuler le systéme
immunitaire cellulaire spécifique ou inné de facon a augmenter les réponses préexistantes ou a
génerer des nouvelles et induire des lymphocytes TCD8 et CD4 dirigés contre des peptides
antigéniques HPV, pour détruire les cellules tumorales associées a I’HPV (apres I’infection).
Ces mémes vaccins ont été inefficaces sur les cancers invasifs associés a HPV [(Bourgault-
Villada, 2007) ; (Lescaille et al., 2011)].

1.9. Traitement

A ce jour, aucune thérapie ne s'est avérée uniformément efficace et pratique dans le
traitement des infections par I’HPV, De nombreuses thérapies ont été développées de maniére
empirigue.

Par conséquent, l'objectif du traitement est d'éliminer ou de controler les maladies
résultant de l'infection par ’HPV en détruisant les 1ésions par des moyens physico-chimiques
: par des topiques, la cryothérapie, la vaporisation laser ou I’exérése chirurgicale, ou encore
en induisant une réponse inflammatoire ou immunitaire. Les taux de récidive de la plupart des

thérapies sont relativement éleves [(Grosjean et al., 2011) ; (Bonnez, 2019)].

1.10. 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 le cancer du col de I’utérus (100
%), le cancer de I’anus (90 %), le cancer de la vulve (40 %), le cancer du vagin (40 %), le

cancer du pénis (40 %) et le cancer de la cavité buccale et du pharynx (<12 %) (Cobo, 2012).

Il est aussi associé a d'autres cancers, notamment ceux de la prostate, du célon, de la
vessie, de 'cesophage, du 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)].
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2. Epstein-Barr virus

2.1. Définition

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) a été découvert en 1964 sous microscopie électronique
par A. Epstein dans des cellules dérivées de lymphomes de Burkitt africain. Sa morphologie
est identique a celle des autres herpés virus. Les virions mesurent environ 150 nm et sont
enveloppés. L’enveloppe qui dérive de la membrane cellulaire, contient un nombre de
glycoprotéines virales variable d’un virus a I'autre. L’EBV présente a sa surface plusieurs
glycoprotéines. En plus de 1’enveloppe, le virus est constitué du tégument qui correspond a
une structure protéique fibreuse, d’une capside protéique icosaédrique d’environ 100 nm de
diamétre qui comprend 162 capsomeres, et d’un core qui correspond a la structure contenant
le génome viral. Le génome est un ADN bicaténaire linéaire de grande taille (172kb)
[(Epstein et al., 1964) ; (Balfour et al., 2011) ; (Farrell, 2019) ; (Ayee et al., 2020)].

Le virus est transmis par voie orale avec la salive, ou il présente un double tropisme en
infectant deux cibles physiologiques principales, les lymphocytes B et les cellules épithéliales.
Il a également été démontré que le virus infecte des cibles non naturelles telles que les
lymphocytes T et les cellules tueuses naturelles (NK: Natural Killer) [(Marelle et al., 1993) ;
(Ayee et al., 2020)].

2.2. Classification

Le virus d’Epstein-Barr est aussi appelé Gamma herpes virus humain 4 (HHV-4), c’est
un virus oncogene ubiquitaire appartenant a la famille des HERPESVIRIDAE, sous-famille
des GAMMA-HERPESVIRINAE, genre Lymphocryptovirus (virus caché dans les
lymphocytes), il est responsable de la mononucléose infectieuse [(Niedobitek et al., 1997) ;
(Ayee et al., 2020)].

2.3. Cycle de vie

Le cycle de vie de I'EBV est trés différent de celui des autres herpesvirus, tels que
I'nerpés simplex virus de type 1 (HSV-1) ou le cytomégalovirus (CMV). Avec ce dernier, une
réplication lytique compléte peut étre accomplie par l'infection de certains types de cellules.
Un tel systeme de réplication lytique aussi efficace n’existe cependant pas pour I'EBV, qui
infecte spécifiqguement les lymphocytes B au repos et les cellules épithéliales [(Fields et al.,

2002) ; (Tsurumi et al., 2004) ; (Guidry et Scott, 2018)]. Il passe par les étapes suivantes :
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2.3.1. Attachement et pénétration

L’infection des lymphocytes B par ’EBV est initi¢e par I’attachement et la fixation du
virus sur la membrane cellulaire par interaction entre la glycoprotéine d’enveloppe virale
gp350/220 et la molécule CD21 (protéine de la surface membranaire). De plus, les cellules
épithéliales n’expriment pas le CD21 (Imai et al., 1998). Ceci suggere également 1’existence
d’autres molécules cellulaires permettant 1’adhésion du virus (Larrat, 2010). Selon
(Shannon-Lowe et al., 2009), comme les récepteurs viraux ne se situent que sur les faces
baso-latérales des cellules épithéliales, le virus pourrait les infecter via le relargage de
particules virales par les lymphocytes sous-jacents plutdt que directement par la salive. Les
cellules épithéliales auraient donc plutoét un role dans la dissémination virale que dans la
primo-infection (Larrat, 2010). La pénétration du virus requiert un complexe de trois
glycoprotéines virales (gp25, gp85, et gp42) et cellulaires (complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II). L'EBV peut se répliquer de deux manicres: par la
prolifération des cellules B infectées ou par la production de virions lytiques [(Maréchal et
Piolot, 2001) ; (Munz, 2019)].

2.3.2. Latence et maintien du génome

Apres pénétration et décapsidation, le génome viral migre jusqu’au noyau et s’intégre
dans le génome de I’hdte et persiste en tant que provirus, ou il se circularise et reste dans la
cellule immortalisée sous forme épisomique extra-chromosomique, fixé a la membrane
nucléaire par une séquence d’intérét oriP (origine de réplication) pour établir un état de
latence [(Marelle et al., 1993) ; (Ayee et al., 2020)].

Ce statut de latence virale correspond a une phase spécifique de I’interaction virus-
hote dont elle repose sur deux phénomenes interdépendants. Le premier est le maintien du
génome viral dans le noyau a long terme méme si la cellule se divise et le deuxieme, essentiel
au maintien de la latence virale, est I'expression des genes dits de latence (il n’y a pas

production de particules infectieuses) (Maréchal et Piolot, 2001).

Ces genes codent pour des protéines qui ont des fonctions diverses. Certains d’entre
eux, ont la possibilité d’immortaliser In vitro les lymphocytes B infectés et d’obtenir des
lignées cellulaires lymphoblastoides (LCL). Ces derniers 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 'EBV (EBERL et EBER2) et des transcrits
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de la région A de BamHI pour maintenir une prolifération continue et empécher les cellules

de subir I'apoptose (Tsurumi et al., 2004) (Figure 04).
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Figure. 4: Représentation schématique du I’EBV (Farrell, 2019).

L'EBV posséde quatre programmes de latence distincts dans lesquels différents profils
d’expression des génes de I’infection latente ont été décrits In vivo et In vitro (Tableau 3)
[(Hardie, 2010) ; (Larrat, 2010)].

Tableau 3: Programmes de latence de ’EBV (Hardie, 2010).

Programme de latence Les genes exprimés Stade de différentiation de LB
latence 111 EBNAL, 2, 3, LMP1, 2, EBERs Blastocyste
latence 11 EBNAL, LMP1, EBERs Cellule B du centre germinatif
Latence | EBNAL, EBERs Cellule B mémoire
Latence 0 EBERs Cellule B mémoire

Au cours de la prolifération de ces cellules B, 'EBNA1 est exprimé et impliqué dans
le maintien de I'EBV sous forme épisomique et dans la réplication de I'épisome, aprés avoir
traversé I'épithélium des muqgueuses 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 'EBNA2 [(Marelle et al., 1993) ; (Miinz,
2019)] (Figure. 5).
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Figure. 5: Modéles d'infection latente du virus d'Epstein-Barr pour atteindre la persistance
virale (Munz, 2019).

Cependant, si le lymphocyte B est la cellule qui permet la persistance de I’EBV dans
I’organisme, les cellules épithéliales peuvent également étre porteuses du virus (Shannon-
Lowe et al., 2009). En effet, ’EBV est associ¢ a différentes pathologies dans lesquelles sa
présence a ¢t¢é montrée dans des cellules épithéliales. Il s’agit notamment du carcinome du
cavum, de la leucoplasie orale chevelue, ainsi que d’autres cancers épithéliaux comme le

carcinome gastrique et colorectal (Larrat, 2010).

Les types de latence changent parmi les différentes tumeurs malignes associées a
I’EBV qui est un oncovirus bien caractérisé, associé a plusieurs malignités. La nature
complexe et hétérogene du cancer colorectal (CCR) a conduit a de nombreuses associations
épidémiologiques causales avec le CCR. Cependant, un lien de causalité direct entre les
infections microbiennes et le CCR n'a pas encore été établi (Bedri et al., 2018).

2.3.3. Cycle lytique

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 tres
probablement I'infection des cellules épithéliales pour une excrétion efficace dans la salive et

la transmission du virus (Munz, 2019).

La réplication lytique differe de I'état d'amplification latente dans la mesure ou de
multiples cycles de réplication sont initiés dans I'oriLyt (Lytic origin) (Hammerschmidt et
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Sugden, 1988). Le processus de réplication dépend davantage des protéines de réplication
codées par I'EBV (Fixman et al., 1995).

La protéine ZEBRA (Z Epstein-Barr replication activator), codée par le gene BZLF1
(BamHI Z fragment leftward open reading), est le commutateur induisant le passage de la
latence au cycle réplicatif [(Lieberman et al, 1990) ; (Yin et al, 2004)]. Elle induit sa propre
expression mais également celle des facteurs de transcription codés respectivement par les
deux génes lytiques clés de I'EBV immediate-early (IE), BZLF1 et BRLF1 lors de la
réactivation. Ces genes codent pour les transactivateurs qui activent les promoteurs viraux et
certains promoteurs cellulaires, conduisant a une cascade ordonnée de I'expression des genes
viraux : activation de l'expression des génes précoces, suivie de la cascade lytique de
réplication du génome viral et de I'expression des génes tardifs (Munz, 2019).

Dans le cycle de production virale, le génome de I'EBV est amplifié plus de 100 fois.
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).

Afin de pouvoir infecter de nouveaux hotes et également renforcer le pool de cellules
B mémoires porteuses du virus, ce dernier doit pouvoir aboutir a une excrétion de particules
virales infectieuses. Les signaux naturellement a 1’origine de la différenciation des cellules B
mémoires en plasmocytes secréteurs vont également permettre au virus de se réactiver. La
capacité des cellules B mémoires infectées a se transformer en plasmocytes ou le virus se

réplique est confirmée par les travaux d’Al Tabaa et al. (2009).

Le sort des cellules qui se divisent peut-étre par apoptose, mais pas avant que le virus
ne soit entré dans le programme lytique, libérant ainsi des virions infectieux (Faulkner et al.,
2000). L’ensemble de ce phénomeéne de réplication virale se produit essentiellement dans les
lymphocytes B mémoires lors de leur différenciation en plasmocytes. Cette différenciation
cellulaire en plasmocyte conduit les cellules vers les épithéliums muqueux comme les
amygdales, ou il y a un relargage de particules virales dans la salive a la place des
anticorps, ce qui permet la transmission inter-individus [(Larrat, 2010) ; (Al Mohamad,
2016)].

Le réle de la réplication lytique de I'EBV dans la formation de tumeurs associées a
I'EBV est étayé par les déelétions des micro ARN codés par I'EBV, qui se sont avérees étre
enrichies dans les lymphomes NK/T et les lymphomes diffus a grandes cellules B associés a
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I'EBV. On suppose que ces virus favorisent des niveaux plus elevés de réplication lytique de
I’EBV en raison de la régulation positive de 1’expression de BZLF1 et BRLF1 qui est
supprimée par 1’un des microARN (MUnz, 2019) (Figure. 6).
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Figure. 6: Cycle de vie de 'EBV (Balfour et al., 2011).

2.4. Diagnostic

Le diagnostic d’EBV peut étre réalisé par les méthodes suivantes:

v Détection d’anticorps hétérophile (Technique ELISA) : ’infection par I’EBV entraine
une stimulation de la production d’anticorps non spécifiques de type IgG et IgM. Dans la
mononucléose infectieuse, ces anticorps sont capables d’agglutiner les hématies de
certaines espéces animales [(Hanto, 1995) ; (Kara-Mostefa et al., 2003)]. La sérologie
utilisant des techniques d’immunofluorescence ou surtout de type ELISA permet de faire

le diagnostic d’une infection aigué ou ancienne (Amiel, 2013).

v' L'immunohistochimie : 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, elle est utilisée
pour confirmer la présence du virus et pour distinguer entre les tumeurs associées et les
tumeurs non associées a I'EBV (Ayee et al., 2020).

v" Recherche de virus par culture : elle permet la détection et le titrage de nombreux types
d’anticorps ; mise en évidence certains antigénes (surtout les EBNA) ; culture du virus
infectieux sur cellules In vitro ; les lymphocytes infectés sont eux méme mis en culture

(Seigneurin et Buisson, 1995).
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v" Recherche par I'utilisation des microscopies électroniques

v Détection du génome viral : la PCR est la technique actuellement la plus utilisée pour
mettre en évidence le génome de I’EBV et surtout pour la quantification de la charge
virale (PCR en temps réel) ; L'hybridation In situ de I'ARN est considérée comme le test
de réference pour la détection et le diagnostic de l'infection par le virus EBV [(Grosjean
etal., 2011) ; (Ayee et al., 2020)].

2.5. Prévention
2.5.1. Prévention par vaccination

De nombreux vecteurs viraux différents ont été développés pour étre utilisés comme
vaccins, notamment les poxvirus, les adénovirus et le virus de la fievre jaune. Le premier
vaccin qui a été mis au point comme vaccin thérapeutique contre le cancer EBV-positif testé
chez I'hnomme a utilisé un virus recombinant vivant exprimant l'antigéne membranaire de
I'EBV, c’est le vaccin (MVA : modified vaccinia virus Ankara) codant pour les antigénes
EBV EBNAL et LMP2 (MVA-EL) (Ruhl et al., 2020).

Ce type de vaccin pourrait avoir un intérét, d’une part dans la prévention de
I’infection, d’autre part, dans la diminution de la dissémination virale au cours de

réactivations chez I’individu infecté (Biomnis, 2012).
2.5.2. Prévention par dépistage

Il est avantageux d’utiliser les (Ac anti-VCA : anticorps anti-viral capsid antigen) en
premiere 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).

2.6. Traitement

Au cours des infections graves a EBV chez le patient immunodéprime, des
médicaments antiviraux tels que I’aciclovir, le ganciclovir, le foscarnet et le cidofovir ont été
essayes avec des resultats inconstants. De plus, il existe des vitamines et des extraits de
plantes qui inhibent efficacement la réplication de I’EBV. Dans chaque cas, I’activité anti-
EBYV est dirigée vers la prévention de la réplication, et aucun n’a d’effet sur la phase latente
de l’infection (Kerr, 2019). Dans le cas des lymphoproliférations, outre la radio et la
chimiothérapie, des essais de stimulations ou de restauration de la réponse cytotoxiques sont

en cours (Biomnis, 2012).
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2.7. EBV et cancers

L'EBV a été impliqué dans une grande diversité de cancers, dont la plupart

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

Les tumeurs malignes épithéliales qui sont associées a la présence de I'EBV dans les
cellules épithéliales comprennent le cancer du nasopharynx, le cancer gastrique, le cancer du
sein et le cancer colorectal. 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 deérivés 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).

Actuellement, les données sur le réle et I'expression de I'EBV dans le cancer colorectal
sont rares et contradictoires, sans preuve claire du role actif de I'EBV dans la carcinogenése

colorectale (Collins et al., 2011).
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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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1. Méthodologie
1.1. 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 cancers colorectaux (CCR) par deux virus oncogenes :
I’HPV et PEBV responsables de plusieurs types de cancers chez ’homme, y compris les

cancers colorectaux.
1.2. Matériel et méthodes
Pour effectuer cette analyse, un traitement de trois articles a été réalisé :
v Article 1

High-Risk Human Papillomaviruses and Epstein—Barr Virus in Colorectal Cancer and
Their Association with Clinicopathological Status (Les papillomavirus humains a haut
risque et le virus d'Epstein-Barr dans le cancer colorectal et leur association avec le
statut clinicopathologique), Gupta I., Al Farsi H., Jabeen A., Skenderi F., Al-Thawadi

H., AlAhmad YM., Abdelhafez I., Al Moustafa AE et Vranic S. (2020). Pathogens, 9, 452;
doi:10.3390/pathogens9060452.

Ce travail réalisé par Gupta et al. (2020) afin d’explorer le statut des papillomavirus humains
(HPV) a haut risque (HPV-HR) (16, 31, 18, 51, 52 et 45) et du virus d'Epstein-Barr
(EBV) dans une cohorte de CCR bien définie provenant de 106 patients bosniaques.
v’ Article 2

Co-presence of Epstein—Barr virus and high-risk human papillomaviruses in Syrian
colorectal cancer samples (Coprésence du virus d'Epstein-Barr et de papillomavirus
humains a haut risque dans des échantillons de cancer colorectal en Syrie), Malki MI.,
Gupta I., Fernandes Q., Aboulkassim T., Yasmeen A., Vranic S., Al Moustafa AE et Al-
Thawadi H.  (2020). Human  Vaccines &  Immunotherapeutics, DOl:
10.1080/21645515.2020.1726680.

Une étude effectuée par Malki et al. (2020), pour but d’évaluer la présence des
papillomavirus humains (HPV) a haut risque de types 16, 18, 31, 33 et 35 et du virus
d'Epstein-Barr (EBV) dans les cancers colorectaux humains provenant de 102 patients

syriens.
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v Article 3
Copresence of High-Risk Human Papillomaviruses and Epstein-Barr Virus in

Colorectal Cancer: A Tissue Microarray and Molecular Study from Lebanon
(Copreésence des papillomavirus humains a haut risque et du virus d'Epstein-Barr dans
le cancer colorectal : Une étude moléculaire et de microréseau tissulaire au Liban), Nagi
K., Gupta 1., Jurdi N., Yasmeen A., Vranic S., Batist G et Al Moustafa AE. (2021).
International Journal of Molecular Sciences,doi.org/10.3390/ijjms22158118.

Cette recherche menée, par Nagi et al. (2021), pour déterminer la prévalence des HPV a haut
risque (16, 18, 35, 58, 51, 45, 52, 31, et 33) et EBV dans une cohorte de 94 échantillons de
tissus de CCR et 13 tissus normaux colorectaux provenant de la population libanaise.

1.2.1. Prélévement des échantillons

D’apres les trois articles, tous les échantillons ont été prélevés sur des tissus fixés au
formol et incorporés en paraffine (FFPE: formalin-fixed-paraffin-embedded) de carcinomes

colorectaux retirés chirurgicalement et confirmés pathologiquement.

Tous les cas ont été réexaminées afin de confirmer le diagnostic et de sélectionner les
FFPE appropriés pour la réalisation de puces a ADN tissulaires (TMA), I’immunohistochimie
(IHC) et les tests PCR (Article 1 et 2).

1.2.2. Extraction de ’ADN

L'ADN a été extrait des échantillons de tissus FFPE a l'aide du kit de purification
d'ADN FFPE GeneJET de Thermo Scientific, conformément aux instructions du fabricant
(ThermoFisherScientific, Etats-Unis). Les coupes FFPE ont été soumises & une digestion
enzymatique en utilisant 200puL de tampon de digestion. Apres la digestion, 20uL de solution
de protéinase K ont été ajoutées pour lyser et libérer I'ADN génomique, qui a été dénaturé par
incubation a la chaleur (90°C) pendant 40 minutes. La solution obtenue a ensuite été
centrifugée et le surnageant contenant I'ADN a été mélangé avec 200uL de solution de
tampon de liaison. Aprés addition d'éthanol (96 %), le lysat a été chargé sur la colonne de
purification et 'ADN adsorbé a été soumis a un lavage (tampon de lavage 1 et 2) pour

¢liminer les contaminants. L'ADN a été ¢lué avec 60uL de tampon d'élution (Article 1 et 3).
1.2.3. Détection du HPV et de ’EBV par PCR

Vingt-cing (25) nanogrammes d'’ADN génomique purifié de chaque échantillon ont été
utilisés pour la détection de ’'HPV et I'EBV par réaction en chaine par polymérase (PCR)
(Glenn et al., 2012) en amplifiant les génes L1 pour ’HPV et les génes E6/E7 pour HPV-HR
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ainsi que pour les génes LMP1 et/ou EBNAI1 pour 'EBV. Le géne GAPDH a été utilisé

comme contr6le interne dans les 3 articles.

» Principe de laPCR
La PCR (Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérase en chaine) est une
technique d'amplification d'/ADN In vitro. Elle permet d'obtenir un trées grand nombre de
copies d'une séquence d'ADN choisie. Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes : une
dénaturation de I'ADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le composent, une
hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace
a l'action d'une ADN polymérase. Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir

une multiplication exponentielle de la séquence d’ADN cible (Gil, 2007).

» Technique
La technique a été utilisée dans les 3 articles. La PCR a été réalisée en utilisant le
master mix Invitro gen Platinum Il Hot-Start Green PCR (2X) (ThermoFisherScientific,
Waltham, MA, Etats-Unis).

L’amplification d’E6/E7 pour détecter les HPV-HR a été réalisée dans les trois
articles. Malki et al. (2020) (article 2) ont réalisé aussi 1’amplification du gene L1 pour la
détection des HPV en utilisant les amorces MY09/MY11 et GP5+/GP6+ (Tableau 4).

Concernant ’EBV, DI'amplification des génes LMPI/EBNAI a été réalisée dans
’article 1 et seulement le gene LMP1 dans ’article 2 et 3 en utilisant les amorces indiquées

dans le Tableau 4.

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’élongation

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.

e Hybridation : 50-62°C pendant 1 min.

Selon la température de fusion de chaque amorce. — 40 cycles

e Elongation : 72°C pendant 1min.
e Elongation finale : 72°C pendant 10 min.

1.2.4. Electrophoreése

L’¢électrophorese sur gel d’agarose est une méthode classique utilisée de fagon

standard afin de séparer, identifier et purifier des fragments d’ADN ou d’ARN. Elle est
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réalisée dans une cuve horizontale. Leur séparation repose sur leurs différences de charge, de
taille et de structure, le produit PCR de chaque géne a été résolu par électrophorese sur gel
d'agarose a 1,5% (Dartois, 2011).

Tableau 4: Les amorces utilisées (Les trois articles).

Virus Article Geénes Amorces sens et inverses
HPV 2 L1 MY09/MY1let GP5+/GP6+
HPV-HR 12et3 E6/E7 Non mentionné dans 1’article
EBV let2 LMP1 5'-TTGGAGATTCTCTGGCGACT-3'
5'-AGTCATCGTGGTGGTGTTCA-3'
3 Non mentionné dans 1’article
1 EBNAL 5-GAGCGGGGAGATAATGTACA-3'
5'-TAAAAGATGGCCGGACAAGG-3’
Contréle interne let2 GAPDH 5 GAAGGC-CATGCCAGTGAGCT-3/
5'- CCGGGAAACTGTGGCGTGAT-3’
3 Non mentionné dans 1’article

1.2.5. Puces a ADN tissulaires (TMA : Tissue microarrays)

Cette technique a été utilisée chez les trois populations. Elle permet de définir des
plans expérimentaux sur un trés grand nombre de tissus, les échantillons de cancers et les
contrdles ont été incorporés dans un bloc de paraffine vierge TMA a I'aide d'un tissu manuel
non automatisé (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA). Des cas de contrble et de

cancer ont été implantés dans des boites de Pétri.

Apres le prélevement de deux carottes de TMA de 1 mm de diametre, des sections de
4 um ont été coupées et colorées a I'hématoxyline et a I'éosine sur les lames initiales afin de
confirmer le diagnostic histopathologique. Des tests d'immunohistochimie (IHC) ont été
réalisés sur les lames des blocs complétés contre E6 et LMP1 des HPV et EBV a haut risque,

respectivement.
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1.2.6. Immunohistochimie (IHC)

Cette technique a pour but d’exprimer les antigénes E6 d’HPV et LMP1 d’EBV, la

technique a été utilisée dans les 3 articles.

Pour la construction de la TMA, chaque lame a été déparaffinée dans l'alcool gradué,
réhydratée et bouillie (micro-ondes) dans une solution de citrate de sodium 10mM (pH 6,0)
pendant 10 minutes (Article 1 et 3). L'activité peroxydasique endogene dans le tissu rehydraté
a été bloquée avec une solution de peroxyde d'hydrogene a 3% dans du méthanol pendant 10
minutes a température ambiante. Les lames de TMA ont ensuite été incubées pendant 35 min
a 37°C avec des anticorps monoclonaux primaires pour E6 (clones 1-4 et C1P5, DakoAgilent,
Carpinteria, CA, USA et Calbiochem, Canada) et LMP1 (clone CS1-4, Abcam) en utilisant un
immunocolleur entiérement automatisé (VentanaMedical System, Tucson, AZ). Le systeme
VentanaMedical entierement automatisé utilise un systeme indirect de biotine-avidine avec un
anticorps secondaire universel a base d'immunoglobuline biotinylée. Les lames ont été contre-
colorées avec de I'nématoxyline avant le montage. Les procédures de coloration ont été
réalisées conformément aux recommandations du fabricant. Des contrdles négatifs ont été
obtenus en omettant les anticorps primaires spécifiques pour E6 et LMPL1 ainsi que les

peptides de blocage spécifiques (Les trois articles).

Les tumeurs ont été considérées comme positives pour E6 et LMP1 si les cellules
cancéreuses présentaient une positivité de >1% des cellules. Dans le cas de 1'expression de la
protéine LMPL1, ils ont également évalué la présence d'une infection virale dans les
lymphocytes infiltrant la tumeur et les cellules stromales [(Al-Thawadi et al., 2018) ; (Malki
et al., 2020)].

Cependant, Nagi et al. (2021) considerent que la PCR est plus sensible que I'HC, les
données de la PCR ont été considérées comme fiables et ont été utilisées pour I'analyse de

corrélation pour Particle 3.
1.2.7. Analyse statistique

A I’aide de différents tests, la corrélation entre la présence des deux virus HPV et EBV
avec le grade de carcinomes et les caractéristiques clinico-pathologiques a été étudiée dans les

3 articles.

Le test de corrélation de Spearman a été utilisé pour évaluer I'importance des associations
entre le HPV et ’EBV. Ils ont également effectué le test 2, ainsi que les tests de correction

de Yates, pour évaluer la signification de la corrélation entre les HPV et les EBV et les
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données clinico-pathologiques (age du patient, sexe, localisation de la tumeur, grade du
cancer et stade de la tumeur). Les résultats ont été considerés comme statistiguement
significatifs si les valeurs p étaient de 0,05 dans les tests bilatéraux. Toutes les analyses
statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel IBM Statistical Package for the Social

Sciences (version 25).
2. Résultats

Afin d’étudier la présence des HPV-HR et de ’EBV dans les tissus cancéreux
colorectaux humains, trois articles ont été analysés dans ce travail ; 1’étude de Gupta et al.
(2020) (Article 1) avait pour but d’étudier la coprésence de deux virus, qui pourraient
conduire a I’apparition et au développement du CCR dans la population bosniaque ; Malki et
al. (2020) (Article 2), ont examiné la coprésence de I'EBV et des HPV a haut risque dans des
échantillons de cancer colorectal provenant de la population syrienne et Nagi et al. (2021)
(Article 3), ont effectué une étude au Liban sur la coprésence des papillomavirus humains a
haut risque et du virus d'Epstein-Barr dans les cas de cancer colorectal. Les données ont été

interprétées selon les parametres suivants :
2.1. Selon I’age

L’age moyen des patients de la population bosniaque était de 65 ans avec des extrémes
d’age allant de 41 a 86 ans. Alors que celui des patients de la population libanaise, il était de
60 ans avec des extrémes d’age allant de 3 a 89 ans. L’adge moyen des patients de la

population syrienne était de 49 ans.
2.2. Selon le sexe

Dans la population bosniaque, 1’étude a porté sur les échantillons de 64 (60%)
hommes et 42 (40%) femmes. Tandis que, L'étude de Nagi et al. (2021) a inclus 107
échantillons de CCR provenant de 37 (35%) libanais et 70 (65%) libanaises. Et une cohorte de
102 blocs FFPE provenant de patients syriens atteints de cancer colorectal, dont 49 (48.04%)
hommes et 53 (51.96%) femmes.
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2.3. Selon le type de cancer

Dans la population bosniaque, I’étude a porté sur un total de 106 cas de cancers
colorectaux dont la grande majorité des échantillons ont été prélevés dans le rectum (102 cas,
96%), les quatre échantillons restants provenaient du colon sigmoide et d’autres parties du

gros intestin.

Toutes les tumeurs étaient histologiqguement des adénocarcinomes. La majorité des
cancers étaient de grade 1l (modérément différenciés) (65 cas, 62%), tandis que 39 cas (37%)
étaient de grade 111 (peu différencies) et un seul cas était un adénocarcinome rectal de grade |

(bien différencié).

Concernant 1’étude réalisée par Nagi et al. (2021), sur 107 échantillons dont la
pluralité des spécimens étaient prélevés dans le c6lon rectosigmoide (46 cas, 49 %), tandis
que les échantillons restants provenaient d'autres parties anatomiques du coélon (48 cas, 51 %).
Toutes les tumeurs de la présente étude ont été confirmées histologiquement comme étant des
adénocarcinomes. Parmi les cas étudiés, la majorité des cancers (72 cas, 77%) étaient de grade

| (bas grade), tandis que 22 cas (23%) étaient de grade Il (haut grade).

2.4. Selon la présence d’HPV et/ou EBV

2.4.1. Chez la population Bosniaque

e HPV-HR

Quatre HPV a risque élevé les plus courants (16, 18, 31 et 35) ont été trouvés dans 82 % des
cas. Les HPV a haut risque les plus fréquemment retrouvés dans 1’ensemble de la cohorte
(n=106) étaient le HPV16 (53%), suivi du HPV31 (51%), du HPV18 (50%), du HPV 51

(46%), du HPV 52 (39%), du HPV 45 (39%), du HPV 35 (26%), HPV/56 (9%) et HPV/39
(0.9%).

Il est a signalé que vingt-cing (25) cas (22,6 %) étaient co-infectés par les HPV16 et 18 et le
phénotype HPV16-/HPV18+ etait significativement plus élevé (75 %) chez les hommes par
rapport au phénotype HPV16+/HPV18- (48 %) (p = 0,035).

Parmi les cas de cancers du rectum (n = 102), les quatre HPV a haut risque les plus courants
(16, 18, 31 et 35) étaient présents dans 83/102 (81 %) des cas et 23 cas (22,5 %) étaient co-
infectés par les HPV16 et 18.
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Ces cancers du rectum étaient co-infectés par plus d'un type de HPV dans 74 des 102
échantillons (72,5 %). Trois co-infections ou plus ont été observées dans 58 échantillons de
cancer du rectum sur 102 (57 %) dont 14 cas (13,6 %) présentaient trois co-infections HPV,
18 cas (17,5 %) quatre co-infections, 11 cas (10,7 %) cing co-infections, 12 cas (11,7 %) six
co-infections et trois cas (2,9 %) présentaient sept co-infections HPV a haut risque. Les
combinaisons les plus fréquemment exprimées étaient les HPVV16/18/51 avec 11/102 cas, soit
un taux de 10,8 %, suivies des HPV16/18/31 dans 10/102 cas (9,8 %).

Les résultats interprétables par IHC ont été obtenus pour 58 cas d'HPV. 45 cas (77,5 %)
étaient positifs pour E6 au-dessus du seuil de 1 % des cellules cancéreuses positives. Les
échantillons positifs pour E6 du HPV ont montré une association statistiquement significative
avec les cancers d'origine rectale (p = 0,024).

e EBV

Les résultats ont été obtenus par PCR, parmi les 106 cas validés de cancer colorectal, 15
patients (14,1 %) étaient positifs pour EBNAL seul et 26 (24,5 %) étaient positifs pour le gene
LMP1 d'EBV ; 15 (14,1%) des cas étaient positifs pour les deux genes (EBNAL et LMP1).
EBNAL et LMP1 étaient individuellement présents dans 15/102 (14%) et 25/102 (24%) des
cas de cancer du rectum, respectivement ; 15/102 (14%) des cas étaient positifs pour les deux
séquences (EBNA1 et LMP1).

Pour calculer le nombre de cas d'EBV, les échantillons positifs pour EBNAL et LMP1 ont été

pris ensemble, ce qui a donné un total de 26 cas.

L’expression de LMP1 d’EBV a été trouvée dans 11% des cas. La méthode THC a été utilisée
pour étudier 63 cas d'adénocarcinome du c6lon (anticorps anti-LMP1). Une réponse positive

n'a été détectée que dans 7/63 cas, ce qui est presque 2 fois moins que la PCR.

Le LMP1 des échantillons positifs pour I'EBV par IHC semblait étre associé aux
adénocarcinomes de grade 2 (p = 0,035).

e HPV-HR/EBV

Sur les 106 échantillons, seuls 17 (16 %) des cas colorectaux étaient positifs a la fois pour les
HPV a haut risque et pour I’EBV. Sur ces 17 cas de coprésence de ’EBV (EBNAI et LMP1)

et des HPV a haut risque, 16 ont été détectés dans les cancers rectaux (16%) (Tableau 5).

En outre, une corrélation significative entre I’EBV et divers types de HPV (HPV16 (p = 0,02),
HPV18 (p = 0,03), HPV35 (p = 0,03), HPV52 (p = 0,03) et HPV56 (p = 0,003)) a été trouve
dans les échantillons de cancer du rectum (test 2 avec correction de Yates) (Tableau 5).
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Tableau 5 : La prévalence des types de HPV a haut risque et leur relation avec le statut EBV
dans cohorte de cancer du rectum (n=102). Les valeurs p significatives sont marquées d’un
astérisque (Gupta et al., 2020).

High-Risk HFV Types
Samples No. of Cases
18 3l 33 35 kL 43 51 51 5b 58
EBV (+) 26 18 17 15 0 1 i 7 16 7 b 1]
EBV (-) 76 a0 30 7 0 14 i 3 k1] b 2 1]
Total 102 48 7 52 1] 15 ] k7) db 13 ] ]
p-value 0.02% 0.03* 057 NA O O003* NA O 036 008 03* 0003% NA

Quatre des sept (4/7) cas LMP1-positifs exprimaient également E6 du HPV. Lorsqu'elle était
positive, I'expression de E6 du HPV et de LMP1 de I'EBV était diffusée (>50% des cellules
cancéreuses étaient positives) dans la majorité des cas. Il est a signalé que la muqueuse
normale adjacente était dépourvue d’E6 tandis que I’expression de LMPI1 était
occasionnellement observée dans les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) et les agrégats

lymphatiques au sein de la tumeur et des structures adjacentes.

Les donnees de la PCR et de I'lHC étaient en bonne concordance pour I'analyse du HPV,
tandis que des données discordantes ont été observées pour I'évaluation de I'EBV ; cependant,
I'évaluation de I'inter-fiabilité entre la PCR et I'lHC était passable (Kappa = 0,31 ; p = 0,005).

2.4.2. Chez la population syrienne
e HPV-HR

Malki et al. (2020), ont signalé que 38 des 102 échantillons de cancer colorectal
étaient positifs pour les HPV & haut risque (37%) (Tableau 6).

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 16
(46%), 18 (38%), 31 (8%), 33(46%) et 35 (19%).

Plus précisément, dans les adénocarcinomes intestinaux moderément différenciés et de
haut grade (Grade 11 et I1), I'expression de la protéine E6 par IHC est principalement diffuse
(90-100% des cellules cancéreuses positives) et forte (intensité 2-3+ sur I'échelle 0-3+), alors

qu'il n'y a pas de positivité de I’E6 dans le stroma cancéreux adjacent.
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e EBV

Parmi les 102 cas étudiés, 20 (20%) sont positifs pour I'EBV dans les cancers

colorectaux (Tableau 6).

De méme, les carcinomes de haut grade/modérément différenciés surexpriment
I'oncoprotéine LMP1 dans un modéle nucléaire principalement diffus (>75% des cellules
positives a une intensité de 1-2+ sur I'échelle 0-3+) avec une positivité occasionnelle dans les

cellules stromales (lymphocytes infiltrant la tumeur), qui ont servi de contrdle positif.
e HPV-HR/EBV

Dans cette etude, ils ont examiné la coprésence de I'EBV et des HPV a haut risque dans
les échantillons de cancer colorectal provenant de la Syrie. lls rapportent que 17 (~17%) des
102 échantillons provenant de cas de cancer colorectal en Syrie sont positifs pour les deux
(HPV+/EBV+) (Tableau 6) ; la coprésence de I'EBV et des HPV a haut risque a été
confirmée pour tous les 17 échantillons par PCR et une analyse IHC utilisant des amorces
specifiques pour LMP1 et E6/E7 ainsi que des anticorps monoclonaux pour LMP1 et E6 de

I'EBV et des HPV a haut risque, respectivement.

De maniere plus significative, ils ont constaté que la co-expression de LMP1 et des
oncoprotéines E6 de I'EBV et des HPV a haut risque dans les 17 cas positifs est associée a des
phénotypes de carcinome invasif de degré élevé/intermédiaire par rapport a 60 % des
échantillons EBV+/HPV-, 74 % des échantillons EBV-/HPV+ ou 48 % des echantillons EBV-
/HPV-, avec des valeurs P de 0,0031, 0,0155 et 0,0002 pour le groupe de 17 échantillons co-

exprimés par rapport a chacun des trois derniers groupes, respectivement.

Par conséquent, 85%, 79% et 93% des échantillons EBV+/HPV-, EBV-/HPV+ et EBV-
/HPV- se révélent étre de grade faible/intermédiaire avec des valeurs P de 0,0056, 0,0020 et
0,0001 respectivement par rapport au groupe co-exprimé, (Tableau 6). En revanche, la
muqueuse colorectale normale et les cellules épithéliales, qui ont servi de témoins, étaient

négatives pour I'EBV et les HPV a haut risque.
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Tableau 6 : Détection de I'EBV et des HPV a haut risque dans les cas de cancer colorectal

humain et leur association avec le grade de la tumeur (Malki et al., 2020).

EBV/HPVs Status’ EBV' /HPVs BBV HPVE BBV /HPVs” EBV /HPVs
Number of Samples® 17017) 20 20) 38 (37) 27 (26)
Tumar Grade

High 10(59) 3(15) 8(2) 2(7)
Intemediate 741 9 (45) 20 (53 11 41)
Low 0(0) 8 (40) 10 (26) 14 (52)
High & Intemnediate® 17 (100) 12 (60) 28 (74 13 (48)
p-value 0031 0155* 0002+
Intemediate & Low® 7(81) 17 (89) 079 25 (93)
p-value 0056 .0020* 0007+

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 infectés par plus d'un
type de HPV-HR.

2.4.3. Chez la population libanaise
o HPV-HR

Nagi et ses collaborateurs en 2021, ont constaté que 60 des 94 échantillons de cancer
colorectal étaient positifs pour les HPV a haut risque (63,8 %), le HPV a haut risque le plus
souvent identifié dans la cohorte (n = 94) était le HPV16 (39 %), suivi du HPV18 (38 %), du
HPV35 (29 %), du HPV58 (28 %), du HPV51 (26 %), HPV45 (23%), HPV52 (21%), HPV31
(14%) et HPV33 (4%). Les HPV de types 39, 56, 59, 66, et 68 n'ont pas été détectés dans les
échantillons examinés.

D'autre part, 4 des 13 tissus normaux colorectaux (31%) étaient positifs pour le HPV ;
cependant, une différence significative a été notée dans l'incidence de l'infection par le HPV
entre les cas de CCR et les témoins (p = 0,03). Parmi les 4 échantillons normaux du CR,

aucun n'exprimait plus d'un type d’HPV.

En outre, les données ont montré que 9 (9,6 %) cas de CCR étaient positifs pour deux
sous-types de HPV. Trois coinfections ou plus ont également été détectées dans 40/94
(42,5%) échantillons de CCR dont 8 cas (8,5 %) présentaient 3 coinfections par le HPV, 11
cas (11,7 %) 4 coinfections, 13 cas (13,8 %) 5 coinfections et 8 cas (8,5 %) ont révélé la

présence de 6 coinfections HPV a haut risque.

La combinaison la plus fréquemment identifiée était le HPV16/18, ou 19 des 94
échantillons de CCR (20.2%) étaient co-infectés par les HPV16 et 18.
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e EBV

En ce qui concerne la présence de I'EBV, Nagi et al. (2021) ont noté que 27/94
(28,7%) des echantillons de CCR étaient positifs pour cet oncovirus, alors que tous les

échantillons colorectaux normaux étaient négatifs pour I'EBV (p = 0,03).

e HPV-HR/EBV

Au total, 107 échantillons colorectaux (13 échantillons normaux et 94 échantillons
cancéreux) ont donneé des résultats interprétables pour la détection de I'HPV et de I'EBV par
PCR.

Il est intéressant de noter que ces données ont révélé que tous les échantillons
colorectaux normaux étaient négatifs pour la coprésence du HPV et de I'EBV, 26 (27,6 %)
échantillons cancéreux étaient positifs a la fois pour les HPV a haut risque et pour I'EBV (p =
0,03). Cependant, ils ont signalé une association significative entre la présence de 'EBV et les
HPV de type 18 (p < 0,0001), -33 (p = 0,006), -35, -52 et -58 (p < 0,0001, chacun) dans notre
cohorte d'échantillons de CCR (test c2) (Tableau 7).

Tableau 7 : Corrélation entre les sous-types EBV et HPV chez les patients libanais atteints de

cancer colorectal (Nagi et al., 2021).

High-Risk HPV Types
Samples  No. of Cases
16 18 3 B 35 45 51 52 58
EBV (+) 7 15 U 7 4 17 9 11 11 0
EBV (-) 67 2 12 b 0 10 13 14 9 b
Total 94 3 36 13 4 u n 55 0 2
pvalue 0.7 <00001** 007 0.006%*  <0.0001%* 024 009  <0.0001%**  <0.0001 %

En fonction des régions anatomiques, 33/46 (71,7 %) cas de cancer du cdlon
rectosigmoide (71.7%) étaient positifs pour les HPV, tandis que I'EBV était présent dans
12/46 (26,1 %) de ces cas. En outre, 12/46 (26,1 %) cas de cancer du célon rectosigmoide
étaient positifs a la fois pour les HPV a haut risque et pour I'EBV. D'autre part, 27/48 (56,3%)
des autres parties des cas de cancer du cblon étaient positives pour les HPV, et 15/48 (31,3 %)
pour ’EBV.

En outre, nous avons constate que 14/48 (29,2 %) des autres parties des cas de cancer

du cblon présentent une coprésence de HPV et d'EBV. Cependant, aucune différence
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significative entre la présence d’HPV ou/et d'EBV et les localisations anatomiques n’a été

retrouvée.
3. Discussion

Le cancer colorectal est I'un des principaux problemes de cancer dans le monde en
raison de sa prévalence et de son taux de mortalité élevé. Dans la plupart des pays, le CCR
représente le troisieme cancer le plus fréquent et la troisieme cause de déceés liés au cancer

chez les hommeset les femmes [(Haggar et Boushey, 2009) ; (Marley et Nan, 2016)].

Le cancer colorectal regroupe le cancer du cdlon et du rectum. Gupta et al. (2020),
ont utilisé dans leur étude réalisée en Bosnie, une proportion de 96% de cancer du rectum
et4% de cancer du cblon. Selon Nagi et al. (2021), la proportion du cancer du célon
rectosigmoide était 49%, tandis que, la proportion des autres parties anatomiques du célon
¢tait 51%, alors qu’aucun cas de cancer du rectum n’a été utilisé dans cette étude. Selon la
littérature, la majorité des cancers colorectaux se localisent dans le célon et environ un tiers

uniquement se localisent dans le rectum (Kinzler et VVogelstein, 2006).

L’age moyen d’apparition du CCR était de 60 a 65 ans dans la population bosniaque et
libanaise, ce qui est en accord avec la littérature (Belhamidi et al., 2018), alors que chez la
population syrienne étudiée, ce cancer apparait a un age plus précoce (49 ans), ce qui est en
accord avec 1I’étude de Rebecca et al. (2022) ou l'incidence du CCR est en hausse chez les
patients de moins de 50 ans, Selon Lowery et al. (2016) les personnes ayant un parent au
premier degré (FDR) qui a recu un diagnostic de cancer colorectal courent deux a quatre fois
plus de risques que les personnes sans antécédents familiaux, avec un risque plus élevé de

diagnostic avant I'age de 50 ans.

La répartition selon le sexe est différente dans les trois articles. Le cancer colorectal
est plus répandu chez le sexe masculin dont 60% étaient des hommes dans la population
bosniaque, ce qui est en accord avec la littérature (Kinzler et VVogelstein, 2006). Inversement
a la population libanaise, ou une prédominance féminine a été observee dont 65% étaient des
femmes, alors que pour la population syrienne, il existe une légére prédominance du sexe
féminin dont 51,96% étaient des femmes, ce qui n’est pas cohérent avec I’étude de

Mccashland et al. (2001) ou les femmes développeraient moins fréquemment des cancers.

Le CCR est une maladie complexe et multifactorielle qui est fortement influencée par
plusieurs facteurs notamment des facteurs viraux tels les papillomavirus humains et les virus
d'Epstein-Barr (Gupta et al., 2020).
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La présence des HPV a haut risque dans le cancer colorectal a été prouvée par
plusieurs méta-analyses récentes, qui ont montré que l'incidence des HPVs varie entre 40 a
50% [(Damin et al., 2013) ; (Ibragimova et al., 2018)]. Malki et al. (2020) ont signalé un
taux de 37% des cas positifs pour I’HPV. Dans 1I’étude de Nagi et al. (2021), 63,8% des cas
de cancer colorectal étaient positifs pour ’'HPV.Alors que, dans 1’étude de Gupta et al.

2020), la présence de ’HPV était beaucoup plus importante, avec un taux de 82%.
(2020), la p pp p ,

L’étude de Gupta et al. (2020) a montré que les types d’HPV-HR les plus fréquents
dans la cohorte étaient le 16, 31, 18, 51, 52 et 45, ce qui est en accord avec I’étude de Nagi et
al. (2021), et I’étude de Malki et al. (2020). Selon les trois articles, les HPV-HR les plus
répandus étaient de types 16 et 18, ce qui est en accord avec 1’étude d’Ibragimova et al.
(2018). 1l est bien admis que les HPV16 et 18 sont les agents les plus fréquents dans les
cancers liés aux HPV; ils sont retrouvés dans 50 % des lésions cervicales précancéreuses et de

70 % des cancers du col (Favre et al., 2013).

La coinfection par ’HPV16/18 a été retrouvée dans 22,6 % dans la population bosniaque et
20,2% dans la population libanaise qui était la plus fréquemment identifiée. Alors que
I’infection par 3 HPV et plus a été retrouvée dans 72,5% dans 1’é¢tude de Gupta et al. (2020)
ou les combinaisons les plus fréquemment exprimées étaient les HPVV16/18/51, soit un taux de
10,8 %, suivies des HPV16/18/31 (9,8 %). Cette infection par 3 HPV et plus était de 42,5%
dans I’étude de Nagi et al. (2021). Aucune coinfection n’a été signalée dans 1’étude de Malki
et al. (2020).

Concernant ’EBV, plusieurs études récentes ont montré clairement que cet oncovirus
est présent dans ~20-52% des cancers colorectaux humains [(Song et al., 2006) ; (Karpinski
et al., 2011)]. Dans I’étude de Gupta et al. (2020), la présence de I’EBV a été observée dans
38,6% des cas de cancer colorectal qui est proche de I’étude de Malki et al. (2020), 20% des
cas positifs pour I’EBV, alors que dans 1’étude de Nagi et al. (2021), 28,7% étaient positifs
pour I’EBV. Ceci est cohérent avec les études de Bodaghi et al. (2005), de Song et al.
(2006) et de Guan et al. (2015).

Chez la population bosniaque, 16% étaient positifs a la fois pour les HPV-HR et pour
I’EBV, ce qui est trés proche de la population syrienne dont 16.6% étaient positifs a la fois
pour les HPV-HR et pour I’EBV, tandis que, chez la population libanaise, la proportion de cas
positifs a la fois pour les HPV-HR et pour I’EBV était 27,6%.
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L’étude de Gupta et al. (2020) a révélé une forte prévalence des HPV a haut risque et
une faible positivité de I'EBV dans les échantillons de CCR. La coprésence des deux virus a
été observée dans une minorité de cas (~16%) et sans aucune corrélation avec les paramétres
étudiés. De méme, Nagi et al. (2021) ont constaté que les HPV sont dominants dans les
échantillons de CCR, tandis que la présence de I'EBV était comparativement faible. En outre,
la coprésence des deux virus a été observée dans 28% des cas. Cependant, il n'y a pas eu de
corrélation entre la coprésence des HPV et des EBV avec le grade ou le stade de la tumeur
dans la population libanaise. Selon ces deux études, 1’absence d’association, pourrait &tre
expliquée par la taille relativement petite de I'échantillon ainsi qu'a la faible positivité de
I'EBV dans la cohorte. D'autres études utilisant une plus grande cohorte sont nécessaires pour
élucider I'éventuelle coopération entre ces oncovirus dans le developpement du CCR.

Contrairement a 1’étude de Malki et al.(2020) qui ont démontre que la coprésence de
I'EBV et des HPV a haut risque dans les cancers colorectaux humains était associée aux
carcinomes invasifs de grade élevé/intermédiaire dans tous les cas positifs ou cette coprésence
est en corrélation avec 1’agressivité tumorale chez les patients syriens atteints de CCR, ce qui
est en accord avec 1’étude de Daling et al. (2004), Johnson et al. (2013) et Fernandes et al.
(2020).

La co-infection par le HPV et I'EBV stimule la persistance de I'EBV, soit par la latence
ou par une réplication virale accrue, soit en déclenchant I'expression de I'oncogene HPV
(Guidry et Scott, 2017). De plus, le HPV et I'EBV peuvent travailler ensemble pour

promouvoir la prolifération des cellules épithéliales colorectales (Gupta et al., 2020).
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Conclusion

Les cancers associés a des oncovirus deviennent aujourd’hui une préoccupation
mondiale. 1l est devenu évident que les HPV et les EBV peuvent étre coprésents dans
plusieurs types de carcinomes humains, y compris le cancer colorectal. Ainsi, le role de la co-
infection par les HPV et les EBV dans le développement du cancer doit étre étudié plus en
détail, ce qui peut aider a comprendre le mécanisme sous-jacent dans l'apparition et le
développement de tumeurs malignes et constitue également un nouveau domaine avec des

cibles candidates pour le développement de nouvelles thérapies antivirales.

Les roles fonctionnels des deux virus s'étendent du début de I'oncogenese ou de la
transformation néoplasique a la progression de la tumeur, et enfin, I'obtention de propriétés
métastatiques. Les mécanismes complexes par lesquels les virus échappent a la
reconnaissance immunitaire sont des processus complexes qui doivent encore étre étudiés de

maniere trés approfondie.

Cette étude, nous a permis de constater que chez la population syrienne étudiée, I'EBV
et les HPV-HR étaient co-présents dans 16,6% des cancers colorectaux et ils étaient fortement
associés a un stade tumoral avancé du CCR, ce qui suggere que ces oncovirus peuvent
coopérer dans la progression de ce cancer. Contrairement aux autres études, 16% des
échantillons étaient positifs a la fois pour ’'HPV et ’EBV dans la population bosniaque et
27,6% pour la population libanaise sans aucune corrélation entre la coprésence des deux

oncovirus avec le grade ou le stade de la tumeur.

Des recherches plus poussées utilisant des approches pangénomiques peuvent ouvrir la
voie au développement de modeles inclusifs des interactions persistantes entre HPV et EBV et
de leurs réles sous-jacents dans les cellules infectées. La compréhension des mécanismes par
lesquels les virus entretiennent et favorisent une virulence commune est une étape majeure

vers le développement de stratégies thérapeutiques dans les cancers liés aux oncovirus.

En attendant, les vaccins contre I'EBV et les HPV, respectivement en cours
d'élaboration et disponibles, peuvent étre utilisés comme stratégie préventive contre les
infections par ces oncovirus et les cancers qui leur sont associés (Fernandes et al., 2020).

Comme perspective de ce travail, il sera intéressant d’étudier la présence de HPV-HR
et ’EBV dans la progression des cancers colorectaux, et d’autres cancers viro-induites dans la
population algérienne et notamment dans la région de Tlemcen, pour mieux comprendre le

réle de leur coopération.
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RESUME

Le cancer colorectal (CCR) représente le troisiéme cancer le plus fréquent dans la plupart des pays. Il est lié a plusieurs facteurs
de risque dont les infections virales, principalement par les papillomavirus humains a haut risque (HPV-HR) et I’Epstein Barr virus (EBV).

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

Dans cette étude, I’age moyen différe d’une population a une autre. Il était de 60 et 65 ans dans la population libanaise et
bosniaque respectivement, alors qu’il était de 49 ans dans la population syrienne. De méme, la répartition selon le sexe était différente dont la
majorité des patients était de sexe féminin dans la population libanaise et syrienne, tandis que, la plupart des patients de la population
bosniaque était de sexe masculin. La coprésence de I'EBV et 'HPV dans les CCRétait de 16%, 16,6% et 27,6% dans la population
bosniaque, syrienne et libanaise respectivement. Aucuneassociation significative entre la coprésence des HPV et des EBV avec le stade
avancé de la tumeur n’a été observée dans la population bosniaque et libanaise, contrairement a la population syrienne

Des études supplémentaires sont indispensables pour élucider les mécanismes sous-jacents du rdle coopératif des HPV a haut
risque et de I'EBV dans l'initiation et/ou la progression du CCR humain.

Mots clés: HPV, EBV, Cancer colorectal, Coinfection.

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancerin most countries. It is linked to several risk factors including viral
infections, mainly by high-grade human papillomaviruses human papillomavirus (HPV-HR) and Epstein Barr virus (EBV).

The objective of this work is to carry out a review based on three articles on co-infection with HPV and EBV in CRC in a
Bosnian, Syrian and Lebanese population. The detection of the viruses was performed by molecular analysis by PCR, tissue microarray and
immunohistochemistry.

In this study, the mean age differed from one population to another. It was 60 and 65 years in the Lebanese and Bosnian
population respectively, while it was 49 years in the Syrianpopulation. Similarly, the gender distribution was different with the majority of
patients being female in the Lebanese and Syrian population, whereas, most of the patients in the Bosnian population were male. The co-
presence of EBV and HPV in CRC was 16%, 16.6% and 27,6% in theBosnian population,Syrianand Lebanese respectively. No significant
association between HPV and EBV co-presence with advanced stage of the tumor was observed in the Bosnian and Lebanese populations,
unlike the Syrian population.

Further studies are needed to elucidate the underlying mechanisms of the cooperative role of high-risk HPV and EBV in the
initiation and/or progression of human CRC.

Key words: HPV, EBV, Colorectal cancer, Coinfection.
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