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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) est un véritable probléme de santé publique aussi bien en
Algérie que dans le monde par sa frequence et sa mortalité élevée. La majorité des CCR sont
de nature sporadique et principalement attribuables a des mutations somatiques résultant de
I'exposition a des facteurs environnementaux, tels que les agents infectieux notamment le

Papillomavirus humain (HPV) et le virus d'Epstein-Barr (EBV).

Notre travail s’est articulé autour de trois axes dans lesquels une étude rétrospective
épidémiologique des cancers colorectaux entre 2012 et 2016 dans la région de Tlemcen a été
menée. De plus, des études virologiques et moléculaires ont été effectuées pour détecter la
présence de I'ADN du HPV et de I'EBV a partir de 96 tissus paraffinés de cancer colorectal,
ainsi que pour déterminer la fréquence et le type des mutations de I'exon 2 du gene KRAS au
niveau de 36 tissus de la méme collection. L’analyse épidémiologique a été réalisée par le
logiciel SPSS version 25 et Microsoft Excel 2010 et I'analyse virologique par la technique
d'amplification en chaine par polymérase (PCR) avec les jeux damorces MY09/MY11 et
GP5+/GP6+ pour amplifier le gene L1 du HPV. De plus, I'amplification des genes LMP1 et
EBNAL a ete realisee pour détecter la présence d'EBV. En outre, la méthode de sequencage
Sanger a été utilisée pour déterminer la fréquence des mutations KRAS.

Le CCR était le 3éme cancer le plus incident chez les femmes ainsi que chez les
hommes. Au total, 581 cas de CCR ont été trouves durant cette période avec une
prédominance masculine (55,4%) et un age moyen de 60+13 ans, 1’adénocarcinome colique
était le type largement prédominant. Les résultats de 1’étude virologique montrent que les
amorces MY09/MY11 n'ont pas eté capables d'amplifier I'ADN du HPV dans aucun
¢chantillon, alors que les amorces GP5+/GP6+ ont détecté 3,12% (3/96 cas) d’échantillons
HPV-positives, concernant I’EBV, aucune des amorces n’a pu détecter ce virus. Par ailleurs,
le séquengage d’exon 2 du géne KRAS a révélé une mutation dans 58,33% des cas (21/36)
avec 12 types de mutations différentes dont les codons 31, 25 et 35 étaient les plus mutés avec
61,90%, 47,62% et 23,81% respectivement. Il est nécessaire d'établir une politique visant a
prévenir le cancer colorectal ainsi que des programmes de santé publique qui sensibilisent le
public aux facteurs de risque liés au mode de vie. Ces mesures pourraient jouer un role
essentiel dans la prévention et la diminution du développement de ces tumeurs malignes et de

leurs métastases.

Les mots clés : cancer colorectal, les papillomavirus humains, le virus d'Epstein-Barr, gene
KRAS.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is a significant public health issue in both Algeria and the
world due to its high frequency and mortality rate. The majority of CRC cases are sporadic in
nature and primarily attributed to somatic mutations resulting from exposure to environmental
factors, such as infectious agents including Human Papillomavirus (HPV) and Epstein-Barr
virus (EBV).

Our work focused on three main aspects, where a retrospective epidemiological study
of colorectal cancer between 2012 and 2016 in the Tlemcen region was conducted.
Additionally, virological and molecular studies were performed to detect the presence of HPV
and EBV DNA in 96 paraffin-embedded colorectal cancer tissues, as well as to determine the
frequency and type of exon 2 mutations in the KRAS gene in 36 tissues from the same
collection. The epidemiological analysis was conducted using SPSS version 25 and Microsoft
Excel 2010 software. The virological analysis was performed using the polymerase chain
reaction (PCR) technique with the primer sets MY09/MY11 and GP5+/GP6+ to amplify the
L1 gene of HPV. Additionally, amplification of the LMP1 and EBNA1 genes was carried out
to detect the presence of EBV. Furthermore, the Sanger sequencing method was used to
determine the frequency of KRAS mutations.

CRC ranked as the third most incident cancer in both women and men. A total of 581
cases of CRC were identified during this period, with a male predominance (55.4%) and a
mean age of 60£13 years. Colonic adenocarcinoma was the most common histological type.
The virological study results showed that the MY09/MY11 primers were unable to amplify
HPV DNA in any of the samples, while the GP5+/GP6+ primers detected HPV-positive
samples in 3.12% (3/96 cases). Regarding EBV, none of the primers were able to detect the
virus. Furthermore, sequencing of exon 2 of the KRAS gene revealed mutations in 58.33% of
cases (21/36), with 12 different mutation types. Codons 31, 25, and 35 were the most
commonly mutated, with mutation rates of 61.90%, 47.62%, and 23.81% respectively. It is
necessary to establish policies aimed at preventing colorectal cancer, as well as public health
programs that raise awareness about lifestyle-related risk factors. These measures could play a
crucial role in the prevention and reduction of the development of these malignant tumors and

their metastases.

Keywords: colorectal cancer, human papillomavirus, Epstein-Barr virus, KRAS gene.
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Introduction

Par sa fréquence et sa gravité, le cancer colorectal (CCR) est un probleme majeur de
santé publique, il est le troisieme cancer le plus répandu dans le monde avec plus de 1,9
million de nouveaux cas de CCR et 930 000 décés qui ont été estimés en 2020. Selon
Globacon, le fardeau du CCR devrait augmenter pour atteindre 3,2 millions de nouveaux cas
et 1,6 million de déces d'ici 2040 (Morgan et al., 2023). En Algérie, il est le 1* cancer le plus
fréquent chez ’homme avec de 14,2 nouveaux cas pour 100 000 hommes, et le deuxiéme
chez la femme apres le cancer de sein avec 12,9 nouveaux cas/100 000 femmes
(GLOBOCAN, 2020).

Le cancer colorectal est un cancer a développement lent qui commence par une tumeur
sur la paroi interne du cdlon ou du rectum (Marley et Nan, 2016). Cette transformation ne se
produit que par laccumulation de nombreuses anomalies génétiques, qui touchent
potentiellement les genes qui contrdlent le cycle cellulaire, lI'apoptose, la migration des
cellules et tous les phénomenes de la cancérogenése (Bouguenouch et al., 2016), dont I'une
des plus courantes est la mutation du géne KRAS qui joue un role important dans 1’initiation
et la progression de la maladie et sont présents dans 40-50% des tumeurs colorectales (Buyru
et al., 2006).

La majorité des CCR sont sporadique causés principalement par des mutations
somatiques en réponse a des facteurs environnementaux, notamment les infections
microbiennes (Aran et al., 2016). Plusieurs études ont lié le développement du CCR a des
oncovirus (Marongiu et Allgayer, 2022) qui peuvent coopeérer avec d'autres facteurs, tels que
les défenses immunitaires de I'n6te, les conditions inflammatoires chroniques ou d‘autres
cancérigenes pour initier l'oncogenése et/ou maintenir la tumorigénése (Bouvard et al.,
2009). Quatre virus sont actuellement reconnus comme étant prévalent dans le CCR, virus
d'Epstein-Barr (EBV ou herpésvirus humain de type 4), virus du papillome humain (HPV)
ainsi que le cytomégalovirus (CMV ou herpésvirus humain de type 5) et le virus John
Cunningham (JCV) (Marongiu et Allgayer, 2022).

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) est le premier oncovirus humain reconnu (Bedri et
al., 2018), il est associé a plus de 200 000 cas de cancer par an, avec une prévalence qui a
augmenté au cours des deux derniéres décennies. De plus, il est responsable d'environ un
dixiéeme de tous les cas de cancer gastrique (Khan et Hashim, 2014). En ce qui concerne le
cancer colorectal, plusieurs études ont etabli un lien de causalit¢ entre I'EBV et la
carcinogenése colorectale (Fernandes et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/somatic-mutation

Introduction

Quant a le HPV, il est lI'agent étiologique central du cancer du col de l'utérus ainsi que
des tumeurs malignes de la vulve, le vagin, I'anus et I'oropharynx .... (Lee et al., 2013). La
prévalence du HPV dans les tissus du CCR a été signalée avec une valeur moyenne de 41,7 %
(Marongiu et Allgayer, 2022) qui varient d’une région a une autre, d’ou ’intérét a réaliser
des études pour mieux comprendre la relation entre le HPV, le EBV et les différentes

mutations somatiques qui contribuent a la formation ou a la progression du cancer colorectal.

Ce travail vise a étudier le profil épidémiologique rétrospectif du cancer colorectal
dans la région de Tlemcen sur une période de cing ans (2012-2016). De plus, il cherche a
détecter la présence de I'ADN du Papillomavirus humain et du virus d’Epstein Barr au niveau
des tissus paraffinés de patients atteints d'un cancer colorectal, au sein d'une population de
I'ouest algérien. Par ailleurs, la fréquence des mutations d'exon 2 du géne KRAS chez des
patients atteints du cancer colorectal a été recherchée avec I’étude de la corrélation entre ce
type de mutation et la positivité de I'ADN viral, notamment en cas de fréquences élevées de

HPV et EBV dans le cancer colorectal.
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1. Epidémiologie du cancer colorectal (CCR)

Parmi tous les types de cancers, l'incidence et la mortalité du cancer colorectal (colon +
rectum) occupent le troisieme rang aprés les cancers de la prostate, du poumon chez les

hommes et apres le cancer du sein, le cancer du poumon chez les femmes (Siegel et al., 2023).

Selon GLOBACON, le CCR représente plus de 1,85 million de cas par an (9,8 % du total des
cancers) et cause environ 850 000 déces par an (9,2 % du total des déceés liés au cancer).
(Biller et Schrag, 2021).

Un rapport récent a projeté environ 3,2 millions de cas de cancer colorectal en 2040,
ou la Chine et les Etats-Unis étant les principaux pays en termes de nombre d'incidences
(Chhikara et Parang, 2022).

En Afrique, les taux normalisés selon I'age des cas d'incidence et décés de CCR sont
de 10,6 et 9,2 pour 100 000 chez les hommes respectivement, et 8,7 et 8 pour 100 000 chez
les femmes respectivement (Awedew et al., 2022). L'Afrique australe a l'incidence la plus
élevée, suivie de I'Afrique du Nord (Hamdi et al., 2021), ou le taux d’incidence de CCR pour
100 000 habitants est de 10,4 chez les hommes et 9,1 chez les femmes (The Global Cancer
Observatory, 2021).

En Algérie, le CCR est le ler cancer le plus fréquent chez I’homme avec de 14,2
nouveaux cas pour 100 000 hommes, et le deuxiéme cancer le plus incident chez la femme
apres le cancer de sein avec 12,9 nouveaux cas/100 000 femmes (GLOBOCAN, 2020).

2. Anatomie
2.1.Anatomie de colon

Le cblon est un long organe tubulaire composé de muscles et de tissu conjonctif avec une
couche muqueuse interne. La longueur totale est variable avec une longueur moyenne
d'environ 150 cm. Le cdlon est généralement situé a la périphérie de I'abdomen (Steele et al.,
2016).

Il se divise en plusieurs segments

e Le caecum: est un grand segment, d'un diametre de 7,5 cm et d'une longueur de

10 cm, il contient trois Taenia coli longitudinaux (Standring, 2019).
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e Colon ascendant: co6lon droit occupe la fosse iliaque, le flanc droit et
I’hypocondre droit. Il remonte jusqu’au niveau du foie pour faire un angle appelé
I’angle colique droit.

e Le cblon transverse : s’étend de I’angle colique droit a I’angle colique gauc he
(Gallot, 2006).

e Le cblon descendant : ou colon gauche descend de I’angle colique gauche et se
termine par le c6lon sigmoide (Mahadevan et Vishy, 2017).

e Le colon sigmoide : mesure généralement de 35 a 45 cm de long. Il est recouvert

par un péritoine viscéral, ce qui le rend mobile (Steele et al., 2016).

2.2.Anatomie du rectum

Le rectum, segment terminal du tube digestif mesurant entre 12 et 15 cm de long, fait

suite au colon sigmoide au niveau de la troisieme vertebre sacrée et se termine a la ligne ano-

cutanée ou marge anale. Il comporte deux parties totalement différentes : le rectum pelvien ou

ampoule rectale et le rectum périnéal ou canal anal (de Calan et al., 2004).

3.

Histologie

La paroi colique et rectale est constituée de quatre couches :

>

La muqueuse : qui est le revétement interne du colon et du rectum. Elle est constituée
d’une couche mince de cellules épithéliales, une couche de tissu conjonctif appelée
lamina propria et une couche mince de muscle (Jass, 2000).

La sous-muqueuse : est une couche de tissu conjonctif qui entoure la mugueuse il
contient des nerfs, des vaisseaux sanguins et des fibres élastiques avec du collagene
(Petras et Frankel, 2009).

La musculeuse : est composée d'une couche circulaire interne et d'une couche externe
longitudinale de muscle lisse qui se condense en trois Taeniae coli longitudinaux
(Mills, 2019).

La sous-séreuse et la séreuse (colon) ou mésorectum (rectum) : est composée de
tissu fibro-adipeux et est recouverte par la séreuse tapissée de cellules mésothéliales
cuboides (Gartner et Hiatt, 2014).
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4. Le développement de cancer colorectal

La plupart des tumeurs du c6lon se développent via un processus en plusieurs étapes
impliquant une série de changements histologiques, morphologiques et génétiques qui

s'accumulent au fil du temps (Simon, 2016).
4.1.Aspect moléculaire du développement du cancer colorectal
4.1.1. Les mécanismes moléculaires de la carcinogénése colorectale

Le CCR résulte de I'accumulation progressive d'altérations genétiques et épigenétiques
conduisant a la transformation de I'épithélium colique normal en adénocarcinome du célon.
Ces mutations affectant les voies de signalisation qui régulent les comportements
caractéristiques du cancer, et créent la croissance de plus en plus de cellules malignes qui se

manifeste finalement comme un adénocarcinome invasif (Grady et Carethers, 2008).
4.1.1.1.Les altérations génétiques
a. L’instabilité génomique

La cancérogenése est maintenant considérée comme un déséquilibre entre le
développement de la mutation et les mécanismes de contrdle du cycle cellulaire. Lorsque le
cycle cellulaire n'est plus en mesure de contrdler le taux de mutations, on parle alors
d’instabilité génomique. Trois voies distinctes ont ét¢ identifiées qui contribuent a ce

déséquilibre :
e Instabilit¢ Chromosomique (CIN)

Egalement appelée voie de suppression, est le type d'instabilité génomique le plus courant,
englobant 50 a 85% des CCR (Sideris et Papagrigoriadis, 2014). La CIN comprend divers
mécanismes : des réarrangements chromosomiques, des modifications de séquence, des
modifications du nombre chromosomique et les défauts de ségrégation chromosomique

(Kaemmerer et al., 2013).
e L’instabilité des microsatellites (MSI)

Les microsatellites sont des séquences mono a tétra-nucléotidiques répétées du génome
particuliérement sujet aux erreurs de réplication d’ADN, au cours de la division cellulaire. Les
mutations dans les génes de réparation des mésappariements de I'ADN (MMR) entrainent une
incapacité a réparer les erreurs qui se produisent lors de la réplication de I'ADN dans des

séquences répétitives, entrainant une accumulation de mutations de décalage de cadre dans les
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genes qui contiennent MSI (Pritchard et Grady, 2011). MSI est détectée dans 15% des CCR
(Kanthan et al., 2012).

e Instabilité épigénétique (CIMP)

Dans la cancérogenese, la méthylation des Tlots CpG (Cytosine-phosphate-guanine) : conduit
a un silence transcriptionnel des génes impliqués dans la suppression des tumeurs, I'apoptose,
la réparation de I'ADN et le contréle du cycle cellulaire (Goel et al., 2007), aboutissant ainsi a
des changements structuraux des histones ou de la chromatine et des altérations dans
I’expression des ARN non codants (Cheng et al., 2008). Les génes qui sont fréquemment
affectés par cette modification épigénétique sont P16, MGMT et MLH1 (Costedio et
Church, 2011). La positivité de CIMP est retrouvée dans 35 a 40% des CCR et a également

été identifiée dans les adénomes (Kanthan et al., 2012).
b. Les mutations ponctuelles

Dans leurs travaux publiés en 2007, le groupe de Vogelstein a montré qu’une tumeur
colique présentait environ 80 mutations différentes. Certains génes mutés sont communément
partagés par les tumeurs analysées (APC, KRAS, TP53, PIK3CA, FBXW?7, ...) (Vogelstein et
al., 2013).

e APC (adenomatous polyposis coli)

L'APC est un régulateur négatif clé de la voie de signalisation canonique Wnt (Armaghany et
al.,2012). L'APC mutant stimule la transcription de plusieurs génes impliqués dans la
croissance et l'invasion tumorale, y compris CCND1, C-MYC et CRD-BP (Kwong et Dove,
2009), il est signalé que dans 80 % des cas de CCR sporadiques, APC est inactivé par des
mutations somatiques qui entrainent une perte d’expression d’une proteine ou 1’expression

d’une proteine tronquée (Pino et Chung, 2010).
e TP53 (tumor protein 53)

La dérégulation du gene suppresseur de tumeur TP53 est la deuxieme étape génétique clé du
CCR, qui coincide avec la  transition des gros adénomes a
I'adénocarcinome. La mutation TP53 se produit dans 40% a 50% des CCR sporadiques
(Naccarati et al., 2012). Les mutants TP53 peuvent acquérir de nouvelles fonctions
oncogenes pour favoriser la transformation cellulaire, la progression tumorale, les métastases

et la chimiorésistance (Feng et al., 2018).
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e KRAS (Kirsten rat sarcoma)

L’oncogéne RAS appartient a la famille des genes ras (H-, K et N-RAS) (Sameer, 2013), il a
un roéle bien établi dans la croissance et la régulation des cellules ; et son produit protéique
affecte de nombreuses fonctions cellulaires, notamment la prolifération cellulaire, I'apoptose,
la migration et la différenciation (Almoguera et al., 1988).

A I’état normal, les protéines ras existent a I'état inactif dans une cellule donnée. La cascade
des signaux intracellulaires facilite I'activation de ras en remplacant le GDP inactif par GTP,
si KRAS est muté, il reste a I'état GTP (Arrington et al., 2012).

Les mutations activatrices du proto-oncogéne KRAS sont impliquées dans 25 a 60% des CCR
(Vogelstein et al., 1988), il se trouvent principalement (90%) dans les codons 12 et 13, mais
peuvent également affecter le codon 61 . Les mutations les plus fréguemment observées sont
les substitutions de base unique G> A, G> T et G> C (Sameer, 2013) ce qui entrainent le
remplacement de I'acide aminé glycine par un autre acide aminé (Arrington et al., 2012). Au
total, environ 85 mutations KRAS ont éte identifiées (Sideris et Papagrigoriadis, 2014).

4.1.1.2.Les voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale

Cing voies de signalisation sont tres freguemment impliquées dans la carcinogenése
colique, comme dans de nombreux autres cancers : Wnt/B-caténine, EGFR/RAS/RAF/MAPK,
PI3K/AKT, TGFB/SMAD, et TP53. Quel que soit le type d'instabilité génomique impliqué
dans le CCR ces mémes voies de signalisation sont habituellement touchées (Stefani et al.,
2021).

e La voie de signalisation Wnt (Wingless integration site)

La voie WNT est dans 1’état actuel des connaissances, la voie de signalisation la plus
importante dans le c6lon. Elle est impliquée dans le développement de cet organe, son
homéostasie mais aussi et surtout dans le développement des cancers du cblon (Zhao et al.,
2022), par la perturbation génétique de I'APC (Armaghany et al., 2012).

e La voie de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinase)

La fonction de le voie RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK) est de transduire les signaux du
milieu extracellulaire vers le noyau cellulaire ou des génes spécifiques est activé pour la
croissance, la division et la différenciation cellulaires (Cary et al., 1999). Ainsi, la

signalisation via le MAPK régule une variété de fonctions cellulaires qui sont importantes
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pour la tumorigenése (Molina et Adjei, 2006). Dans le CCR, les mutations des génes KRAS
et NRAS sont retrouvées dans environ 40 a 50% des tumeurs CIN, le taux de mutation B-RAF
est de 5a22% (Li et al., 2016).

e La voie de signalisation TGFp (transforming growth factor beta)

La voie de signalisation du TGF-B est impliquée dans le contréle de plusieurs processus
biologiques, notamment la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration, lI'apoptose
et I'adhésion (Jung et al., 2017).

Cette voie de signalisation est impliquée dans les cancers colorectaux par plusieurs
mécanismes : le TGFBR2 (transforming growth factor beta receptor 2) est inactivé en cas de
phénotype MSI dans 60 a 90% des cas (Markowitz et al., 1995), des mutations germinales
sur SMAD4 ou BMPR1A prédisposent aux polyposes juvéniles, SMAD4 est également
inactivé par perte d’hétérozygotie dans 20 a 30% des cas (Houlston et al., 2008).

e La voie de signalisation p53

Dans des conditions homéostatiques, la concentration de p53 est de faible niveau,
cependant, le début du stress cellulaire qui suit I'apparition des dommages d’ADN propagent
des signaux provenant des protéines spécialisées, qui modifient ensuite post-

traductionnellement la p53 (Zilfou et Lowe, 2009).

La fonction de suppression de la tumeur du p53 dans le cancer colorectal peut toutefois
étre gravement compromise par des mutations géniques importantes, qui modifient sa
conformation structurelle, empéchent sa liaison a 'ADN de maniere spécifique a la séquence

critique et par conséquent, inactivent la voie de signalisation p53 (Toledo et Wahl, 2007).
e Lavoie de signalisation PI3K (Les phosphoinositide 3-kinases)

Les phosphoinositide 3-kinases sont une famille de lipides kinases qui propagent des
cascades de signalisation intracellulaires régulant un large éventail de processus cellulaires
(Wong et al., 2010).

Les mutations activatrices de la PI3K/AKT sont courantes dans les tumeurs colorectales et
peuvent donc favoriser la croissance des tumeurs (Fujishita et al., 2008). C'est pourquoi, ces
dernieres années, des cibles médicamenteuses pour la PI3K ou I'AKT ont été largement

développées et des essais cliniques ont été menés (Papadatos-Pastos et al., 2015).
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4.1.2. Classification génétique de cancer colorectal

Apres analyse de 18 ensembles de données d'expression genique différents du CCR, y
compris des données de TCGA (The Cancer Genome Atlas) en conjonction avec des données
moléculaires sur les mutations et les SCNA (nombre de copies somatiques de I'ADN ) pour un
sous-ensemble des échantillons, un consortium international d'experts est parvenu a un accord
qui décrit quatre sous-types moléculaires consensus (CMS) (Muller et al., 2016), CMS-1
(immunitaire MSI), CMS-2 (canonique), CMS-3 (métabolique) et CMS-4 (mésenchymateux)
(Khaliget al., 2022). 11 faut noter que 13 % des CCR n’appartiennent a aucun de ces 4
groupes (Philip, 2018).

v" Groupe CMS-1

Représente 14% des CCR et caractérisé par des tumeurs avec instabilité des microsatellites et
souvent CIMP éleve avec des mutations frequentes de BRAF et une localisation préférentielle
de colon droit (Philip, 2018). Les patients atteints du sous-type CMS-1 ont un tres faible taux

de survie apres rechute (Muller et al., 2016).
v" GroupeCMS-2

CMS-2 reflete la voie canonique de la carcinogenese telle que définie par la séquence
adénome-carcinome. Il représente 37% des CCR localisés plutdt a gauche (Stintzing et al.,
2019). Le CCR présente principalement des signatures épithéliales avec une activation de
signalisation WNT et MYC et présente plus souvent une perte de genes suppresseurs de
tumeurs et des gains en nombre de copies d'oncogenes que les autres sous-types. Les patients
CMS-2 ont un meilleur taux de survie aprés rechute par rapport aux autres sous-types (Muller
et al., 2016).

v" GroupeCMS-3

Représente 13 % des CCR, de type épithélial, sans instabilité des microsatellites (MSS) dans
90 % des cas et une dérégulation au niveau du métabolisme. Il est caractérisé par des
mutations RAS fréquentes et des altérations ubiquitaires de la voie MAPK. Elles sont
réparties de maniére assez homogene entre le c6lon gauche et le cdlon droit [(Philip, 2018) ;
(Martini et al., 2020)].
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v" Groupe CMS-4

Représente 23 % des CCR, il se caractérise par une activation importante du TGF-p, avec
I'expression de genes impliqués dans l'inflammation associée au complément, le remodelage
de la matrice, l'invasion stromale et l'angiogenése (Muller et al., 2016). Les patients avec le
sous-type CMS-4 avaient une survie globale et une survie sans récidive plus grave que les

patients des autres groupes (Ibrahim et al., 2012).
4.2.  Aspect morphologique de développement de cancer colorectal

La carcinogenése colique débute a partir d’une cellule épithéliale intestinale qui sous
I’effet de différents événements, acquiert des atypies cyto-nucléaires (adénome dysplasique),
puis échappe progressivement aux mécanismes de contrble de la prolifération cellulaire et

devient une cellule cancéreuse (figure 1) (Goldman et Masson, 2015).
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Figure 1: la transformation morphologique épithélium colique
(Goldman et Masson, 2015)

Au plan morphologique les étapes de développement de cancer colorectal sont :
4.2.1. Les foyers de cryptes aberrantes (FCA)

Ces FCA existent sous la forme d’une hyperplasie c’est-a-dire des cryptes a lumiere
ronde ou ovale, associées a un élargissement de I’espace intercryptique, ils sont caractérisés
par un aspect de pseudo-stratification des noyaux et une augmentation du nombre des mitoses
(> 3 par crypte), (Heresbach et Le Berre, 2003). Dans les FCA le géne KRAS est tres
fréqguemment muté alors qu'il n'y a qu'un faible taux de mutation du géne APC (environ 5 %)
(Heinenet al., 1996).

4.2.2. Les polypes

Il existe deux principaux types de polypes a potentiel malin: les adénomes (les

polypes adénomateux) qui sont des polypes sporadiques dysplasiques et représentent la lésion
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précurseur la plus importante du CCR (Giacosa et al., 2004), ils sont caractérisés par
I’implication de la voie de l'instabilitt chromosomique dans 65% a 70% (Klos et
Dharmarajan, 2016), et les polypes dentelés qui remplacent I'adénome traditionnel en tant
que lésion précurseur du cancer colorectal dans environ 10 % de tous les CCR (Makinen,
2007).

4.2.3. Ladysplasie

Dans les lésions dysplasiques, la perte de sensibilit¢ a I’apoptose des cellules
néoplasiques permet I’augmentation du nombre total de cellules ce qui entraine la
restructuration de 1’épithélium et I’apparition de troubles architecturaux. Les anomalies sont
d’intensité variable classées selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) en dysplasie de

bas grade et de haut grade (Yamane et al., 2014).
4.2.4. L’adénocarcinome

La classification pathologique gastro-intestinale de OMS répertorie une quantité de
sous-types histologiques de carcinomes colorectaux, tels que les adénocarcinomes classiques
(AC), les adénocarcinomes mucineux (MAC), les carcinomes a cellules en anneau (SRCC) et
d'autres variantes rares de carcinomes colorectaux y compris les carcinomes éepidermoides,
neuroendocriniens, adenosquameux, a cellules fusiformes et indifférenciés (Nitsche et al.,
2013).

4.2.5. La classification clinique

Le systeme de stadification des métastases tumorales (TNM) de AJCC (American
Joint Committee on Cancer) est la norme pronostique la plus largement utilisée pour le CCR
(Greene, 2007). La lettre T est I’initiale de tumeur et correspond a la taille de la tumeur; la
lettre N est I’initiale de node qui signifie ganglion en anglais et indique si des ganglions
lymphatiques ont été envahis ou non ; la lettre M est I’initiale de métastase et signale la
présence ou I’absence de métastases (tableau 1). Elle est régulierement mise a jour et la
derniére édition (TNM 8eme édition) est applicable depuis 2017 (Weiser, 2018).
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Tableau 1 : La stadification TNM dans le cancer colorectal (GowdraHalappa et al., 2012).

Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

Pas de sianes de tumeur primitive
Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria

Tumeur envahissant la sous-muqueuse
Tumeur envahissant la musculeuse

Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péricoliques et péri-
rectaux non péritonéalisés

T4a : Tumeur perforant le péritoine viscéral
T4b : Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures

Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales
Pas de métastase ganglionnaire régionale

Métastase dans 1 ganglion lymphatique régional

Métastase dans 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux

Nodule(s) tumoraux. c-a-d satellite(s) dans la sous-séreuse, ou dans les
tissus non péritonéalisés péricoliques ou périrectaux sans métastase
ganglionnaire régionale

Meétastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux
Métastase dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

Pas de métastases a distance

Metastase localisée a un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s)
lymphatique(s), autre que régional

Metastases dans plusieurs organes ou péritoneales

Cette classification permet de se rendre compte du stade d’un cancer (tableau 2) qui doit étre

précisé au moment du diagnostic pour le choix des traitements (GowdraHalappa et al.,

2012).

Tableau 2: Illustration des lésions cancéreuses suivant le stade (GowdraHalappa et al.,

2012).

STADE TNM
Stade 0 Tis NO MO
Stade | 1,12 NO MO
Stade ll 13, T4 NO MO
Stade lIA T8 NO M0
Stade IIB Tda NO Mo
Stade lIC Tdh NO Mo
Stade lll Quel que soit T N1, N2 MO
T, T2 N1
Stade llIA T o2 Mo
T3, Tda N1
Stade llIB 12, T3 N2a MO
T, T2 N2b
Tda N2a
Stade llIC T3, Tda N2b MO
Tah N1, N2
Stade IVA Quel que soit T Quel que soit N Mia
Stade IVB Quel que soit T Quel que soit N Mib
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5. Les biomarqueurs utilisés en cancérologie colorectale

On déefinit sous le nom de biomarqueur du cancer, les marqueurs biologiques qui
influencent sa prise en charge thérapeutique. Ceux-ci peuvent étre sériques (ex : ACE, cellules
tumorales circulantes, ADN circulant), tumoraux (ex : IMS, RAS, BRAF) ou constitutionnels
(ex : DPD, UGT1AL1, FcgRIIA) (Laurenty et al., 2014).

5.1. Les biomarqueurs de diagnostic—depistage

Un biomarqueur de diagnostic peut étre défini comme une caracteristique biologique
qui détecte ou suggere la présence d'une maladie ou d'un état d'intérét ou identifie un individu

avec un sous-type de la maladie (Califf, 2018).

De nombreuses approches protéomiques ont été utilisées dans la recherche de
biomarqueurs de diagnostiques potentiels telles que actin beta-like 2 ( Ghazanfar et al.,
2017), a dipeptidase 1 (DPEP1) (Hao et al., 2017), d'olfactomédine-4 (OLFM4), kininogéne-
1 (KNG1) et la protéine de transport Sec24C (Sec24C) (Quesada-Calvo et al., 2017). Malgré
I'expansion de la recherche en protéomique et le grand nombre des biomarqueurs de
diagnostiques, aucun dentre eux n'a été traduit avec succes en pratique clinique (Alves
Martins et al., 2019).

5.2.  Les biomarqueurs prédictifs

Les biomarqueurs prédictifs sont utilisés pour indiquer la réponse a un traitement

spécifique et pour guider le processus de prise de décision (Alves Martins et al., 2019).

Les mutations de KRAS sont associées a une mauvaise réponse au traitement des récepteurs
anti-EGFR, y compris le cétuximab et le panitumumab. Il y a eu une augmentation de 16 %
du taux de réponse global chez les patients KRAS de type sauvage avec folfiri et cetuximab,
par rapport a une diminution de 4 % chez les mutants KRAS ( Palomaki et al., 2009). Le réle
prédictif de résistance aux anti-EGFR de mutations BRAF dans le traitement des CCR est
largement suspecté par un rationnel préclinique fort et des analyses rétrospectives de series

cliniques non randomisées et non contrélées (Lievre et al., 2010).
PTEN pourrait aussi représenter un marqueur prédictif utile pour les patients KRAS-WT

(KRAS wild type) traités avec un traitement anti-EGFR (Scalise et al., 2016).

22



Cancer colorectal

5.3. Les biomarqueurs pronostiques

Les biomarqueurs pronostiques peuvent étre utilisés pour prédire la progression de la
maladie, y compris la récidive précoce et la mortalité (Patel et al., 2019). Le principal
biomarqueur pronostique utilisé en pratique clinique est l'antigéne carcino-embryonnaire
(CEA), une glycoprotéine de haut poids moléculaire exprimée dans le tissu embryonnaire et
les tumeurs malignes colorectales. Cet antigene a été découvert en 1965, mais il reste le

biomarqueur sanguin le plus largement utilisé pour le CCR (Alves Martins et al., 2019).

Plus tard, d'autres parameétres ont été utilisés pour déterminer le pronostic, l'effet de
l'instabilité des microsatellite et de la mutation BRAF sur la survie dans le carcinome
colorectal a été élucidé et ces marqueurs génétiques ont déja des applications cliniques
(Cohen et al., 2009).

Les miARN recherchés dans le sang ou sur les tissus tumoraux seraient également des
indicateurs pronostiques intéressants (Perez-Carbonell et al., 2015) tel que le miR-320e qui
est associé a des résultats cliniques indésirables chez les patients atteints d'un CCR de stade
Il traités par une chimiothérapie adjuvante a base de 5-FU (5-fluorouracile) (Perez-
Carbonell et al., 2015).

6. Facteurs de risque du CCR

Environ 30 % des cas de CCR ont une prédisposition génétique, alors que 70 % des

cas sont sporadiques (Jasperson et al., 2010).
6.1. L’age et sexe

Le taux d'incidence du CCR augmente rapidement avec I'age : il double a chaque
augmentation de I'age de 5ans jusqu'a l'age de 50 ans, puis augmente de 30 % dans les
groupes suivants ages de 55 ans et plus (Yang et al., 2020). En ce qui concerne le sexe, les
hommes présentent un risque 2,2 fois plus élevé que les femmes de développer un cancer

colorectal a un age précoce (Yang et al., 2020).
6.2.  Facteur de risque lié a une maladie inflammatoire de colon

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) regroupent deux
maladies : la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique sont considérées comme facteur
de risque du CCR [(Crohn et Rosenburg, 1925) ; (Gyde et al., 1982)].
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6.3. Facteur de risque lié 2 un antécédent personnel ou familial d’adénome ou CCR

Comme c'est le cas pour de nombreux cancers, les personnes ayant des antécédents
familiaux de CCR chez un parent au premier degré courent un risque environ deux fois plus
élevé de contracter la maladie (Kroser et al., 1997). Les syndromes génétiques lies au CCR
sont le syndrome de Lynch, la polypose adénomateuse familiale (FAP), la polypose associée a
MYH (MAP), le syndrome de Peutz-Jeghers (PJS) et la polypose de I'adolescent et ils sont
causés par des mutations génetiques spécifiques de la lignée germinale (Monahan et al.,
2020).

6.4.  Facteur de risque lié au mode de vie

La profession, le manque d'activité physique, le tabagisme et la consommation d'alcool
ont tous été associés a un risque accru de cancer colorectal dans des études épidémiologiques
(Lin, 2009). La consommation de viande rouge et de viande transformee ont également été
associes a un risque accru de cancer colorectal (Vieira et al., 2017).

6.5. Maladies associées

D'une maniére générale, les maladies chroniques courantes qui ont été identifiées
comme des facteurs de risque de CCR sont le diabete sucre, I'nypertension et les maladies
coronariennes (Ali Khan et al., 2020). Le Centre international de recherche sur le cancer a
signalé que l'obésité peut aussi entrainer directement un risque accru de CCR (Lauby-
Secretan et al., 2016).

6.6.  Facteur de risque lié a une infection microbienne

Des études métagénomiques ont suggéré une relation causale entre la dysbiose
microbienne et le CCR avec un risque 1,4 fois plus élevé de CCR chez les patients atteints de
Helicobacter pylori (Guo et Li., 2014). De plus, les chercheurs ont trouvé une corrélation
significative entre Clostridium difficile, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis et le
CCR [(Allen-Vercoe et al., 2011) ;(Kho et al., 2018) ; (Long et al., 2019)].

Un certain nombre d'études ont suggéré que des virus tels que le papillomavirus
humain (HPV), le virus BK, le polyomavirus humain (JC) et le virus d’Epstein Barr (EBV)
(figure 2) pouvaient étre lies a l'issue du cancer colorectal (Antonicet al., 2013), De plus, des
études récentes sur le microbiome ont mis en évidence lI'importance des bactériophages dans
I'étiologie du CCR (Massimino et al., 2020).
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Figure 2 : Mécanismes possibles de la carcinogenése colorectale induite par le virus
(Massimino et al., 2020).
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Les virus oncogénes et le développement de la carcinogénése colorectale

1. Virus d’Epstein-Barr (EBV)

1.1.Généralités

En 1958, Denis Burkitt, un chirurgien britannique a décrit cliniguement une tumeur du
maxillaire survenant chez des enfants africains appelée lymphome de Burkitt (BL, Burkitt
lymphoma) (Burkitt, 1958) et en 1964, Epstein, Achong et Barr ont identifié par microscopie
électronique des particules de type herpesvirus dans les lignées cellulaires issues de
lymphome de Burkitt (Epstein and Barr, 1964), auquel ils ont donné le nom de virus
d’Epstein-Barr (EBV) (Epstein et al., 1965).

Il'y a donc eu des spéculations immédiates selon lesquelles le virus pourrait étre impliqué
dans le développement du cancer. Par la suite, on s'est rendu compte que l'infection a EBV

était endémique dans le monde entier (Henle et al., 1969).

L'EBV est un herpésvirus humain, classé dans la sous-famille des gamma-
herpesvirus. Conformément a la nomenclature systématique adoptée pour tous les herpesvirus
humains, la désignation officielle de I'EBV est I'herpésvirus humain 4 (HHV-4) (McGeoch et
al., 1995).

Deux principaux types d'EBV ont été détectés chez I'nomme : EBV-1 et EBV-2
(anciennement appelés types A et B). lls different par la séquence des genes qui codent pour
les antigenes nucléaires de I'EBV (EBNA-2, EBNA-3A/3, EBNA-3B/4 et EBNA-3C/6) dans
des cellules infectées de maniére latente [(Gerber et al., 1976) ; (Sample et al., 1990)]. Au
sein des deux types différentes souches virales ont été¢ définit a cause d’une hétérogénéité
significative des séquences d'’ADN (polymorphismes) qui a été trouvée lors de la comparaison
des régions sélectionnées du génome de I'EBV isolées dans certaines zones géographiques ou

méme dans la méme zone (Aitken et al., 1994).

Chez les hétes sains, les lymphocytes B et les cellules épithéliales sont les cibles
cellulaires de la primo-infection a EBV. Cependant, 'EBV peut infecter un large éventail de
lymphocytes non B tel que les lymphocytes T, les plasmocytes, les cellules NK, les
monocytes, les cellules folliculaires dendritiques squameuses, les cellules épithéliales
myoépithéliales et glandulaires et les cellules musculaires lisses [(Audouin et al., 2010) ;
(Hussein et al., 2013)].

Prés de 95% de la population mondiale d'adultes est infectée par le virus d'Epstein Barr

(Parkin, 2006). Une petite fraction des personnes infectées par I'EBV développe des tumeurs
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malignes (Henry et al., 2001), dont environ 140 000 personnes meurent chaque année de

cancers associés a 'EBV (Khan et Hashim, 2014).

La transmission du virus Epstein Barr se produit généralement avec les sécrétions
oropharyngées qui contiennent les particules virales infectieuses ou le partage de nourriture
(Dunmire et al., 2018). La transmission s'est produite aussi par la transplantation de cellules
souches et d'organes, ainsi que par la transfusion sanguine [(Odumade et al., 2011);
(Dunmire et al., 2018)].

1.2.Structure du virus et organisation génomique

Le virion de ’EBV présente une structure commune & tous les herpésvirus. Il est
sphérique, mesure entre 120 et 200 nm de diametre et comprend quatre composants majeurs

de la périphérie vers le centre (figure 3) (Rickinson et Kieffe, 2001).

Glycoprotéines
d'enveloppe

Capside + ADN

Enveloppe

Tégument

Figure 3 : Structure d’EBV en microscopie électronique (Rickinson et Kieffe, 2001).

Une enveloppe lipidique dérivée des membranes cellulaires de la cellule héte (Young
and Rickinson, 2004). Un tégument protéique qui sépare l'enveloppe lipidique de la
nucléocapside (Tomaszewski, 2008), cette derniere de forme icosaédrique entoure le core qui

contient le génome viral sous forme d’ADN enroulé autour d’une structure protéique (Epstein
etal., 1965).

Le génome EBV a été complétement séquencé en 1984 et consiste en ADN linéaire,
double brin, d'environ 172 kb qui code pour plus de 85 genes (Santpere et al., 2014) et
environ 46 petits ARN non traduits (Rickinson et Kieff, 2001).
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Le génome viral (figure 4) est divisé en plusieurs domaines uniques (U1 a U5), séparés par
des séquences internes (IR ; Internal Repeats) (IR1-IR4) répétées en tandem de 0,5 kb, la
séquence IR1 de 3000 pb divise le génome en un domaine unique long (UL ; Unique Long) et
un domaine unique court (US ; Unique Short). Chaque extrémité comporte des répétitions
terminales (TR ; Terminal Repeats) de 538 pb, qui permettent la circularisation du génome
(Baer et al., 1984).

TR IR1 IR2 IR3 IR4 R
D Ori-P D DL l [] D DR D
U1 u2 u_l us
S

us UL

vl
‘ Ut us DR

L~ R4
1
Génome épisomique
u2

Im& U3
DL 2

Figure 4 : Représentation schématique du génome d’EBV (Rickinson et Kieffe, 2001).

Génome linéaire

|

IR3

OriP est l'origine de la réplication de I'ADN EBV utilisée pendant la latence, les deux
autres origines de réplication hautement homologues, oriLyt Left et oriLyt Right, sont actifs
pendant l'infection productive (lytique), ces derniers sont logés dans des domaines de
séquence dupliquée DS L et DS R (Yetming et al., 2020).

1.3.Le cycle biologique d’EBV

L’essentiel des connaissances acquises sur le cycle biologique du virus Epstein-Barr
provient d’expériences conduites sur des lignées cellulaires transformées par ce virus

(Maréchal et Piolot, 2001).
1.3.1. Entrée des EBV dans la cellule héte

L'attachement initial de 'EBV sur la membrane plasmique cellulaire des lymphocytes
B est principalement régulé par l'association entre sa protéine d'enveloppe (gp350/220) et le
récepteur 2 du complément cellulaire (CR2/CD21), ainsi que par la glycoprotéine virale gp42

et le récepteur de l'antigéne des leucocytes humains antigéne de classe Il (HLA classe II)
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[(Chang et al., 1999) ; (Mohammed et al., 2021)]. Pour les cellules épithéliales, comme il
n'y a pas de molécules CD21 ou HLA de classe Il a leur surface, la protéine virale BMRF2

peut médier l'interaction avec les intégrines B1 cellulaires (Chang et al., 1999).

Les nucléocapsides du virion sont libérées dans le cytoplasme et transportées vers les
pores nucléaires des microtubes. En conséquence, le génome linéaire viral est transféré dans
le noyau de la cellule et retenu sous forme d'épisome extrachromosomique (Chesnokova et
Hutt-Fletcher, 2014).

1.3.2. Le cycle lytique abortif pre-latent

Peu de temps aprées la primo-infection, I'EBV entre dans un état lytique
transitoire appelé cycle lytique abortif pré-latent. Dans ce cycle, des génes latents et certains
genes lytiques sont exprimés (Yoshida et al., 2017), I’expression précoce de ces génes
Iytiques est essentielle pour la contribution a la survie initiale et a l'entrée dans le cycle
cellulaire des cellules B au repos pour favoriser leur prolifération et maintenir une infection
latente (Inagaki et al., 2021).

1.3.3. La phase de latence

Le virus établit une latence principalement dans les cellules B sous forme de multiples
épisomes circulaires. De temps en temps, I'EBV latent est réactivé, exécute son cycle lytique
et produit des virus descendants, qui sont excrétés dans la salive [(Cohen, 2000) ; (Kenney,
2007)].

Au cours de la division cellulaire, afin de maintenir cet épisome comme des plasmides,
deux composants sont nécessaires : un segment d'ADN agissant en cis (oriP) et une protéine
nucléaire agissant en trans (Wensing et Farrell, 2000). En latence, seuls quelques génes
viraux sont exprimés, dont les six protéines nucléaires : EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A,
EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP, en plus de trois protéines membranaires latentes : LMP-1,
LMP-2A, LMP-2B et Les ARN viraux EBER et BART (Groganet al., 1987).

e Les programmes de latence

La forme latente de l'infection a EBV est classée en cing modeéles, latence 0 a Ill, en
fonction de I'expression du géne latent viral (Thorley-Lawson et al., 2013). Il est possible

d'associer chaque type de latence a des pathologies précises (Thorley-Lawson et al., 2013).
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» La latence de type Il :

Egalement appelée « programme de croissance », exprime tous les antigénes latents et se
retrouve généralement dans les maladies lymphoprolifératives post-transplantation (PTLD)
associees a I'EBV, les Ilymphomes associes au SIDA et les lignées cellulaires
lymphoblastoides (LCL) (Kang et Kieff, 2015). Les cellules de latence 111 sont caractérisées
par une activité élevée de la voie NFkB (nuclear factor kappa light chain enhancer of
activated B cells) de I'ndte, qui est principalement transmise par la protéine virale LMP1
(Mosialos et al., 1995).

» La latence de type lla:

Cette forme de latence se caractérise par l'absence d'expression d'EBNA a partir de Cp ou
Wp, l'expression conservée de LMPL1 et LMP2A, I'expression dEBNAL1 a partir dun
promoteur unique (Qp) et I'expression d’/ARN EBER et de miARN BART (Kis et al., 2010),
ce type de latence est associée au lymphome de Hodgkin (HL) et au carcinome du
nasopharynx (NPC) (Bajaj et al., 2007).

» Lalatence de type llb :

Elle a ét¢ nommeée latence Ilb par Eva Klein car le phénotype d'expression du gene
EBNA2+/LMP1- est directement opposé au phénotype EBNA2-/LMP1+ observé dans la
latence lla (Klein et al., 2013). Un sous-ensemble de tumeurs malignes associées a I'EBV, y
compris les lymphomes associés au VIH et les lymphomes post-transplantation, présente une

expression hétérogene de latence 1lb en plus de la latence 111 (Saha et al., 2009).
» Lalatence de type | :

Elle exprime principalement EBNALI et les EBERs, le promoteur Qp est a I’origine du
profil d’expression des protéines de ce type de latence, il est associe au lymphome de Burkitt

(BL) et au carcinome gastrique (GC) (Grywalska et Rolinski, 2015).
> Lalatence de type O :

Encore appelée latence vraie, lors de laquelle aucune protéine de latence n’est exprimée a
I’exception des EBERs (Grywalska et Rolinski, 2015). L’EBV peut échapper a la réponse
immune anti-EBV, les ARNs de LMP2A étant peu immunogenes et non détectables par le
systéme immunitaire de 1’hote (Robertson, 2010). Ce type de latence n'est pas associé a des
tumeurs malignes, probablement en raison de la dormance pendant ce programme (Kenney,
2007).
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1.3.4. La phase lytique

Le cycle de multiplication de ’EBV dans la cellule (encore appelé cycle lytique ou
infection productive) correspond a la phase du cycle biologique au cours de laquelle les

particules infectieuses sont produites (Henle et Henle, 2007).

La cascade d'événements dans la phase lytique du cycle de vie de I'EBV est divisée en trois
phases d'expression génique régulée : immédiate-précoce, précoce et tardive (Biggin et al.,

1987), dont plus de 80 genes sont exprimé durant les trois phases (Packham et al., 1990).

Le passage de I'état latent a I'état lytique est déclenché par I'expression de deux facteurs de
transcription codés par le virus, Zta et Rta (les produits géniques exprimés
respectivement par BZLF1 et BRLF1) (Chiu et al., 2016), ce qui conduit a ’activation de
I’expression des genes précoces. Les produits de ces derniers, comme I’ADN polymérase
virale et les autres enzymes responsables de la synthése de I’ADN, répliquent I’ADN par

I’intermédiaire d’une origine de réplication lytique (ou Ori-Lyt) (Biggin et al., 1987).

Les genes lytiques tardifs codent pour des protéines structurelles virales, notamment des
protéines tégumentaires, des glycoprotéines et des protéines de la capside, principalement les
BcLF 1 sont exprimés (Murata et Tsurumi, 2014). Apreés la réplication du génome viral, les
antigénes tardifs MA (membrane antigens), VCA (viral capsid antigen) et BCRFI sont

exprimés (Murata et Tsurumi, 2014).

L'ADN viral nouvellement synthétisé est rassemblé dans les nucléocapsides au niveau du
noyau de la cellule, qui traverse la membrane nucléaire pour se rendre dans le cytoplasme,
créant des vésicules portant des virons avec une enveloppe. Les vésicules fusionnent avec la
membrane plasmique de la cellule et les particules virales sortent par exocytose avec une lyse

cellulaire (Murata et Tsurumi, 2014).

Il existe de plus en plus de preuves que la phase lytique de I'EBV contribue a la
tumorigenése principalement de deux maniéres, par la production de particules infectieuses
pour infecter plus de cellules, et la régulation des voies oncogenes cellulaires, médiée par les
protéines lytiques et les miIARN (Rosemarie et Sugden, 2020).

1.4.Pathologies associées au virus Epstein-Barr

L’EBYV est la principale cause de la mononucléose infectieuse (MI) qui est ¢galement
connu sous le nom de « fievre glandulaire » ou « la maladie du baiser » (Macsween et

Crawford, 2003). 1l est également connu depuis longtemps pour étre impliqué dans d'autres
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pathologies bénignes autre que la Ml tels que la leucoplasie buccale poilue (LHO), l'infection
chronique active a EBV (CAEBV) [( Komatsu et al., 2005); (Kim et al., 2019)], le
syndrome lympho-prolfératif associe au chromosome X (Syndrome de Duncan) et au

syndrome lympho-pro-lifératif post- transplantation d'organe ( Marsh et Filipovich, 2011).

Cependant, chez certaines personnes, le virus latent est capable de provoquer des tumeurs
malignes, telles que Le lymphome de Burkitt , Lymphome de Hodgkin, Lymphomes non
hodgkiniens (LNH), Carcinome lymphoprolifératif post-transplantation (PTLD) , le
carcinome du nasopharynx et le cancer gastrique [(Raghupathyet al., 2014) ;( Zheng et al.,
2022)], de plus, plusieurs études ont établi un lien de causalité entre I'EBV et la carcinogenese
colorectale (Bedri et al., 2019).

2. Papillomavirus humain

2.1.Généralités :

Le papillomavirus humain impose un énorme fardeau sur le systeme de santé
mondial. Chaque année, 630 000 cas de cancers (4,5 % de tous les cas de cancers) peuvent

étre attribués au HPV, dont 83 % sont des cancers du col de I'utérus (Serrano et al., 2018).

Les expériences sur le papillomavirus ont commencé au 19eme siécle. Dans les années
1980 (Guilfoile, 2019), un virologue allemand, Harald zur Hausen, a établi un lien de ce virus
avec le cancer du col de l'utérus, qui a ensuite recu un prix Nobel pour ses découvertes
scientifiques (Leto et al., 2011).

Les Papillomavirus ont été initialement classé dans la famille des Papovaviridae, ils ont
ensuite eté classés dans la famille des Papillomaviridae depuis 2003 (de Villiers et al., 2004).
La nomenclature des Papillomavirus est établie par le Comité international de la taxonomie
des virus (ICTV) (de Villiers et al., 2004). Ils sont classés selon des niveaux taxonomiques
comprenant le genre (<60 % d'identité), l'espéce (60-70 % d'identité) et un type distinct est
établi lorsque la séquence nucléotidique du gene L1 d'un virus cloné différe de celle de tout
autre type caractérisé d'au moins 10 % (Bernard et al., 2010). Ils peuvent étre classés aussi
en fonction de leur tropisme tissulaire et on distingue des types d'HPV a tropisme cutané et
des types a tropisme muqueux (Monsonego, 2007). lls se caractérisent également par leur
pouvoir oncogene, douze HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 et 59) sont définis
par OMS comme étant des types cancérigénes a haut risque avec d'autres types (68,73) étant
reconnus comme "probablement " cancérigenes et on distingue des HPV non cancérogénes
dits a bas risque (Schiffman et al., 2009).
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Jusqu’a présent 229 génotypes différents de HPV ont été identifiés [ www.hpvcenter.se ,
consulté le 15/01/2023], classés en cinq genres : a, P, v, v et W, sur la base de différences dans
leurs cycles de vie, leurs sequences d'ADN et également dans leur association a la maladie
(Egawa et al., 2015).

2.2.Structure du virus et organisation génomique

Les papillomavirus sont des petits virus a ADN, icosaédrique, non enveloppés qui ont un
diamétre de 52 a 55 nm (figure 5) (Kirnbauer et al., 1992).

™ ADMN -:_:|<_'-r| g Le

Figure 5 : Structure du Papillomavirus humain (Lefeuvre et Apaire-Marchais, 2019).

Tous les HPV possédent un génome d’ADN épisomique d'environ 8 kb. Le génome peut
étre divisé en trois sections fonctionnelles (figure 6), la région précoce (E : early) codant pour
au moins sept protéines virales qui ont des fonctions régulatrices dans la cellule épithéliale
infectée (E1, E2, E4, E5, E6, E7, E8), la région tardive ( L : late) qui code pour les deux
protéines structurales virales L1 et L2 et la LCR ( long control region) autrement appelée
région régulatrice en amont (URR) qui contrdlent la réplication et la transcription virales
(Fehrmann et Laimins, 2003). Le génome est lié a des histones cellulaires et contenue dans
une capside d’une symétrie icosaédrique composée de 360 copies de la protéine L1 organisée

en 72 capsomeres pentamériques qui ont une copie de L2 au centre (Kirnbauer et al., 1992).
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LCR

E6 E7

Figure 6 : La structure du papillomavirus humain (HPV) (Lee et al., 2016).
2.3.Cycle biologique de HPV

Le cycle du papillomavirus nécessite la disponibilité de cellules épidermiques ou
muqueuses capables de proliférer (cellules de la couche basale), il est étroitement régulé par le

programme de différenciation des cellules hotes (Jones et al., 2007).
2.3.1. Attachement et pénétration du virus

Les intégrines de type a6 et I’héparan sulfate sont impliqués dans la fixation du virus au
niveau de la membrane cellulaire (Smith et al., 2007). L’entrée se fait par endocytose, médiée
par la voie des clathrines pour HPV16 ou 58 ou par la voie des cavéoles pour HPV31
(Spoden et al.,2013).

2.3.2. Décapsidation et translocation

Apres I’endocytose, la particule virale HPV est exposée a un pH faible et a diverses
protéases qui contribuent a la décapsidation (Broniarczyk, Bergant et al., 2014). Par la suite
le complexe L2/ADN du virus apres sa libération, entre dans le noyau lors de la rupture de la

membrane nucléaire pendant la mitose (Day et Baker, 2004).
2.3.3. Phases d’établissement et de maintien (Cycle non productif)

Apres transfert du génome viral vers le noyau, il est maintenu a un faible nombre de
copies dans les cellules de la couche basales (50 a 100 copies par cellule), (Moody et laimins,
2010). Le maintien du genome en tant que statut épisomique est essentiel pour I'établissement
de la phase précoce du cycle de vie (figure 7) (McBride et al., 2006). Au cours de cette phase
initiale, seul le promoteur viral précoce est transcriptionnellement actif, conduisant a
I'expression des protéines précoces de HPV, notamment E1 et E2, ainsi que E6 et E7
(McKinney et al., 2015).
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2.3.4. Phase de prolifération

Les génomes de HPV dans les cellules basales infectées se répliquent en synchronisation
avec la replication de I'ADN chromosomique en phase S, et les génomes nouvellement
répliqués sont distribués de maniére égale aux deux cellules filles (Moody et Laimins, 2010).
Une cellule fille reste dans la couche basale pour continuer a proliférer, tandis que les autres
cellules filles migrent vers les couches suprabasales et subissent une différenciation ou il y a

un role important des protéines virales E6 et E7 (Doorbar et al., 2012).
2.3.5. Phase d’amplification (Cycle productif)

Au fur et a mesure que les cellules HPV-positives subissent une différenciation, la
réplication du génome viral passe a un mode productif concomitant a des niveaux accrus
d'expression de E1 et E2, entrainant la synthése de milliers de copies du génome (McKinney
et al., 2015). Dans la couche différenciée terminale de I'épithélium, les protéines de capside
L1 et L2 sont exprimées sous le contrdle du promoteur tardif (McKinney et al., 2015).

Phase
productive

Phase non
productive

Figure 7 : Déroulement d’une infection productive et non productive de HPV

(Doorbar, 2005).
2.3.6. Encapsidation et libération

Aprés D’amplification du génome viral, 1’encapsidation a lieu et les nouvelles
particules virales infectieuses sont libérées dans le milieu extérieur au rythme des
desquamations cellulaires. La muqueuse devient tres infectante et le risque de transmission a

un partenaire est important (Ozbun et Meyers, 1997).
2.3.7. Intégration et carcinogénése

Dans les lésions précancéreuses hébergeant HPV-HR, les génomes sont présents sous

forme d'épisomes extra-chromosomiques. En revanche, dans les carcinomes épidermoides
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cervicaux, I'ADN HPV-HR est fréquemment retrouvé intégré dans le génome humain
(Moody et Laimins, 2010). L’intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire se fait
géneralement au hasard, en privilégiant toutefois les sites fragiles. Il a été décrit des
intégrations a proximité de proto-oncogenes (TP63, NR4A2, APM-1, TNFAIP2 et hTERT), le
site le plus fréquent étant la bande chromosomique 8g24 dans laquelle se localise c-

myc (Couturier et al., 1991).

Aprés I’intégration, I’ADN viral est fréquemment clivé au niveau des POL (POL ou ORF :
Open Reading Frame) E1 et E2. La rupture de POL E2 entraine une perte d’expression de la
protéine E2 qui n’exerce plus son effet trans inhibiteur sur les promoteurs précoces. Ceci

conduit a une surexpression des protéines E6 et E7 (Romanczuk et Howley, 1992).

Par conséquent, la combinaison de I'expression du E6 et E7 perturbe les fonctions
physiologiques normales des protéines suppressives de tumeurs, favorisant ainsi le
développement du cancer (Longworth et al., 2005).

Les protéines E6 sont surtout connues pour leur capacité a s'associer avec le
suppresseur de tumeurs cellulaire p53 (Werness et al., 1990). L'association de E6 avec p53
entraine sa dégradation via le recrutement d'une ubiquitine ligase, E6-AP (Werness et al.,
1990), et entraine l'inhibition des activités de régulation transcriptionnelle de la protéine p53
(Mietz et al., 1992). E6 se lie a des nombreuses autres protéines cellulaires tels que de
facteurs de transcriptionnels, les facteurs qui déterminent I'adhésion, le cytosquelette et la
polarité, les facteurs d'apoptose, les facteurs de réplication et des facteurs de réparation de
I'ADN (IARC, 2007).

Le principal partenaire cellulaire de E7 est la protéine suppresseur de tumeur p105Rb.
L'association de E7 avec p105Rb provoque sa dégradation et entraine la perte du contrdle de
pl05Rb sur les facteurs de transcription E2F (Chellappan et al., 1992). Un autre aspect
important de la biologie d'E7 indépendant de la liaison avec pl05Rb est la capacité de
déstabiliser les centrosomes, ce qui entraine des défauts mitotiques et une instabilité du
génome (Duensinget al., 2001). En plus de se lier a p105Rb, E7 peut se lier a p107 et p130 et

amener a immortalisation des cellules (Zerfass-Thome et al., 1996).

E5 est considéré comme tumorigene car il renforce le potentiel d'immortalisation de E6
et E7 et en coopération avec ce dernier, il stimule la prolifération de I'ADN de cellules
primaires humaines (IARC, 2007).
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2.4.Pathologies associées a ’HPV

Le HPV est responsable de plusieurs maladies bénignes, par exemple les verrues
cutanées et 1’pidermodysplasie verruciforme qui peut subir une transformation maligne
(Sterling et al., 2001). Il peut induire aussi des infections des muqueuses associées aux types
a-HPV, c’est le cas des condylomes (Cubie, 2013) en plus, les HPV a bas risque peuvent
induire des verrues urétrales, la papulose bowénoide et condylome acuminé géant ainsi

qu’une papillomatose laryngée (Clifford et al., 2005).

Le HPV a également un role bien connu dans les lésions cancéreuses du col de
I'utérus, de la vulve et du vagin, et le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a
soutenu la cancérogénicité du HPV dans le pénis, anus et le carcinome de la téte et du cou
(HNSCC) [(zZhang et al., 2018) ; (Szymonowicz et Chen, 2020)], de plus, La détection de
I'ADN du HPV dans les tissus du cancer colorectal a suggéré que l'infection par le HPV
pourrait étre associée a la carcinogenése du cancer colorectal (Bodaghi et al., 2005).

3. EBV et HPV dans le développement de la carcinogénése colorectale
3.1.EBV

La structure similaire, histologique et embryogenése commune de l'estomac et d'autres
organes du tube digestif suggérent un role possible de I'EBV dans le développement de
tumeurs épithéliales, y compris le CCR (Oleynikova et al., 2021), ainsi, un taux de positivité
pour 'EBV dans le CCR varie dans une large gamme allant de 0 % jusqu'a 46 % (Bedri et al.,
2019).

En particulier dans le CCR, il a été rapporté que des lymphocytes B peuvent transmettre
les molécules dérivées de I'EBV aux cellules épithéliales via des microvésicules telles que
LMP1, I'un des principaux oncogeénes liés a I'EBV, ou des ARN non codants (ncCRNAS ;
EBERS), par conséquent ces vésicules peuvent déclencher des changements oncogenes dans
les cellules épithéliales colorectales, dautant plus que des lymphocytes B infectés au repos
dans l'intestin ont été signalés et peuvent étre réactivés dans certains cas pour produire le
virus, ou produits viraux, capables de contribuer au phénotype malin lors d'une réactivation de

la croissance cellulaire (Oleynikova et al., 2021).

Dans les kératinocytes, il a été montré que I'EBV induit des altérations moléculaires des
cellules (Cadigan et Waterman, 2012). LMP1 est connu pour activer STAT3 avec le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), inhiber I'activité de p53 et réguler

positivement la B-caténine en réduisant sa degradation protéasomique (Chatterjee et al.,
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2019). Il est intéressant de noter qu'il a été rapporté que toutes ces molécules jouent un réle
déterminant dans la progression du CCR (Marongiu et Allgayer, 2022). De plus, 'EBV
pourrait moduler les voies de signalisation telle que Wnt et NF-xB, d’un autre cOté ces voies
moléculaires sont essentielles dans la carcinogenése et la progression du CCR (Marongiu et
Allgayer, 2022).

De tels exemples invitent a se demander si des mécanismes similaires d'interaction entre
les cellules colorectales (cancéreuses), les cellules immunitaires et les cellules du
microenvironnement pourraient également étre actifs et contribuer a la carcinogenése ou a la

progression du CCR (Marongiu et Allgayer, 2022).
3.2.HPV

Le HPV peut infecter la région colorectale via une infection ascendante a partir de sites
anogeénitaux ou par propagation hématogéne ou lymphatique. Le HPV a été suggéré comme
un facteur de risque potentiel pour le développement des CCR (Deniz et al., 2022). Les taux
de prévalence de HPV dans le CCR varient selon les données disponibles, allant de 0% a 85%
(Fernandes et al., 2020).

Bien que les mutations de p53 soient un point de repere du CCR, les tissus du CCR
infectés par le HPV présentent souvent un gene Tp53 intact. Pourtant, la fonctionnalité de p53
dans les cellules CCR est perturbée, ce qui suggére que le HPV inactive p53, favorisant ainsi

le cancer (Marongiu et Allgayer, 2022).

De plus, le E7 peut se lier aux cyclines A, D et E en l'absence de pRb, et inhibe la
déphosphorylation de la protéine kinase B, qui est réalisée par la protéine phosphatase 2A
(PP2A), ainsi l'activation de la voie de signalisation PI3K qui est I'un des axes de signalisation
importants dans le CCR (Brazil et Hemmings, 2001).

L’expression ectopique de E6 et E7 est associée a une diminution d'expression des
protéines Siah-1, E3-ubiquitine ligases qui interagissent avec le complexe de destruction qui
dégrade la B-caténine une des molécules clef de la voie de signalisation Wnt/B-caténine.
L'expression de E6 peut aussi stabiliser la f-caténine et améliorer I'expression de la boite a
fourche M1 (FOXI1), augmentant le taux de translocation nucléaire pour la [B-caténine
(Rampiaset al., 2010). E7 se lie également aux histones desacétylases et au suppresseur E2F
p21, prolongeant globalement la phase S. Les conséquences de cette action peuvent étre
multiples : par exemple, E7 induit une instabilit¢é chromosomique qui est souvent détectée
dans le CCR (Bodily et Laimins, 2011).
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Ces dernieres années, il est devenu en outre évident que I’HPV peut transcrire des
ARNNC. Cependant, bien que l'implication de ARNnc codé par I’HPV dans la promotion de
plusieurs types de carcinomes épidermoides (cervical, téte et cou et oropharyngé) ait été
établie, I'ARNnNc viral dans la genese du CCR est encore mal compris [(Casarotto et al.,
2020) ; (Yu et al., 2022)].

Ces cibles moléculaires de HPV sont évidemment des acteurs essentiels dans la
carcinogenese, la progression et/ou la métastase du CCR, et pourraient étre, en theorie, des
médiateurs idéaux de la carcinogenése et/ou de la progression favorisée par I’HPV dans ce

contexte (Casarotto et al., 2020).

3.3.La co-infection par HPV et EBV dans le développement de la carcinogenese

colorectale

Des investigations récentes, ont souligné que les oncovirus (HPV-HR et EBV) peuvent
étre coprésents dans plusieurs types de cancers humains, dont les CCR, ou ils peuvent
coopérer a l'initiation et a la progression de ces cancers via la diaphonie de leurs

oncoprotéines (Al Moustafa et al., 2016).

Recemment, la coprésence de HPV et d'EBV a été signalée dans 16 % des échantillons de
CCR de Bosnie-Herzégovine (Gupta et al., 2020). De plus, des études supplémentaires sont
essentielles pour élucider les mécanismes sous-jacents du réle coopératif des HPV-HR et de

I'EBV dans I'initiation et/ou la progression du CCR.
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Partie expérimentale

1.1.1’objectif
L’objectif de ce travail consiste a évaluer le profil épidémiologique des cancers
colorectaux, histologiqguement prouvés pendant une période de cing ans (2012-2016) dans la

région de Tlemcen.

1.2.Méthodologie

Il s’agit d’une étude rétrospective de 581 cas de cancer colorectal recueillis au service
d'épidémiologie et de médecine préventive du centre hospitalier universitaire (CHU) de
Tlemcen entre janvier 2012 et décembre 2016. Les variables démographiques étudiées sont
I'Age au moment du diagnostic et le sexe. Les caractéristiques cliniques incluses sont la

présentation clinique, le site de la tumeur, le stade et le type de la tumeur.
v Criteres d'inclusion et d'exclusion

Seuls les cancers du célon et du rectum confirmés histologiquement ont été inclus, alors

que les cas en double ont été exclus.
v" Analyse des données

Les données recueillies ont été organisées et analysées avec le logiciel SPSS version 25 et
Microsoft Excel 2010.

1.3.Résultats
L’étude ¢épidémiologique rétrospective réalisée sur des patients atteints de cancer
colorectal, hospitalisés au CHU Tlemcen durant la période s’étalant de 2012 a 2016 a permis

d’analyser un effectif de 581 cas. Une répartition selon les facteurs suivants a été réalisée :

1.3.1. L’incidence du cancer colorectal

L'évaluation du profil épidémiologique a montré que le cancer colorectal dans notre
région était le 3eme cancer le plus fréquent apres le cancer du sein et de la thyroide chez les
femmes avec 10,7 / 100 000 habitants et aprés le cancer de la vessie et de la prostate chez les
hommes avec 14,3 / 100 000 habitants (Tableau 3).
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Tableau 3: taux d'incidence des 10 principaux cancers par sexe de 2012 a 2016.

Incidence

Type de cancer Incidence (femmes)
(hommes)
Sein - 61.9
Colon, rectum, anus 14.3 10.7
Lymphome 11.3 8.8
Vessie 17.9 2.2
Estomac 9.4 6.1
Thyroide 2.6 12.8
Poumon, trachée, bronches 12.6 2.0
Prostate 14.4
Cerveau et systéme nerveux 5.3 5.8
Bouche et pharynx 7.1 2.9

1.3.2. Répartition du cancer colorectal par sexe entre 2012 et 2016

La répartition du cancer du célon selon le sexe indique que la population masculine
était la plus touchée sans étre significative ; puisque sur les 581 patients analysés, 322
hommes étaient atteints (55,4 %) contre 259 femmes (44,6 %) (Figure 8), avec un sex ratio de
1,2.

homme ™ femme

Figure 8 : Répartition du cancer colorectal par sexe entre 2012 et 2016.
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1.3.3. Répartition du cancer colorectal par age
La figure 9 montre que la tranche d’age la plus représentée dans cette étude était celle
de 50-60 avec 27,1 %, suivie de celle de 60-70 avec 24,8 %. L’age moyen de survenu du

cancer colorectal était de 60 + 13 ans, avec des extrémes d’age de 16 a 90 ans.

1,5
0,2 4

10 20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80

%

Figure 9 : Répartition du cancer colorectal par tranche d’age.

1.3.4. Reépartition du cancer colorectal selon sexe et I’Age
La figure 10 montre que la tranche d’age 50-60 était la plus présentative pour le sexe
féminin tandis que la tranche d’age la plus présentative pour le sexe masculin était celle de

60-70.

10 20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 <80

Homme M femme

Figure 10: Répartition du cancer colorectal selon sexe et 1’age.
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1.3.5. Répartition du cancer colorectal par année
Des taux variables ont été enregistrés durant les cing années (Figure 11) avec un pic
en 2014 (27,9%), et une moyenne annuelle de 116 cas pour un total de 581 cas. Ce qui a été

remarqué aussi est la diminution importante de ces cancers en 2016 avec 13,4%.

Figure 11 : Répartition du cancer colorectal par année.

1.3.6. Répartition du cancer colorectal selon la localisation

Cette analyse statistique réalisée sur I’ensemble de la population cible étudiée nous a
permis de montrer un taux plus élevé pour le cancer de colon avec 52,3% dont le c6lon
sigmoide présentait un taux de 5,7% suivi par le caecum (3,8%) et le colon ascendant (1,4%),

contre 47,8% de cancer du rectum (Figure 12).

Rectum

Jonction recto-sigmoide
Colon Sans précision
Colon sig

Célon descendant
Colon transverse

Angle hépatique du célon

colon ascendent

caecum

Figure 12 : Répartition du cancer colorectal selon la localisation.

46



Partie expérimentale

1.3.7. Répartition du cancer colorectal selon la morphologie

Dans cette analyse (Tableau 4), I’adénocarcinome semble étre le type de cancer le

plus prédominant avec 81,8% suivi par le carcinome avec 12,5%.

Tableau 4: Répartition des cancers colorectaux selon la morphologie.

Morphologie N (%)
Carcinome 37(6,37)
Adénocarcinome 481(82,79)
Mélanome 2(0,34)
Sarcome 1(0,17)
Autres 60(10,33)

1.3.8. Répartition du cancer colorectal selon le stade de diagnostics

Selon la 8éme édition de la classification TNM des cancers publiée par I'AJCC

(American Joint Committee on Cancer), 26,3% des patients étaient au stade |, 17,4% au stade

IV alors que 38,5% des cas le était indéterminé (Tableau 5).

Tableau 5 : Répartition du cancer colorectal par stade de diagnostic.

Stade du diagnostic N (%)
Stade | 153(26,3)
Stade 11 103(17,8)
Stade Il 0(0%)
Stade IV 101(17,4)
stade indéterminé 224(38,5)

1.4.Discussion

Le cancer colorectal est un véritable probleme de santé publique, aussi bien en Algérie

que dans le monde entier par sa fréquence et sa mortalité élevée (Baidoun et al., 2021).

Le taux d'incidence du CCR a augmenté de 90 % entre 1980 et 2016, cette évolution

est largement attribuable a la constellation de facteurs liés a I'alimentation et au mode de vie,

tels qu'une mauvaise alimentation caractérisée par une consommation élevée de viande rouge
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et transformée et de boissons alcoolisées et une faible consommation d'aliments riches en

fibres, une faible activité physique et l'obésité (Hgydahl et al., 2020).

L'évaluation du profil épidémiologique a montré que le cancer colorectal dans notre
région est le 3éme cancer le plus fréquent apres le cancer du sein et de la thyroide chez la
femme (10,7 / 100 000 habitants) et apreés le cancer de la vessie et de la prostate chez I'homme
(14,3 / 100 000 habitants). L'incidence du cancer colorectal dans notre région reste supérieure
a celle du Maroc (2,5 a 3,3/100 000 habitants) (Belhamidi et al., 2018), de I'Egypte
(6,3/100 000 habitants et 6,6/100 000 habitants pour les femmes et les hommes
respectivement) et de I'Inde (3,1/100 000 habitants et 5,8/100 000 habitants pour les femmes
et les hommes respectivement) (Bray et al., 2018). Cependant, elle est inférieur a celle des
pays occidentaux, notamment les Etats-Unis d'’Amérique (22,6/100 000 habitants chez les
femmes et 28,8/100 000 habitants chez les hommes), I'Allemagne (21,1/100 000 habitants
chez les femmes et 31/100 000 habitants chez les hommes), Canada (28/100 000 habitants
chez les femmes et 35,2/100 000 habitants chez les hommes) et la France (24/100 000
habitants chez les femmes et 36,9/100 000 habitants chez les hommes) (Bray et al., 2018).

Le taux d'incidence standardiseé pour I'age estimé par GLOBOCAN montre que
I'Australie et la Nouvelle-Zélande ont les taux de CCR les plus elevés au monde, avec
respectivement 44/100 000 habitants chez les femmes et 56/100 000 habitants chez les
hommes et 37,5/100 000 habitants chez les femmes et 44,1/100 000 habitants chez les
hommes [(Globacon, 2020) ; (Blackmore et al., 2020)].

Dans notre étude, 581 cas de CCR ont été trouvés sur une période de 5 ans. Ce résultat
est supérieur a ceux trouvés dans la littérature africaine, ou des études réalisée au Togo et au
Gabon ont déclaré seulement 57 (Darré et al., 2014) et 51 cas (Trop, 2011) respectivement

durant une période de 10 ans.

Une prédominance masculine a été observée dans notre étude (55,4%) avec un sex-
ratio de 1,2 est conforme aux résultats de plusieurs auteurs, confirmant ainsi les données de la
littérature [(Darré et al., 2014) ; (Abbes et al., 2018)].

L'age est ’'un des facteurs impliqués dans l'apparition de ces cancers, et dans ce travail
I'dge moyen de survenue du cancer était de 60£13 ans, ce qui est en accord avec une étude
réalisée au Maroc en 2015 (El Housse et al., 2015) ainsi qu’une ¢tude réalisée en Asie
(Magaji et al., 2014). D'autre part, des études réalisees en Afrique subsaharienne montrent

que les cancers colorectaux touchent particulierement la population jeune dont I'age moyen
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est de 48 ans et 46,7 ans enregistrés respectivement au Gabon (Darré et al., 2014) et au Togo
(Trop, 2011). Alors que, I'4ge moyen déclaré aux Etats-Unis (SEER, 2013) et en France

(Aparicio et al., 2005) est situé dans la septiéme décennie.

Le taux le plus élevé a été observé dans l'intervalle de 50-60 ans avec 27,1%, ce qui
confirme une étude réalisée sur une population de I'ouest algérien (Meddah et al., 2009), une
autre étude marocaine fait état de la méme tranche d'age la plus touchée (Darré et al., 2014).

En outre, dans notre série, le site du cancer était, par ordre de fréquence, le colon
(52,3%), suivi par le rectum (47,8%). Ces resultats sont en accord avec une étude de revue
systématique ou les auteurs ont rapporté que le principal site anatomique du CCR en Afrique
subsaharienne était le colon (54%) (Graham et al., 2012), avec ceux de Lelong et al (2004)
en France ou le cancer du c6lon présente globalement 2/3 des CCR et 1/3 pour ceux du
rectum, et ceux de Ibrahem et al (2022) en Irak dont les fréquences des cancers coliques et

rectaux sont respectivement 66% et 34%.

Une autre étude réalisée par Bensaada et al (2017) a 1’ouest Algérien indique que la
localisation tumorale était prédominante dans le c6lon si on la compare aux segments du

rectum avec 80% et 20% respectivement.

Tandis que notre série ne concorde pas avec une autre étude faite en Ghana qui marque
une dominance de lI'implication maligne du rectum avec 59,01% suivi par le colon (40, 98%)
(Agyemang-Yeboah et al., 2017).

Bien que le pourcentage de cas dans chaque sous-site anatomique variait d'un article a
l'autre, notre étude qui présentait 5,7 % au niveau de c6lon sigmoide, 3,8 % au niveau de
ceecum et 1,4% de colon ascendant est similaire a une étude en Europe qui a révélé que les
sites de cancer du colon les plus courants étaient, le c6lon sigmoide (21 %) et le caecum
(10 %) (Gatta et al., 2003), alors qu’il est différent par rapport a une étude réalisée en Arabie
Saudite qui déclare que le ceecum (22,8% ) présente le sous type de cancer du colon le plus

répondu suivi par le colon sigmoide ( 22%) (Guraya et Eltinay, 2006).

Les adénocarcinomes sont la variété histologique qui domine les cancers colorectaux
dans notre série avec 82,79% des cas. Ce chiffre est comparable avec ceux rapportés dans
d'autres études réalisées au Togo (91,2%) (Darré et al., 2014), au Gabon 98% (Diallo Owono
et al., 2011), au Maroc (95%) (Belhamidi et al., 2018), en Egypte (76,2%) (Suliman et al.,
2020), en Arabie Saoudite (81%) (Mansour et al., 2002), en Irak (84,0%) (Al Dahhan et Al
Lami, 2018) et en Iran avec 96,4% (Bray et al., 2018).
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L'analyse descriptive des anomalies a montré un taux de 26,3 % de cancers de stade I,

17,8 % de stade Il et 17,4 % de stade 1V, ce qui est conforme a une étude réalisée par les

registres du cancer du réseau Francium en France (Bouvier et al., 2018).
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2.1.0bjectif
L'objectif de cette étude est de détecter la présence de I'ADN du papillomavirus

humain et du virus d'Epstein-Barr dans le cancer colorectal.

2.2.Type de I’étude
Il s’agit d’une étude prospective, quantitative réalisée au service d'anatomie
pathologique de I'hdpital d’Ain Temouchent entre janvier 2012 et décembre 2019 et aux

laboratoires privés d'anatomie pathologique de I'ouest Algérien.
2.3.Population d’étude

Cette etude inclut 96 blocs des patients atteints d’un cancer colorectal qui ont été
référé au service d'anatomie pathologique de I'hdpital d’Ain Temouchent diagnostiqué entre
janvier 2012 et décembre 2019 et aux laboratoires privés d'anatomie pathologique de I'ouest
Algérien.

2.4. Type d’échantillons

Les échantillons qui ont été envoyés au laboratoire d’anatomie pathologique dans du
formol & 10 % puis fixés et inclus en paraffine (FFPE) pour une évaluation histologique ; ont
été utilisés dans cette étude. Les échantillons comprenaient des colectomies et des biopsies

qui ont ét¢ exercés a I’aide de coloscopie ou d’une sigmoidoscopie.

Tous les échantillons qui ont une qualité ou une quantité insuffisante de tissu ont été exclus de

cette étude, ainsi que les échantillons avec des fiches de renseignement incompletes.

2.5.Lieux d’étude

La préparation de tissus fixés au formol et inclus en paraffine a été réalisée au niveau
du laboratoire d’anatomie pathologique d’EPH Dr Benzardjeb Ain-Temouchent, ensuite
I’extraction d’ADN a été effectuée au Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I'Agroalimentaire au Biomédical et a I'Environnement (LAMAABE), suivi par 1’étape
d’amplification par PCR et 1’¢lectrophorése qui ont été réalisées au niveau du laboratoire
CancerLab, laboratoire PPABIONUT (physiologie, physiopathologie et biochimie de la

nutrition) et Wiragen.
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2.6.Matériel et méthodes

2.6.1. Préparation de tissus fixés au formol et inclus en paraffine
Pour chaque échantillon, quatre lames de 10 um a 15 um ont été coupées a partir des blocs
FFPE a I’aide de microtome, une Seme lame de 0,5 pm a été coupée pour une coloration a

I'hnématoxyline et a I'éosine (H&E).

Les coupes H&E de chaque cas ont été évaluées au microscope optique par un meédecin
pathologiste afin d'identifier la zone tumorale et la disséquer manuellement afin de faciliter le

grattage des cellules tumorales seulement.

2.6.2. Extraction d’ADN

Les lames de chaque patient macro-disséquées étaient grattées avant d'étre soumises a
I'extraction d'ADN a l'aide du kit Puregene (Qiagen, Hilden, Allemagne) avec des
modifications pour optimiser le rendement en ADN. En bref, 900 pL de xyléne a été ajoutés
aux échantillons pour éliminer la paraffine, suivis de 900 pL d'éthanol a 100% ; les
échantillons ont ensuite été incubés a 55°C dans 300 pL de la solution de lyse et 20 uL de la
protéinase K pendant une nuit, une étape d'incubation a 90° pendant une heure avec une dose
de protéinase k a été ajoutée pour une lyse compléte. Apres la lyse complete des échantillons,
100 pL de la solution de précipitation des protéines a été ajoutée. Le culot d'ADN a été lavé
avec de I'éthanol & 70% ; puis dissous dans 20 pl de solution d’élution avec une incubation a
65° pendant 1h.

La pureté de I'ADN extrait a été évaluée par le spectrophometre. Le rapport 260:280, qui
mesure la quantité d'absorption de la lumiére aux longueurs d'onde de 260 nm et 280 nm, a
été utilisé pour mesurer de la pureté de I'ADN. Une valeur comprise entre 1,8 et 2,0 est

considérée comme optimale.

La qualit¢ de 'ADN purifi¢ a été aussi évaluée en faisant passer ’ADN sur un gel
d'agarose a 0,7 % pour Vérifier la présence d'une bande distincte d'/ADN de poids moléculaire
élevé.

Enfin, 'ADN extrait a été conservé a -20°C jusqu'a son utilisation.
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2.6.3. L’amplification de ’ADN par la réaction de polymérisation en chaine (PCR)
» Amplification de géne L1 d’HPV par MY09/MY11

Une premiéere PCR a été réalisée en utilisant les amorces MYQ09/MY1lpour

I’obtention d’un amplicon de 450 bp.
MYQ09 : 5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3,
MY11 :5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3.

Pour les réactions PCR standard, le melange réactionnel (réactifs du kit PCR

WiraGen) a été utilisé pour obtenir un volume de réaction de 25ul (tableau 6).

Tableau 6 : Composition pour une réaction PCR avec les amorces MY09/MY11 et LMP1.

Composant Concentration Volume (pul)
10X Taq buffer 1X 2,5

2,5 Mm dNTPs 200 pM 2

Amorce F 0, 25 uM 0, 625
Amorce R 0, 25 uM 0, 625

Taqg polymerase 25U 0,5

H,O - 17,75

ADN - 1

Le programme PCR a été réalise comme suit :
e Pré-dénaturation a 95°C pendant 15 min
e 40cyclesde:
Dénaturation a 95°C pendant 30 s,
Hybridation a 53°C pendant 45 s,
Elongation a 72°C pendant 1 min,

e Elongation finale a 72°C pendant 5 min.
» Amplification de géne L1 d’HPV par GP5+/GP6+

Une seconde amplification a été réalisée par les amorces GP5+/GP6+ pour obtenir un
amplicon de 150 bp.
GP5+ 5" TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3'
GP6+: 5' GAAAAArAAACTGTAAATCAATTC 3
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Pour les réactions PCR standard, le mélange réactionnel (PCR Master Mix
WiraGen) contenant le tampon PCR, les dNTP ainsi que la Tag polymérase a €té utilisé pour

obtenir un volume de réaction de 25ul (tableau 7).

Tableau 7: Composition pour une réaction PCR avec les amorces GP5+/6+et EBNA.

Composant Concentration Volume (pul)
2X PCR Master Mix 1X 12,5
Amorce F 0,4 uM 1

Amorce R 0, 4 pM 1

H,O - 9,5

ADN - 1

Le programme PCR a été réalisé comme suit :
e Pré-dénaturation a 95°C pendant 10 min
e 35cyclesde:
Dénaturation a 95°C pendant 30 s,
Hybridation a 50°C pendant 1 min,
Elongation a 72°C pendant 1 min,

e Elongation finale a 72°C pendant 10 min.
> Amplification de géne LMP1 d’EBV

Nous avons choisi d'amplifier la région du géne LMP1 d’EBV qui donne un amplicon

de 509 bp avec les amorces suivantes :

LMP1 F :5' AATAGACAGCCCAGTTGAAA 3
LMP1 R :5' GCAGTGCCATATCTGACGTG 3/,
L'amplification PCR a été réalisée dans un volume de réaction de 25 ul (tableau 6).
Le programme PCR a été réalisé comme suit :
e Pré-dénaturation a 94°C pendant 5 min,
e 35cycles:
Dénaturation a 94°C pendant 30 s,
Hybridation a 55°C pendant 1 min,
Elongation a 72°C pendant 3 min,

e Elongation finale a 72°C pendant 5 min.
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> Amplification de géne EBNA d’EBV

Pour détecter ’ADN d’EBV, nous avons utilisé, les amorces suivantes qui donnent des

amplicons de 262bp :

EBNA F : TGAATACCACCAAGAAGGTG 3°
EBNAR : 5’AGTTCCTTCGTCGGTAGTC3’

Pour les réactions PCR standard, le mélange (PCR Master Mix WiraGen) a été utilisé

pour obtenir un volume de réaction de 25ul (tableau 7).
Le programme PCR a été réalisé comme suit :

e Pré-dénaturation a 95°C pendant 10 min
e 35cyclesde:
Dénaturation a 95°C pendant 30 s,
Hybridation a 50°C pendant 1 min,
Elongation a 72°C pendant 1 min,

e Elongation finale a 72°C pendant 10 min.

Les échantillons de contréle négatif contenant de I'eau au lieu de I'ADN ainsi que le contréle
positif ont toujours été traités parallelement aux échantillons du patient dans toutes les séries
de PCR.

2.6.4. Electrophorese

Les produits PCR amplifiés ont été visualisés par électrophorése sur gel d'agarose a
2% pour les amplicons de moins de 200 bp et 1,5% pour les amplicons de plus de 200 bp, qui
a été réalisé en dissolvant I'agarose (SIGMA) dans le tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X
(SIGMA). Le mélange a été chauffé jusqu'a ce que l'agarose soit complétement dissous. La
solution d'agarose a été refroidie et avant la gélification de la préparation, 1ul de colorant
BET (bromure d'éthidium) a été ajouté. Les produits de PCR ainsi que le témoin négatif et
positif additionnés au tampon de charge et le marqueur de taille ont été déposés dans les puits
de gel et la migration a été déroulée pendant 40 min a 90 V avant la visualisation sur une table
UV. La taille de la bande a ét¢é mesurée a 1’aide de la migration du marqueur de poids

moléculaire
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2.7.Résultats
La recherche de I’ADN de HPV a été réalisée par PCR a I’aide des amorces MY09/11
et GP5+/6+ et de celle de ’ADN d’EBV avec les amorces de LMP1 et EBNAT sur une

collection de 96 tumeurs colorectales.
2.7.1. Les caractéristiques clinico-histopathologiques

La population étudiée était de 96 patients ayant un cancer colorectal dont 1’age moyen
était 65,8+ 12,28 avec des extrémes d’age de 25-98 ans (Tableau 8). La majorité des cas
étaient des cancers coliques (80,2%) tandis que 19,79% présentaient un cancer rectal.
Concernant le degré de différentiation des adénocarcinomes, 63,54 % des échantillons étaient
a un degré bien différencié alors que 20,83% et 15,62% étaient moyennement et peu
différencié respectivement.

Tableau 8 : Les caractéristiques clinico-histopathologique des patients.

Variables N (%)
Sexe Homme 50 (52, 08%)
Femme 46 (47,91%)
Tranche d’age >50 15 (15,62%)
51-60 25 (26,04%)
61-70 20 (20,83%)
<70 36 (37,5%)
Localisation Colon 77 (80,2%)
Rectum 19 (19,79%)
Degres de différentiation Peu différencié 15(15,625%)
Moyennement différencie 20(20,83%)
Bien différencié 61(63,54%)
Morphologie Adénocarcinome 91(94,79%)
5(5,21%)

Carcinome colloide
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2.7.2. Résultats de la recherche d’ADN du HPV
Les amorces MY09/MY11 n'ont pas été capables d'amplifier 'ADN du HPV dans
aucun échantillon (Figure 13), alors que les amorces GP5+/GP6+ ont pu détecter 3,12% (3/96

cas) d’échantillons HPV-positives.

(a) (b)

Figure 13: Amplification du géne L1 d’HPV (a) Amplification d’HPV par MY09/ MY 11
(450bp), M : marqueur de taille, C+ : contréle positif, C- : contrdle négatif, de C1 a C5 : les
échantillons. (b) Amplification d’"HPV par GP5+/6+ (150bp), MT : marqueur de taille, C+ :
contrdle positif, C- : contrble négatif, de C33 a C60 : les échantillons, les cas HPV + : C34,

C41 et C52.
2.7.3. Résultats de la recherche d’ADN d’EBV
Le génome d’EBV n’a pas été détecté¢ dans aucun échantillon de tumeurs colorectales a

I’exception de témoin positif dont la taille d’amplicon est de 509 paires de bases pour le gene

LMP1 et de 262 paires de bases pour EBNAL (Figure 14).
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@) ®)

509bp

Figure 14 : Amplification d’EBV (a) Amplification d’EBV par les amorces de LMP1, M :
marqueur de taille, C+ : contrdle positif, C- : contrdle négatif, les échantillons : C93 a C96.
(b) Amplification d’EBV par EBNA-1 (262bp), M : marqueur de taille,

C+ : contréle positif, C- : contrdle négatif, les échantillons : C1 a C5.

2.8.Discussion

De nombreuses études se concentrent sur l'identification de nouvelles altérations
génetiques et les facteurs de risque impliqués dans le développement du CCR. Il est de plus en
plus évident que les maladies infectieuses, notamment les infections virales, peuvent
également jouer un réle majeur dans la formation ou la progression de ce type de cancer,
parmi ces infections, le HPV et le EBV sont particulierement considérés comme des causes

primaires importantes (Tavakolian et al., 2020).

Les HPV a haut risque sont corrélés a l'apparition et au développement de cancers
humains, principalement le cancer du col de I'utérus, et certains sous-ensembles de cancers
génitaux, ainsi que celui de la téte et du cou, ... (Fernandes et al., 2020). Les données
suggérant un impact d'une infection par le HPV dans le développement du cancer colorectal
sont apparues en 1990. Les taux de prévalence de HPV dans le CCR varient selon les données
disponibles, allant de 0% (Tavakolian et al., 2020) a 85% (Kirgan et al., 1990).

Par ailleurs, ’EBV infecte plus de 90 % de la population mondiale (Bedri et al.,
2019). Il a été décrit comme étant associé a plusieurs maladies cancereuses humaines telles
que les carcinomes nasopharyngés et gastriques et divers lymphomes, comme le lymphome de
Burkitt, les lymphomes NK/T et certains lymphomes de Hodgkin (Borza et al., 2002). En ce
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qui concerne le cancer colorectal, plusieurs études ont établi un lien de causalité entre 'EBV

et la carcinogenése colorectale (Fernandes et al., 2018).

La PCR est la technique la plus utilisée pour la détection de I'ADN de HPV a haut
risque dans les tissus tumoraux frais ou fixés au formol et inclus en paraffine (Ibragimova et
al., 2018). De plus les méthodes utilisées par les différentes études pour la détection de 'EBV
dans les échantillons humains (sang, tissus) comenneprnt l'immunohistochimie (IHC),
I'nybridation in situ (ISH) et la PCR. Pour obtenir des résultats plus fiables, plusieurs études
ont utilisé des dosages combinés (IHC et ISH) (Bedri et al., 2019). Ces techniques peuvent
avoir des sensibilités différentes pour détecter les cibles de 'EBV (génes ou protéines), ce qui
peut expliquer en partie les écarts dans le pourcentage de positivité de 'EBV rapporté dans la
littérature actuelle (0 % a 46 %) (Fernandes et al., 2018).

L’objectif de la présente étude est de rechercher la présence de HPV et EBV au niveau
de cancer colorectal. A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude rapportant sur la

présence de HPV et d’EBV dans le CCR humain dans la population algérienne.

La recherche de la présence de I'ADN du HPV a été réalisée a l'aide de deux
ensembles d'amorces MY09/MY1let GP5+/GP6+ qui donnent des fragments de 450bp et
150bp respectivement, limitant des régions conservées du géne L1. La méthode MY09/11 est
plus sensible pour la détection de plusieurs types d’HPV (Camargo et al., 2011), tandis que
la méthode GP5+/6+ génere des fragments courts et peut obtenir des résultats plus fiables
pour les échantillons de type FFPE qui peuvent contenir un ADN dégradé en fragments courts
(inférieurs a 250 paires de bases), a cause de la fixation de 1’échantillons par le formol

(Venceslau et al., 2014).

Les amorces MY09/MY11 n'ont pas été capables d'amplifier 'ADN du HPV dans
aucun échantillon, alors que les amorces GP5+/GP6+ ont détecté 3,12% (3/96 cas)
d’échantillons HPV-positives, ce qui concorde avec des études utilisant la PCR a Arabie
Saoudite, en Iran et en Pologne qui ont révelé la présence du HPV dans 0,8% (Gazzaz et al.,
2016), 1% (Meshkat et al., 2014) et 2,5% (Biesaga et al., 2013) respectivement.

Alors que dans d’autres études précédentes qui ont utilisé des techniques de détection
similaires a celles utilisées ici, la présence de HPV était plus importante en Belgique (14,2%)
(Deschoolmeester et al., 2010), en Italie (15,8%) (Tanzi et al., 2015) a Cuba (35,7%) (Soto
et al., 2016) et en Syrie (37%) (Malki et al., 2020).
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Les taux de positivité au HPV les plus élevés dans les cas de CCR ont été détectés aux
Etats-Unis (51 %) (Bodaghi et al., 2005), au Liban (64%) (Nagi et al., 2021), en Argentine
(74 %) (Pérez et al., 2005), au Bresil (83 %) (Damin et al., 2007) et en Turquie (83 %)
(Salepci et al., 2009).

Par contre des études réalisées en Australie (Kulski et al., 1990), la France (Vuitton et
al., 2017) et le Portugal (Martins et al., 2020) n'ont pas réussi a détecter la présence du HPV

dans aucun des échantillons de CCR.

Ces résultats divergents pourraient étre expliqués par la différence géographique dans
les populations étudiées, ou des variations dans les méthodes de détection du HPV mais

surtout le choix du matériel d'analyse (frais/FFPE) (Pérez et al., 2005).

Concernant ’EBV, dans notre étude, deux PCR différentes spécifiques de 2 régions
distinctes du génome viral, la protéine membranaire latente 1 (LMP1) et I’antigéne nucléaire
d’EBV (EBNA1) ont été réalisées pour la détection de 'EBV.

La présente étude n'a pas réussi a détecter I’ADN d'EBV dans les échantillons de CCR
ce qui est en accord avec une étude tchécoslovaque (Boguszakova et al., 1988) et une étude
iranienne (Mehrabani-Khasraghi et al., 2016). De méme, Cho et al., (2001) n'ont signalé
aucun signe d'expression du géne EBER par ISH dans des échantillons de tumeurs
colorectales provenant de 274 patients coréens. De plus, une étude Japonaise utilisant ISH a
montré qu'elle na trouvé aucune relation entre 'EBV et les tissus cancéreux colorectaux
(Kijima et al., 2001).

En revanche, d'autres études ont trouvé une corrélation entre I'EBV et le cancer
colorectal humain dont la positivité a 'EBV la plus élevée rapportée dans le CCR atteignait
52% en Italie, lors de I'étude des blocs de paraffine par RT-PCR (Fiorina et al., 2014). Des
résultats similaires ont été obtenus par Sole et al (2015) en Chile dont le virus a été detecté

dans 46 %, la technique utilisée dans cette étude était la PCR.

De plus, la présence d'une infection a EBV a été explorée dans une cohorte de 102
échantillons de CCR de Syrie par PCR et analyse IHC en utilisant des amorces spécifiques
pour les génes LMP1 et EBNAL, ils ont révélé que 36,27 % des échantillons étaient positifs
pour I'EBV (Al-Antary et al., 2017). Sur une cohorte chinoise, ils ont étudi¢ I’expression de
LMP1 par PCR et EBNAL par IHC, LMP1 a été détectés dans 32,2% des 90 échantillons de
carcinome colorectal. Sur les 29 tumeurs positives au LMP1 23 (79,3 %) étaient positives
pour EBNAL (Song et al., 2006). En paralléle, une étude bosniaque utilisait la technique de
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PCR avec les mémes amorces a indiqué la présence des genes EBNAL et LMP1 de I'EBV
dans 14 % et 25 % des échantillons, respectivement (Gupta et al., 2020). D’autre part, une
étude iranienne utilisant la PCR aussi declare que I'ADN de I'EBV a été détecté dans

seulement 1 des 70 (1,4%) tissus colorectaux d'adénocarcinome (Sarvari et al., 2018).

Des investigations récentes ont souligné que les oncovirus (HPV-HR et EBV) peuvent
étre coprésents dans plusieurs types de cancers humains, dont les CCR, ou ils peuvent
coopérer a l'initiation et a la progression de ces cancers via la coopération de leurs
oncoprotéines (Fernandes et al., 2018). Une étude menée par Guidry et Scott (2017) ont
montré que la coinfection par le HPV et 'EBV améliore la persistance de I'EBV soit via la
latence ou l'augmentation de la réplication virale. Une autre étude réalisée par Cyprian et al.
(2018) démontrait que le co-présence de HPV et EBV peuvent entrainer par la suite la
progression des métastases via la transition épithéliale-mésenchymateuse et 1’activation des
voies Erk1/Erk2 et B-caténine des cellules cancéreuse, suggérant un mécanisme plausible pour

les cellules cancéreuses colorectales (Gupta et al., 2021).

Par ailleurs, Plusieurs autres études révelent que les HPV a haut risque peuvent
également entrainer l'activation d'oncogénes comme KRAS et C-MYC (Qiu et al., 2020). Le
proto-oncogene KRAS, situé sur le chromosome 12, code pour une protéine impliquée dans la
prolifération, la différenciation ainsi que la transduction du signal. Sa pathogenese dans le
cancer colorectal est liée a plusieurs mutations au niveau des codons 12, 13 et 61 qui
conduisent a une prolifération incontrolée (Vogelstein et al., 2013). Les mutations KRAS sont
responsables de la transition des adénomes vers les carcinomes ; et sont présents dans 56%
des tumeurs HPV positives (Buyru et al., 2006). Une étude réalisée en Chine par Qiu et al.,
(2020) a constaté que le KRAS est régulé positivement dans le CCR HPV-positif. Les

fonctions de ces genes dans le CCR associé au virus necessitent une enquéte plus approfondie.
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3.1.0bjectif
L’objectif de cette partie de 1’étude est de déterminer la fréquence et le type des mutations

d’exon 2 du géne KRAS a partir de tissus paraffinées de cancer colorectal.
3.2.Sélection des cas

Trente-six extraits d’ADN ont été choisis au hasard a partir de notre collection qui inclut
96 tumeurs colorectales.
3.3.Lieu de I’étude

Les étapes d’amplification par PCR et ’¢lectrophorése ont été réalisées au niveau du
laboratoire CancerLab et LAMAABE de 'université de Tlemcen, suivi par une purification et
un séquencage Sanger qui ont été réalisés par une prestation de service chez Gene life science
a la wilaya de Sidi Bel abbes.
3.4.Matériel et méthodes

3.4.1. Amplification d’exon 2 du géne KRAS
L’amplification a été réalisée par des amorces spécifiques pour obtenir un amplicon de 179

bp.
KRAS F ; 5’-AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA-3’
KRASR ; 5>-TGTATCAAAGAATGGTCCTGCAC-3".

Les amplifications étaient réalisées dans un milieu réactionnel de 25 pl détaillé dans le tableau

ci-dessous (tableau 9).

Tableau 9 : Composition d’une réaction PCR avec les amorces du géne KRAS.

Composant Concentration Volume (pnl)
10X Taq buffer 1X 2,5

2,5 Mm dNTPs 200 uM 2

Amorce F 0, 25 uM 0, 625
Amorce R 0, 25 uM 0, 625

Tag polymerase 25U 0,5

H,O - 17,75

ADN - 1

Les conditions d’amplification optimales ont été déterminées. Pour cela, nous avons
testés les différentes températures d’hybridation comprises entre 5°C en dessous et en dessus
du Tm des amorces, la condition retenue correspond a celle permettant une amplification

maximale et sont les suivants :



e Pré-dénaturation a 95°C pendant 15 min
e 35cyclesde:

Dénaturation a 95°C pendant 30 s,
Hybridation a 60°C pendant 90 s,
Extension a 72°C pendant 90 s,
e Post-extension a 72°C pendant 10 min.
3.4.2. Electrophorése
Un volume de 5 pL de chaque produit d'amplification par PCR additionnés au tampon de
charge et le marqueur de taille était dépose sur un gel d'agarose (BET 1 %). L’électrophorése
¢tait réalisée a 100 Volts pendant 40 minutes dans du tampon TBE 1X. L’ADN amplifi¢ était
visualisé sous les rayons UV.
3.4.3. Purification et séquencage
Cette étape a été réalisée par une prestation de service au niveau de laboratoire de Gene

Life Science.

Les produits PCR purifiés ont été séquencés dans les directions sens et anti sens dans des
réactions séparées et en double. Chaque réaction contenait 4 pl d’ADN matrice, 2 pl de
I'amorce PCR appropriée, 10 pl d'eau et 2 ul de BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix
(Applied Biosystems).

Chague réaction a été chauffée a 96 °C pendant 1 min, suivie de 25 cycles a 96 °C pendant
10 s pour la dénaturation, 50 °C pendant 5 s (hybridation) et 1’¢longation a 60 °C pendant 4 s.
Les produits de séquencage ont été purifiés a I'aide d'une méthode de précipitation a I'éthanol
afin d'éliminer les réactifs non incorporés et de garantir une charge neutre. En bref, les
produits de séquencage ont été lavés dans 80 ul de mélange de précipitation a I'éthanol (3 pl
de NaAc, 62,5 pl d'éthanol a 95 % et 14,5 ul d'eau) et I'ADN a été regroupé par centrifugation
(13 000, 15 min). Le culot a de nouveau été lavé dans 200 pl d'éthanol a 75 % et centrifugé
(13 000, 5 min). L'ADN concentré a été séché a l'air et réhydraté dans 15 pl de formamide,
puis chargé sur une matrice capillaire 3130 Genetic Analyzer pour la détection (Applied

Biosystems).

Deux séquences pour chaque échantillon ont été alignées a l'aide de Bionumerics v3.5
(Applied Maths) pour obtenir une séquence composite. La qualité de chaque trace de
séquence a été évaluée visuellement et la séquence de mauvaise qualité a été éditée et

supprimée.



3.4.4. Analyse des données
L’analyse des résultats a été réalisée a 1’aide du logiciel IVG 2.16.1 (The Integrative Q12

Genomics Viewer) ainsi que le site NCBI utilisant le génome humain (hg19/GRCh37), le
Microsoft Excel 2019 a été également utilisé pour 1’étude de la corrélation entre le type de
mutation de gene KRAS exon 2 et les caracteres clinico-pathologiques.
3.5.Résultats

L’¢tude de I’expression moléculaire d’exon 2 du géne KRAS de 36 cas de cancer
colorectal pris au hasard de notre collection a été réalisee par séquencage de Sanger. La

relation de cette mutation avec les caractéristiques clinico-pathologiques a été étudiée.

3.5.1. Les caractéristiques clinico-pathologiques des patients

Parmi les trente-six cas de CCR qui ont été sélectionnés : 19 (52,78%) etaient des hommes
et 17(47,2%) des femmes avec un sex ratio de 1,12. L’age moyen était de 67,57+10,77 ans
avec des extrémes d’age de 47-90 ans (tableau 10). La majorité des cas étaient des
adénocarcinomes coliques (26) soit un taux de 72,22%, tandis que 10 cas (27,78%)
présentaient un adenocarcinome rectal. Concernant le degré de différentiation des
adénocarcinomes, 72,22 % des échantillons étaient a un degré bien différencié alors que

16,67% et 11,11% étaient moyennement et peu différencié respectivement.

Tableau 10 : La distribution des caracteéristiques des tumeurs en fonction du statut KRAS

Cas non muté

15(31 66%%5)

Les caractéristigues clinicopatholoegigues Ni%a) cas muteé
Total 36(100%:) 21(58_3353%a)

Le sexe

Femme 17{47. 22450 13({76. 4 7T%a) 423 .53%0)

Homme 19(52.78%) 8(42.11%) 11(57,89%)

Groupes d’age
=59 12(33.33%) O T 3%0) 3{23%)

=60 ZA(GG.6T%%)  12030%%) 12(5094)

Localisatdon

Colon 26(T2 2206y 15(37_T0%a) 11042 30%)
Rectum 10027 .7 896) 6(60%%) A4740%4)
Degreés de difféerentdation

Peu différencie A4011.11%%) 3{T5%0) 1{23%0)
MMoyennement différencié G6({16.67%%) AE66.67%8) 2(33.33%0)

Bien différencie

26(T2. 2296)

14(53,84%%)

12¢46,13%)




3.5.2. Les caractéristiques de la mutation KRAS
Au total, 12 mutations différentes du KRAS ont été observées chez 21 patients (58,33%).

Les mutations et leurs fréquences sont détaillées dans le tableau 11. Les trois principales
mutations trouvées étaient dans le codon 31 (61,90%), le codon 25 (47,62%) et le codon 37
(42,85%) (Figure 17). Parmi les mutations détectées dans le codon 31, 47,61% avaient la
mutation C93T>G(pGlu31His) et 14,28% avaient la mutation C91C>A(pGlu31Stop).

Environ 75% (09/12) des mutations étaient des nouvelles mutations qui n‘avaient pas été
signalées dans la version 90 de COSMIC (http://cancer. sanger.ac.uk/cosmic, consulté pour la
derniére fois le 15/05/2023).

codon 29 codon 30 codon 34 codon 35

Figure 15: Le schéma de séquencage du gene KRAS par séquencage Sanger : (a) la mutation
C88C>G(pAsp30His) dans le cas n54 ; (b)la mutation C105T>G(pThr35thr) dans le cas n 42.

Il est important de noter que 18 échantillons (85,71 %) présentaient plus d’une mutation.



Tableau 11: La distribution des types de mutation KRAS

Changement de base =~ Changement d’acide aminé Fréguence %
C109C>A Glu37Stop 9 42,85
C106T>G lle36Leu 1 4,76
C105T>G Thr35thr 5 23,80

C93T>G Glu31His 3 14,28
C91C>A Glu31Stop 10 47,61
C88C>G Asp30His 4 19,04
C86A>T Val29Glu 4 19,04
C83A>T Phe28Tyr 1 4,76
C82A>C Phe28Val 1 4,76
C81A>C His27GIn 2 9,52
C78A>C Asn26Lys 3 14,28
C75C>A GIn25Asp 10 47,61

Glu : acide glutamique, lle : Isoleucine, Leu : leucine, Thr : Thréonine, Asp : acide
aspartique, His : Histidine, Val : Valine, Phe : phénylananine, Tyr : Tyrosine, Gln :
Glutamine, Asn : Aspargine, Lys : Lysine.

3.5.3. Les caractéristiques clinico-pathologiques selon le statut mutationnel de KRAS

Comme le tableau 10 le montre, 76,47% des femmes et 42,11% des hommes présentaient
une mutation du I’exon 2 du géne KRAS. 75% (n=9) des cas de moins de 59 ans présentaient
une mutation KRAS, on citant 5 cas qui montraient une mutation C109C>A(pGlu37stop) et 4
cas qui présentaient la substitution C91C>A(pGlu31stop), cette derniére était présente méme

chez 6 cas du groupe muté (50%, n=12) de plus de 60 ans.

Il a été observe aussi que 57,70% des cas de cancer colique révéle une mutation KRAS
dont les codons 25 (C75C>A) et 37 (C109C>A) présentaient la fréquence la plus élevé, d’un
autre coté 60 % de cancer rectal ont montré une positivité pour la mutation KRAS.

Pour le degré de différentiation des adénocarcinomes, 53,84% de degres bien différenciés,

66,67% moyennement différencié et 75% mal différencié présentaient des mutations KRAS.
3.6.Discussion

Le CCR est largement considéré comme une maladie hétérogéne, avec de multiples
altérations génétiques et de nombreuses voies impliquées dans sa pathogenése (Fearon et

Vogelstein, 1990). Le réseau Cancer Genome Atlas (TCGA) a réalisé une caractérisation



moléculaire compléte des tumeurs coliques et rectales (Mondaca et Yaeger, 2018). Les
mutations génétiques les plus courantes dans le CCR sont la mutation du gene APC (30 a
70 %), la mutation TP53 (43 %), de plus environ 40 a 52 % des cas de CCR sont caractérisés
par une mutation du gene KRAS (Ye et al., 2020).

Le géne KRAS contient 4 exons codants et 1 exon non codant, dont I'exon 2 a le taux de
mutation le plus élevé, ce qui est directement associé a la survenue d'un mauvais pronostic et
d'une résistance aux médicaments (Perkins et al., 2014). Selon la base de données du
catalogue des mutations somatiques dans le cancer (COSMIC), les mutations au niveau du
codon 12 (G12A, G12V, G12S, G12R, G12C, G12D) sont les plus importantes (>90%),

suivies de celles affectant le codon 13 (G13D et G13C) (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic ).

Il existe un certain nombre de méthodologies différentes qui peuvent étre utilisées pour la
détection des mutations de I'ADN mais le séquencage direct, a savoir la PCR suivie d'un
séquencage, reste la méthode de référence pour détecter les mutations. Cette méthode est
capable de détecter toutes les mutations dans la région d'intérét, mais elle nécessite une
fréquence allélique élevée de mutation (10 a 30 %) pour atteindre le niveau de détection, ce
qui suggére qu'elle peut ne pas étre appropriée pour une application clinique en raison de sa
sensibilité (Do et al., 2008), c’est pour cela, de nouvelles méthodologies permettant une
analyse plus rapide et plus fiable est utilisé notamment la PCR numérique, la PCR spécifique
dallele (TFARMS; amplification refractory mutation system ) et le séquencage de nouvelle
géneration (NGS) (Tol et al., 2009). Il convient de noter que pour la détection des mutations
du gene KRAS, on utilise le plus souvent des échantillons de tissus d'archives paraffinés, d'ou
Iimportance de la méthodologie utilisee pour I'extraction de I'ADN. La sensibilité et la
spécificité de chaque méthode étant influencées par la proportion de cellules cancéreuses dans
I'échantillon, la macrodissection est géneralement utilisée pour enrichir I'échantillon en

cellules tumorales et éliminer les cellules normales (Whitehall et al., 2009).

Dans cette partie du notre travail, I’expression moléculaire de I’exon 2 du géne KRAS a
été étudiée par séquencage Sanger au niveau de 36 cas de CCR, et la corrélation de cette

mutation avec les caractéres clinico-pathologiques a été réalisée.

Les échantillons analysés dans notre étude avait une fréquence de mutation de 58,33%,
similaire a ce qui a été rapporté dans une étude de I’est Algérien réalisé par Mazouzi (2017)
dont ils ont trouvé 51.17% des patients avec KRAS muté, mais plus élevés qu’une autre
réalisé dans notre pays aussi par Boudida-Berkane et al (2016) qui ont identifié la mutation
KRAS dans 31.3% des échantillons.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-mutation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-mutation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mutation-rate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mutation-rate
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Des études sur le CCR en Afrique du Nord y compris le Maroc, la Tunisie, I’Egypte et la
Lybie ont montré des différences frappantes dans la fréquence du KRAS. Au Maroc la
fréquence de mutation d’exon 2 du gene KRAS a été rapportée comme étant de l'ordre de
29% a 51% (Jafari et al., 2022). La Tunisie met en évidence un large éventail de taux de
mutations KRAS, allant de 23,1 % (Sammoud et al., 2012) a 65,11% (Jouini et al., 2019),
par rapport aux autres pays de la région. En Egypte, 27.4% des cas testés présentaient un
KRAS muté (Garawin et al., 2016), et en Libye, la fréquence était de 38,2% (Abudabous et
al., 2022).

D’autres études autours de monde ont rapporté des fréquences divergentes de ce type de
mutation tels que Nigeria (21%), 1’Arabie Saoudite (32%), Espagne (48%), la Turquie
(49,1 %) et les Etats-Unis avec une fréquence allant jusqu’a 83% (Jafari et al., 2022).

En désaccord avec COSMIC et la littérature scientifique, les types des mutations les plus
fréquentes qui ont été détectées dans notre population étaient le codon 31 (lys31Glu,
lys31Aspg) avec 61,90%, le codon 25 (47,62%) et le codon 35 (23,81%), en plus aucune
mutation n’a ét¢ détecté au niveau de codon 12 ou 13 qui sont considéré comme des points
chauds des mutations, ces résultats doivent étres étudier et clarifier par d’autres analyses

moléculaires.

La mutation de codon 35 a été déja décrite dans une étude de pays bas et présentait 10%
des cas étudiés (Mostert et al., 2013), par ailleurs, La mutation du codon 31 a déja été décrite
dans une étude Pakistanaise ainsi qu’une autre en Chine mais avec une faible fréquence (5%
et 7% respectivement) [(Murtaza et al., 2014) ; (Li et al., 2017)]. De plus, nous avons
détecté une mutation au niveau du codon 30 dans 4/21 cas (19,05%) ce qui a été déja identifié
dans une étude Italienne mais avec un plus faible taux (0,9%) (Palmirotta et al., 2012). En
revanche, tous les autres types de mutation a été identifies pour la premiere fois dans le CCR

dans notre population étudiée.

A Tl'échelle mondiale, un constat récurrent dans la littérature concerne la diversité
significative de la fréquence ainsi que des types de mutations du gene KRAS, observée parmi
les différents groupes raciaux, sous l'influence de divers facteurs environnementaux et

génetiques (Yoon et al., 2015).



Conclusion



Conclusion

En conclusion, notre étude a pu mettre en évidence une hétérogénéité tumorale et
mutationnelle dans les CCR. L'évaluation du profil épidéemiologique a montré que le cancer
colorectal dans notre région est le 3éme cancer le plus incident chez les femmes ainsi que
chez les hommes. Au total, 581 cas de CCR ont été trouvés durant cette période avec une
prédominance masculine (55,4%) et un age moyen de 60+13 ans, 1’adénocarcinome colique

était le type largement prédominant.

Malgré les avancées continues dans le domaine de la prise en charge médicale des
patients atteints de cancer colorectal, la mortalité liée a cette maladie demeure préoccupante.
Ce constat souleve I'importance de développer de nouvelles approches pour améliorer les

résultats et réduire la mortalité associée a cette forme de cancer.

Dans le deuxiéme volet de notre recherche, dont I’objectif était de détecter la présence
de I'ADN de Papillomavirus humain et le virus d’Epstein Barr au niveau de cancer colorectal
sur une collection de 96 échantillons paraffiné. Le HPV a été détecté dans seulement 3/96 cas
(3,12%), alors que le EBV n'a pas pu étre détectée dans aucun des échantillons. 1l est
important de noter que la prévalence des HPV et d'EBV peut varier d'une zone geographique
a l'autre. Cette variation peut étre attribuée aussi a plusieurs facteurs, tels que la taille des
études réalisées, la sensibilité de la technique utilisée pour la détection, les types de tissus

examinés et la diversité de la population étudiée.

Dans le dernier volet de notre recherche, la fréquence des mutations d’exon 2 du gene
KRAS au sein de 36 échantillons du cancer colorectal a été déterminé. 12 mutations
différentes chez 21 patients (58,33%) ont été détectées, dont les trois principales mutations
trouvées étaient dans le codon 31 (61,90%), le codon 25 (47,62%) et le codon 35 (23,81%),
ces résultats sont contradictoires avec la littérature qui indique que le codon 12 et 13 sont les

points chauds des mutations de gene KRAS (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic ) doivent étre

confirmés par d’autres techniques.

En perspectives de ce travail, il serait intéressant de réaliser des études sur un plus
grand échantillonnage de patients provenant de plusieurs centres, ainsi que l'utilisation du
séquencage de nouvelle génération (NGS) pour obtenir des informations précises sur les
multiples mutations grace a un seul test. Cette approche permettrait également de collecter des
données sur les sites d'intégration du génome viral et les éventuels réarrangements du génome
humain qui en découlent, offrant ainsi une compréhension approfondie des mécanismes

moléculaires mis en jeu.

72


http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Conclusion

Il est recommandé que le gouvernement mette en place une politique de prévention du
cancer colorectal et des programmes de santé publique afin d'accroitre la sensibilisation du
public aux facteurs de risque liés au mode de vie, notamment l'activité physique, le tabagisme,
l'alcool, la consommation excessive de viande rouge ainsi qu’une mise en place d’une
politique de dépistage des infections par les oncovirus, ce qui pourraient contribuer a la
prévention et a la réduction du développement de ces tumeurs malignes et de leurs métastases

y compris les cancers colorectaux.
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Abstract

Aims: The objective of this work is to evaluate the epidemiological profile of colorectal cancers, histologically proven over a
5-year period (2012-2016) in the Tlemcen region.

Methods: A retrospective study of 581 cases of colorectal cancer collected at the epidemiology department of the University
Hospital Center (UHC) of Tlemcen between January 2012 and December 2016 was performed. Epidemiological data were pro-
cessed using SPSS version 25 and Microsoft Excel 2010.

Results: The epidemiological profile has shown that colorectal cancer in our region ranks 3* in both sexes. There were 322 men
(55.4%) atfected compared to 259 women (44.6%) with a sex ratio of 1.2. A predominance of males is noted in 50-60 age group,
while for the female sex, the dominance is between 60-70 years old. The mean age of CRC occurrence was 60113 years, with
an extremity ranging from16 to 90. A significantly higher rate was recorded for rectal cancer (43.7%) followed by sigmoid colon
(5.7%). Variable rates were recorded during the 5 years with a peak in 2014 (27.9%).

Conclusion: Regular analysis of these data, if supplemented with additional data on diagnostic modalities like circular RNA
diagnostic, will contribute to the assessment of the impact over time of public policies on nationally organized CRC screening;
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Introduction
Colorectal cancer (CRC) is a major public health concern

develop into blood or lymphatic vessels, increasing the
risk of metastasis to other anatomical sites .

around the world. It is the third most common malignant
neoplasm in the world and the second most common
cause of cancer death, with an estimated 935,000 deaths
in 2020; of which 54.2% occurred in Asia, 26.2% in Eu-
rope, and 4.6% in Africa'.

The term colorectal cancer refers to a slow-growing can-
cer that begins as a tumor or tissue growth on the inner
wall of the rectum or the colon. If this abnormal growth,
called a polyp, ends up becoming cancerous, it can form
a tumor on the wall rectum or colon and subsequently
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The incidence of CRC varies significantly from country
to country depending on their economic development
but the standard myth of colorectal cancer being a dis-
ease limited to western countries need to be dispelled *.
In Algeria, after an annual meeting of the National Can-
cer Registries Network held in Algiers in 2020, Pr Bouzid
announces that colorectal cancer in women over 40 is the
most common after breast cancer, and the first cancer
common in men, well before that of lung>*.

The objective of this work consists of assess the epi-
demiological profile of colorectal cancers, histologically
proven over a of 5 years period (2012-2016) in Tlemcen
region.

Methods

Study design

A retrospective study of 581 cases of colorectal cancer
collected at the Epidemiology Department of the Univer-
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sity Hospital Center (UHC) of Tlemcen between January
2012 and December 2016. more than 70% of the cancers
are diagnosed by histopathology Demographic variables
studied were: age at the time of diagnosis, gender. The
clinical characteristics included are; clinical presentation,
tumor site, stage and type of the tumor.

Inclusion and exclusion criteria

Only data from the cancer registry of the Epidemiology
Department of the University Hospital Center Dr. Tidja-
ni Demerdji in Tlemcen have been included, therefore
All histologically confirmed colon and rectal cancers were
included.

While all data from other registries have been excluded,
thus All duplicate cases.

Data analysis

The data collected were organized and analysed with
SPSS version 25 software and Microsoft Excel 2010.
This study was approved by the ethics committee of Dr
Tidjani Damerd;ji University Hospital-Tlemcen (173.FM.
UABB.23).

Results

The evaluation of the epidemiological profile has shown
that colorectal cancer in our region is the 3rd most inci-
dent cancer after breast and thyroid cancer in women with
10.7 / 100,000 inhabitants and after bladder and prostate
cancer in men with 14.3 / 100,000 inhabitants (Table 1).

Table 1: The incidence rate of the top 10 cancers by sex from 2012 to 2016

Type of cancer

Incidence (Male)

Incidence (Female)

Breast
Colon, rectum, anus

Lymphoma
Bladder
Stomach
Thyroid

Lung, trachea, bronchus

Prostate

Brain & nervous system

Mouth & pharynx

- 61.9
14.3 10.7
11.3 8.8
17.9 2.2
9.4 0.1
2.6 12.8
12.6 2.0
14.4
5.3 5.8
7.1 2.9

The distribution of colorectal cancer by sex indicates that
the male population is the most affected; since out of
the 581 patients analysed, 322 men are affected (55.4%)
against 259 women (44.6%), with a sex ratio of 1.2.

Figure 1 shows that the age group most represented in
this study is that of 50-60 with 27.1%, followed by that

African Health Sciences, Vol 23 Issue 2, June, 2023

of 60-70 with 24.8%. The mean age of onset of colorec-
tal cancer was 60X13 years, with an extremity ranging
from16 to 90.

When gender is considered, a predominance of males is
noted in 50-60 age group, while for the female sex, the
dominance is between 60-70 years old (Figure 2).
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Figure 2: Distribution of colorectal cancer by sex and age groups

Variable rates were recorded during the 5 years (Figure
3) with a peak in 2014 (27.9%), and an annual average of
116 cases for a total of 581 cases. What was also noticed
is the significant decrease in these cancers in 2016 with
13.4%.

This statistical analysis carried out on the whole target
population studied allowed us to show a significantly
higher rate for rectal cancer (43.7%) followed by the sig-
moid colon (5.7 %), the rectosigmoid junction (4.1%) and
the caecum (3.8%) while 39.8% of colon cancers were
unspecified (Figure 4).
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Figure 4: Distribution of colorectal cancer according to location

In this analysis (Table 2), adenocarcinoma appears to be According to AJCC 8th edition staging, a rate of 26.3%
the most predominant type of cancer with 82,79%, fol- was on stage I, 17.4% of patients presented with stage
lowed by carcinoid with 6,37%. IV while 38.5% were at an undetermined stage (Table 3).
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Table 2: Distribution of colorectal cancer according to morphology

Morphology N (%)
Carcinoid 37(6,37)
Adenocarcinoma 481(82,79)
Melanoma 2(0,34)
Sarcoma 1(0,17)
Others 60(10,33)

Table 3: Distribution of colorectal cancer by stage of diagnosis

Stage of diagnosis

N (%)

Stage I
Stage II
Stage II1

Stage IV

Undetermined

153(26,3)
103(17,8)
0(0%)

101(17,4)

224(38,5)

Discussion

Colorectal cancer is a real public health problem, both
in Algeria and the whole world by its frequency and high
mortality. More than a third of new cases of colorectal
cancer occur outside of the industrialized countries’.
The CRC incidence rate increased by 90% from 1980 to
2010, this development is largely attributable to the con-
stellation of dietary and lifestyle factors such as poor diet
characterized by high intakes of red and processed meat
and alcoholic drinks and low intakes of fiber-rich foods,
low physical activity, and obesity’.

The evaluation of the epidemiological profile has shown
that colorectal cancer in our region is the 3 common
cancer after breast and thyroid cancer among females
(10.7 / 100,000 inhabitants) and after bladder and pros-
tate cancer among males (14.3 / 100,000 inhabitants).
The incidence of colorectal cancer in our region remains
higher than that of Morocco (2.5 to 3.3/100,000 inhabi-
tants)8, Egypt (6.3/100,000 inhabitants and 6.6/100,000
inhabitants for women and men respectively) and India
(3.1/100,000 inhabitants and 5.8/100,000 inhabitants for
women and men respectively)’.

However, it is lower than that of western countries in-
cluding the United States of America (22.6/100,000
inhabitants among females and 28.8/100,000 inhabi-
tants among males), Germany (21.1/100,000 inhabi-
tants among females and 31/100,000 inhabitants among
males), Canada (28/100,000 inhabitants among females
and 35.2/100,000 inhabitants among males) and France
(24/100,000 inhabitants among females and 36.9,/100,000
inhabitants among males )’.

The GLOBOCAN age-standardised estimated incidence
rate shows Australia and New Zealand as having the high-
est rates of CRC in the world with 44/100,000 inhabi-
tants among females and 56/100,000 inhabitants among
males and 37.5/100,000 inhabitants among females and
44.1/100,000 inhabitants among males respectively''".
In our study, 581 cases of CRC were found over a period
of 5 years. This result is higher than those found in the
African literature, a study carried out in Togo declared
57 cases of colorectal cancer during 10 years12, anoth-
er study from Gabon declared 51 cases of this cancer
over 10 years13. The male predominance observed in our
study (55.4%) with a sex ratio of 1.2 was consistent with
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the results of several authors, thus confirming the data in
the literatur'>".
Age is one of the factors involved in the appearance of
these cancers, and in this work the average age of cancer
onset was 60.05 years which is in agreement with a study
carried out in Morocco in 2015", another study carried
out in Asia whose average age was 61 years which is sim-
ilar to our result'®. On the other hand, studies carried out
in sub-Saharan Africa show that colorectal cancers affect
particularly the younger population whose average age is
48 years and 46.7 years recorded in Gabon and Togo re-
spectively'* .

Conversely the average age of our population is even
younger than the corresponding age in the United States
(69 for men and 73 for women)'’, and in France which
declares an average age which is in the seventh decade.
The number of new cases of colorectal cancer estimated
was 31.2% occurring in patients aged from 65 to 74 years
and 42.5% in patients aged 75 and over'®. The highest rate
was observed in the interval of 50-60 years with 27.1%,
which confirms a study that was carried out on a popula-
tion of western Algeria'’, another Moroccan study states
the same most affected age group'”.

In addition; in our seties, the cancer site in order of fre-
quency was the rectum (43.7%), sigmoid colon (5.7%),
rectosigmoid junction (4.1%) and cecum (3.8%) which is
in agreement with a study carried out in Iraqin 2019". An-
other study in Iran indicated that the rectum (31.1%), the
sigmoid colon (20.4%) and the ascending colon (18.6% )
were the most common tumor sites? | whilst our series do
not agree with the literature done in Algeria whose Ma-
lignant involvement of the left colon shows a predomi-
nance with 61.8%"7, and even with another study done in
Jordan in 2018 which marks a dominance of Malignant
involvement of the left colon with 77.12%.while 39.8%
are colon cancers without precision, which represents a
limit of the study.

Adenocarcinomas are the histological variety that dom-
inates colorectal cancers in our series with 82,79% of
cases. This Figure is compatible with those reported in
other studies carried out in Togo (91.2%), Gabon 98%,
Morocco (95%), Egypt (76.2%), Saudi Arabia (81%), Iraq
(84.0%) and Iran with 96.4%%%13232425,

The descriptive analysis of the abnormalities showed a
26.3% rate of cancers that were at a stage I, 17.8% at a
stage I and 17.4% at a stage IV which is consistent with a
study carried out by the cancer registries of the Francium

network in France?.
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Conclusion

The evaluation of the epidemiological profile has shown
that colorectal cancer in the region of Tlemcen is the
3rd most incident cancer after breast and thyroid cancer
in women and also the most common one after bladder
and prostate cancer in men with an average age of 6013
years and age extremes of 16 to 90 years and a predomi-
nance of colon cancer (56.3%) compared to rectal cancer
(43.7%).

Regular analysis of these data, if enriched with addition-
al diagnostic methods like circular RNA method which
have relatively high diagnostic accuracy in distinguishing
CRC patients from normal controls25, would help to
assess the impact over time of public screening policies
organized at national level for colorectal cancer and they
will provide useful information for the various work of
clinicians and researchers.
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ABSTRACT

Background: Environmental factors may play a role in colon cancer. In this view, several
studies investigated tumor samples for the presence of various viral DNA with conflicting
results. The purpose of this study is to investigate the prevalence of Human papillomaviruses
(HPVs) and Epstein-Barr virus (EBV) in patients with colorectal carcinomas.

Materials and Methods: In this study, we collected 74 tumorous paraffin-embedded
tissues (Mean+SD age: 66.3+14.98) from the Pathology Department of a hospital in Ain
Temouchent and laboratories of pathological anatomy in western Algeria. DNA from
each tissue was extracted and the presence of HPV and EBV was investigated using
PCR.

Results: None of our samples were HPV or EBV positive, and we failed to find an obvious
correlation between EBV and HPV infections and this type of cancer.

Conclusion: The results suggested that EBV and HPV infection is not common in patients
with colorectal cancer in our population. However, the findings merit more investigations
on a large number of cases.
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Introduction

ancer is a major public health prob-
lem worldwide. It is one of the leading
causes of death in several regions de-
pending upon disparities among differ-
ent people [1].

Colorectal cancer is the 3™ most common cancer, esti-
mated at 1.9 million new cases in 2020 which accounts
for approximately 10% of all cancer cases according to
the World Health Organization GLOBOCAN database
[2]. Colorectal cancer (CRC) is considered the 4* pri-
mary cause of cancer-related deaths in males and the 3%
cause of cancer-related mortality among females [2].

CRC is a tumor that occurs in the colon, the rectosig-
moid junction, the rectum, and the anus. In the majority
of cases, CRC develops on the pedunculated, much less
in the non-pedunculated adenocarcinomas. In the meta-
plastic processes, non-invasive cancer develops only in
the mucosa, and afterward invasive cancer beyond the
lamina propria of the mucosa [3].

Neoplastic progression can be influenced by differ-
ent genetic and environmental factors, that is the ob-
jective of a meta-analysis performed by Johnson et al.
Showing that the risk of developing CRC decreases
due to various factors as follows: inflammatory bowel
disease (RR=2.93 [1.79-4.81]); hereditary familial his-
tory (RR=1.80 [1.61-2.02]); body mass index (RR=1.10
[1.08-1.12]); smoking cigarettes (RR=1.06, [1.03-1.08]);
and physical activity (RR=0.88 [0.86-0.91]) [4].

However, around 20% of all cancers are acknowledged
to be caused by infectious agents including bacteria and
viruses. A relatively small number of viruses including
human papillomavirus (HPV), hepatitis B virus, hepati-
tis C virus, and Epstein-Barr virus (EBV) can cause sev-
eral types of cancer such as Merkel cell, cervical cancer,
Burkitt’s lymphoma, Hodgkin’s lymphoma, and naso-
pharyngeal carcinomas [5].

Recently, several studies have suggested that viruses
such as human papillomavirus (HPV), JC, BK, and EBV
may be related to CRC [6]. HPVs are nonenveloped,
double-stranded DNA viruses that infect the basal layer
of epithelial cells [6]. HPVs are divided into two types:
low-risk and high-risk HPVs [7]. Persistent infection
with high-risk HPVs can result in the development of
intraepithelial neoplasia (pre-cancerous lesions) that can
progress to invasive cancer including cervical, anal, pe-
nile, esophageal, and vaginal cancers [8].
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The HPV genome consists of a circular double-stranded
DNA molecule of approximately 8000 base pairs, with
eight open reading frames, all of which are transcribed
from the same DNA strand and in the same orientation.
The genome is organized into three main regions [9]
including the E region encoding six genes involved in
multiple functions, including viral replication and cell
transformation (E1, E2, E4, ES, E6, and E7), the L region
encoding L1 and L2 capsid proteins that self-assemble
into the virion [10] and long control region which con-
tains activators and promoters of the sequences [10].

The integration of viral DNA into the cellular genome
results in partial or total loss of the E2 gene, resulting in
increased expression of the HPV E6 and E7 oncogenes.
Overexpression of E6 and E7 oncoproteins leads to the
degradation, respectively, of pS3 and pRb, inducing
HPV carcinogenesis. In addition, E6 causes the activa-
tion of telomerase, deregulating the pathways involved
in cell proliferation, differentiation, immune recognition,
and survival signaling. E7 increases genomic instability,
resulting in the accumulation of chromosomal changes.
This deregulation of the cell cycle, activation of telom-
erase, and induced genomic instability create a favorable
environment for the neoplastic transformation of cells. It
is known that these molecular processes lead to genomic
instability and cell transformation, an indicator mecha-
nism of HPV-induced colorectal carcinogenesis [11].

The EBV virion has a structure common to all herpesvi-
ruses. It is spherical, measuring between 120 and 200 nm
in diameter with a 184-kbp long, double-stranded DNA
genome that encodes more than 85 genes [12], includ-
ing viral oncogenes such as six EBV-encoded nuclear
antigens (EBNAL, -2, -3A, -3B,-3C, and -LP) and latent
membrane proteins (LMP1, -2A, and -2B), as well as
various noncoding RNAs (EBERs and miRNAs) [12].

The viral particle attaches specifically to the cell sur-
face through a high-affinity interaction between the
gp350/220 of the viral envelope and the CD21 mol-
ecule present on the plasma membrane of B lympho-
cytes. The attachment of the virus to CD21 induces
the initial signals for cell activation and endocytosis.
The viral envelope fuses with the cell membrane and
this penetration require the interaction of the gp85-
gp42 complex. EBV can use the following molecules
as co-receptors human leukocyte antigen class II. The
mechanism of infection for other cell types is different
from that of B lymphocytes [13].

Res Mol Med, 2022; 10(1):1-8
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The EBV can replicate in two ways by infecting B
cells (latent form) and by lytic production of the virion
[14]. All EBV-associated cancers involve the virus’s
latent cycle. Four types of latent gene expression have
been described [15].

The virion components are excessively amplified (up
to 1000 times) in the nucleus, the lytic program blocks
the cell cycle and cellular processes with the help of the
transcription factors BZLF1 and BLIMP1, the latter be-
ing necessary for uncontrolled replication in epithelial
cells, which may become neoplastic [14]. This study
aimed to evaluate the presence of HPV and EBV in the
CRC in the Algerian population.

Materials and Methods

The research materials consisted of paraffin sections
of retrospectively chosen colorectal cancer tissue taken
from histopathological specimens from 74 patients who
were referred to the Pathology Department of the hos-
pital of Ain Temouchent and the laboratories of patho-
logical anatomy of western Algeria. From the patient’s
medical records we obtained data on the age, sex, and
type of tumor. The study population is described in Table
1. A total of 74 samples were included in this study, 44
female and 30 male. The Mean+SD age was 66.3+14.98
years and the patients’ age ranged between 25 and 98
years. Five sections of 10-20 um of the paraffin-embed-
ded samples were prepared with a stained slide to deter-
mine the tumor area by a pathologist.

DNA extraction

Genomic DNA was deparaffinized and extracted from
paraffin-embedded tissue samples using Purigene Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) with modifications to opti-
mize DNA yield. Briefly, 900 uL of xylene was added to
samples to remove the paraffin, followed by 900 uL of
100% ethanol. Samples were then incubated at 55°C in a
lysis solution and proteinase K overnight, an incubation
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step at 90° for one hour with a dose of proteinase k is
added for complete lysis. After samples were completely
lysed, a protein precipitation solution was added. The
DNA pellet was washed with ethanol 70%, and the DNA
sample was dissolved in 20 pL of DNA hydration solu-
tion and incubated at 65°C for 1 hour. To determine the
purity of the sample wavelength of 280/260 was exam-
ined. The extracted DNA was stored at -20°C until use.

PCR methods

Specific PCR was carried out based on HPV L1
consensus primers MY09/MY11 (MY09: 5’-CGTC-
CMARRGGAWACTGATC-3’, and MY1l: 5’-GC-
MCAGGGWCATAAYAATGG 3°) [16].

The PCR amplification was performed in a 25 pL reac-
tion volume containing 2.5 pL of PCR buffer, 0.6 pL
of forward and reverse primers, 0.5 pL of dNTP, 2.5 U/
uL of Taq, 19.25 uL of H,0, and 1 pL of each genomic
DNA sample. The PCR program was performed as fol-
lows: pre-denaturation at 95°C for 15 minutes, denatur-
ation at 95°C for 30 seconds, annealing at 53°C for 45
seconds, extension at 72°C for 1 minutes, 40 cycles, and
post-extension at 72°C for 5 minutes, 1 cycle. At the end
of amplification, 1 uL of the PCR product was analyzed
on 1.5% agarose gel. The resultant product was expected
to be a 450-bp fragment. We chose to amplify the region
of the EBV LMP1 gene with the following primers:

F:5° AATAGACAGCCCAGTTGAAA 3 R:¥Y°
GCAGTGCCATATCTGACGTG 3°[17],

Negative control samples containing water instead of
DNA were always processed in a manner parallel to the
patient’s samples.

The PCR amplification was performed in a 25 pL re-
action volume containing 2.5 pL of PCR buffer, 0.6 pL
of forward and reverse primers, 0.5 pL of ANTP, 2.5 U
of Taq, 19.25 uL of H,0, and 1 pL of each genomic
DNA sample. The PCR program was performed as

Table 1. Frequency distributions of selected variables in colorectal cancer cases (N=74)

Variables No. (%)

Female 44(59.5)

Gender Male 30(40.5)
>50 10(13.5)

e 51-60 21(28.4)

g 61-70 15(20.3)

<70 28(37.8)

. Colon 58(78.4)
Site of tumor Rectal 16(21.6)

Res Mol Med, 2022; 10(1):1-8
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follows: pre-denaturation at 94°C for 5 minutes, dena-
turation at 94°C for 30 seconds, annealing at 55°C for
1 minute, extension at 72°C for 3 minutes, 35 cycles,
and post-extension at 72°C for 5 minutes, 1 cycle. At
the end of amplification, 1 uL of the PCR product was
analyzed on 2% agarose gel. The resultant product was
expected to be a 509-bp fragment.

Statistical analysis

The data collected were cleaned and analyzed with
SPSS version 25 software. P<0.05 was used as the sig-
nificance criterion.

Results

The DNA was efficiently extracted from the samples.
All samples (74 colorectal adenocarcinomas) were nega-
tive for HPV DNA and EBV DNA.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the 1* study re-
porting the presence of HPV and EBV in human CRC
in the Algerian population. CRC is a real public health
problem, both in Algeria and throughout the world by
its frequency and high mortality. More than a 3% of
new cases of CRC occur outside of industrialized coun-
tries. The evaluation of the epidemiological profile has
shown that CRC in our region is the 3™ most incidence
of cancer after breast and thyroid cancer among females
(10.7/100,000 inhabitants) and after bladder and prostate
cancer among males (14.3/100,000 inhabitants) [18].

A considerable number of studies are focused on recog-
nizing novel genetic alterations included in CRC patho-
genesis, the examinations have appeared that infectious
diseases, specifically viral diseases, may also be consid-
ered as a primary basic reason involved in the formation
of this cancer [19].

The data suggesting an impact of an HPV infection on
the development of CRC appeared in 1990. The preva-
lence rates of HPV in CRC vary according to the avail-
able data, ranging from 0% [19-23] to 85% [20].

PCR is the most used technique for the detection of
high-risk viral DNA in fresh or formalin-fixed and par-
affin-embedded tumor tissue [21].

In our study, HPV DNA positivity was not found in any
of our cases with adenocarcinoma and adenoma. Prob-
ably the low number of samples in this study caused this
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result which is in agreement with a study carried out in
Turkey in 2011 [22]. Other studies carried out in Iran
and Portugal respectively declare that HPV DNA was
not identified in any of the normal, adenocarcinoma, or
adenoma samples [23, 24]. According to the study of
Taherian et al. [25], which is a meta-analysis of many
research studies published between 1992-2020, detect-
ing HPV in CRC in different regions of the world, the
prevalence of the virus fluctuates from 0-83% with the
mean value of 39.05%.

Our findings are in contrast with other studies in this
field that have highlighted the presence of HPV in
simple CRC. Studies using PCR from Saoudi Arabi,
Iran, and Syria revealed the presence of HPV in 0.8%
[26], 1% [27], and 37%, respectively [21]. In addition,
a study in Poland declare that HPV DNA was detected
in 20% of cases [28].

The highest reported HPV positivity in CRC was de-
tected in the USA (51%) [29], Argentina (74%) [30],
Brazil (83%) [31], Lebanon (64%) [32], and Turkey
(83%) [33]. EBV is a human herpes virus that infects
more than 90% of the world’s population [34]. It has
been described to be associated with several human
cancer diseases such as nasopharyngeal and gastric
carcinomas and various lymphomas, such as Burkitt’s
lymphoma, NK/T lymphomas, and some Hodgkin’s
lymphomas [35]. When it comes to CRC, several stud-
ies have established a causative link between EBV and
colorectal carcinogenesis [36, 37].

Accordingly, our present study in the Algerian popula-
tion failed to detect the presence of EBV in human CRC
samples. In parallel with our result, Boguszakova et al.
[38] also failed to detect EBV DNA in the biopsy speci-
mens from adenocarcinoma/adenomatous colorectal
tissues. Similarly, Cho et al. reported no sign of EBER
gene expression in colorectal tumor specimens, from
274 Korean patients [39]. A study carried out in Sudan
showed no relationship between EBV and CRC tissues
[34]. An Italian study also declares that any case of CRC
samples is EBV positive [40]. In Iran, reports demon-
strated the absence of a significant correlation between
EBV and CRC development [12, 37].

In concordance with data obtained in the present study,
some other studies found a correlation between EBV and
human CRC. A study in Iran declared that EBV DNA
was detected in only 1 out of 70 (1.4%) adenocarcinoma
colorectal tissues while the rest were negative [41]. Kar-
pinski et al. reported that 19% of the CRC cases from
Poland were EBV-positive [42]. In Iraq, 20% of the
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samples were EBV-positive [43]. A Chinese cohort of
colorectal carcinomas was reported to be EBV-positive
in 30% of the samples [44].

Significant differences were observed in the detection
rate of EBV in Syria and Iran with 36% [45] and 38%
[46] of the cases, respectively. The highest reported EBV-
positivity in CRC was detected in Chile (46%) .

Conclusion

The results suggested that EBV and HPV infection is
not common in patients with CRC in our population. The
difference in the positivity rates, observed in the studies,
can be explained by some factors, such as the different
methods of HPV detection and the choice of the materials
for analysis (fresh/paraffin). However, the findings merit
more investigations on a large number of cases. A reliable
and definite proof will provide new opportunities for the
prevention, diagnosis, and therapy of colorectal cancer.
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