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Résumé

Le cancer gastrique (CG) est le cinquieme cancer le plus fréquent dans le monde, avec
une incidence annuelle d’environ 1 million de nouveaux cas. Plusieurs facteurs de risque sont
associés au son développement, dont I’EBV et le HPV. Sur le plan moléculaire, ce cancer
présente une grande hétérogénéité intra- et inter-tumorale. Des études ont rapporté que les génes
TP53, KRAS, ARID1A et PIK3CA sont fréquemment mutés dans ce type de cancer. Cette étude
a pour objectif d'explorer le profil épidémiologique du CG dans la wilaya de Tlemcen, de
déterminer la fréquence de ’EBV et du HPV et d’analyser le statut mutationnel del’exon 2 du

géne KRAS dans le CG chez une population de 1’ouest algérien.

L'évaluation du profil épidémiologique a été réalisée en utilisant le logiciel SPSS 21 et
Microsoft Excel 10. La détection d'ADN a été effectuée par PCR conventionnelle sur 73
échantillons, en utilisant des amorces spécifiques qui ciblent les régions du génome EBNA-1
et LMP-1 de I'EBV, et les amorces MY09/MY11 et GP5+/GP6+ qui ciblant la région L1 du
génome du HPV. Le statut mutationnel de I'exon 2 du gene KRAS a été évalué par séquencage
de Sanger dans un sous-groupe de 40 cas de CG.

Avec 394 cas de CG enregistrés entre 2011-2015, ce cancer est I'un des cancers les
plus fréquents dans la wilaya de Tlemcen. L'dge moyen des patients était de 60,5 £14,20 ans,
avec une prédominance masculine (60,4% hommes contre 39,6% femmes), ce qui correspond
a un sexe-ratio de 1,5 et une différence significative entre les deux sexes (p = 0,08). La
localisation tumorale était antre-pylorique dans 6,09% des cas, et 23,09% des cas
diagnostiqués étaient au stade local. Quant au risque de CG lié aux des infections virales,
1,36% des cas (1/73) étaient positifs pour le HPV, tandis que aucun cas d'infection par I'EBV
n'a été détecté. En ce qui concerne le statut de I'exon 2 du géne KRAS, le taux de mutationdans
la population de I'Ouest algérien était de 67,5% (27/40), avec des mutations significativesaux
codons 37, 25, 31 et 35.

Les résultats ont clairement indiqué la necessité de sensibiliser la population de Tlemcen
sur I'importance du dépistage précoce. De plus, il est recommandé de poursuivre les recherches
afin d'étudier 'association entre l'infection par ’EBV et le HPV et le CG dans la population
étudiée, ainsi que d'autres facteurs de risque potentiels. 1l est également conseillé de poursuivre
les investigations pour mieux comprendre le role des mutations du géne KRAS et les autres

biomarqueurs moléculaires dans le developpement du CG.

Mots clés : CG, Epidémiologie, EBV, HPV, KRAS.



Abstract

Gastric cancer (GC) is the fifth most common cancer in the world, with an annual
incidence of approximately 1 million new cases. Several risk factors are associated with its
development, including HPV and EBV. At the molecular level, this cancer exhibits significant
intra- and inter- tumoral heterogeneity. Studies have reported frequent mutations in genes
TP53, KRAS, ARID1A, and PIK3CA in this type of cancer. This study aims to explore the
epidemiological profile of GC in the Tlemcen province, determine the frequency of EBV and
HPV, and analyze the mutational status of exon 2 of the KRAS gene in GC within a

population fromwestern Algeria.

The evaluation of the epidemiological profile was performed using SPSS 21 and Microsoft
Excel 10 software. DNA detection was carried out by conventional PCR on 73 samples using
specific primers targeting the EBNA-1 and LMP-1 regions of the EBV genome, as well as the
MY09/MY11 and GP5+/GP6+ primers targeting the L1 region of the HPV genome. The
mutational status of exon 2 of the KRAS gene was assessed by Sanger sequencing in a subgroup
of 40 GC cases.

With 394 cases of GC recorded between 2011-2015, this cancer is one of the most common
cancers in the Tlemcen province. The mean age of patients was 60,5 £ 14,20 years, with a
male predominance (60,4% men versus 39,6% women), resulting in a sex ratio of 1,5 and a
significant difference between the two sexes (p = 0,08). The tumor localization was antro-
pyloric in 6,09% of cases, and 23,09% of diagnosed cases were at the local stage. Regarding
the risk of GC associated with viral infections, 1,36% of cases (1/73) tested positive for HPV,
while no cases of EBV infection were detected. As for the mutational status of exon 2 of the
KRAS gene, the mutation rate in the population of western Algeria was 67,5% (27/40), with

significant mutations at codons 37, 25, 31, and 35.

The results clearly indicate the need to raise awareness among the population of Tlemcen
about the importance of early detection. Furthermore, it is recommended to continue research
to study the association between EBV and HPV infection and GC in the studied population, as
well as other potential risk factors. It is also advisable to pursue investigations to better
understand the role of KRAS gene mutations and other molecular biomarkers in the

development of GC.

Keywords : GC, Epidemiology, EBV, HPV, KRAS.
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Introduction

Le cancer gastrique (CG) qui est I'un des cancers les plus répandus dans le monde, est
une maladie agressive avec une survie médiocre a 5 ans (Matsuoka et Yashiro, 2018) ou
plusd'un million de nouveaux cas et environ 800 000 déces ont été diagnostiqués en 2020 (llic
et llic, 2022). En considérant les deux sexes, c'est le 5eme néoplasme le plus fréquent et la
3émecause de mortalité parmi les tumeurs malignes. L’incidence varie d’une région a I’autre,
mais 50 % des nouveaux cas sont diagnostiqués dans les pays développés. Une incidence
élevée est observée en Asie, en Amérique latine et dans les régions centrales et orientales de
I’Europe (Cuzzuol et al., 2020). En Algérie, l'incidence de ce cancer est de 5,7/100 000
habitants, la situant & un niveau intermédiaire au sein du monde arabe, sans étre parmi les plus

élevées ni parmi les plus basses (Aoude et al., 2022).

Le CG est une maladie multifactorielle (llic et llic, 2022), dont la majorité des cas sont
associes a des agents infectieux, notamment la bactérie Helicobacter pylori (H.pylori) et le
virus Epstein-Barr (EBV) (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Ce virus a été
le premier virus tumoral identifi¢ chez ’homme, est considéré comme un cancérogéne de
classe | par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Mtnz, 2019). Il est largement
répandu dans lapopulation générale (Wang et al., 2019) et joue un rdle dans la pathogenese de
multiples cancers lymphoides et épithéliaux, y compris le lymphome de Burkitt, le lymphome
hodgkinien, le lymphome & cellules NK/T, le carcinome nasopharyngé, le cancer du sein (Atri-
Schuller et al., 2022), et est également connu pour étre présent dans une proportion des tissus

cancéreux gastriques (Wang et al., 2019).

Outre I’EBV, d’autres oncovirus, en particulier le papillomavirus humain (HPV),
peuvent étre associés au risquede CG (Wang et al., 2020). L'infection par ce virus est 1’une
des infections sexuellement transmissibles les plus courantes dans le monde, affectant a la fois
les femmes et les hommes (Ouhoummane, 2013). Les HPV a haut risque, sont associés au
développement de certains cancers de I'épithelium muqueux, principalement le cancer du col
de l'utérus, mais aussi de I'anus, de la vulve, du peénis, de la bouche, du larynx, de l'cesophage

et éventuellement de I'estomac (Fakhraei et al., 2016).

Sur le plan moléculaire, le CG se caractérise par une hétérogénéité intra- et inter-
tumorale, ou différents sous-clones tumoraux coexistent et contribuent a la diversité génétique

et phénotypique (Holm et al., 2023). Cette maladie dévastatrice est associée un mauvais
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pronostic, ce qui souligne l'urgence d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes

moléculaires et les caractéristiques cliniques qui y sont associés (Nie et al., 2017).

Par ailleurs, le CG est souvent diagnostiqué a un stade avancé et étant généralement
asymptomatique jusqu'a ce stade, malgré des améliorations significatives de la survie des
patients, la détection précoce grace a des approches de dépistage efficaces est importante pour
réduire la mortalité par ce cancer. Pour ces raisons, 1’identification et le développement des
biomarqueurs dans le domaine du traitement du cancer devraient largement, joueront un role
essentiel en facilitant sa prise en charge, la sélection de stratégies thérapeutiques appropriées et
la mise en place de programmes de suivi efficaces [(Matsuoka et Yashiro, 2018) ; (Necula
etal., 2019)].

Ces dernieres années, de nombreuses études de séquencage de nouvelle génération ont
caractérisé les bases génomiques et identifié de nombreux facteurs génétiques exploitables
dans le CG (Wang et al., 2020). En ce qui concerne les mutations somatiques, il a été rapporté
que TP53, KRAS, ARID1A, PIK3CA, ERBB3, PTEN et HLA-B sont les génes couramment
mutés (Ito et al., 2019). Le gene KRAS en particulier, des suggestions ont été avancées
concernant son role notable dans ce type de cancer (Wei et al., 2018), et il est rapporté que
I'évaluation des mutations KRAS peut aider a la sélection des patients éligibles au traitement

specifiques (Lu et al., 2015).

Cette étude vise d’une part a évaluer le profil épidémiologique du cancer gastrique dansla
Wilaya de Tlemcen sur une période spécifique afin de déterminer la prévalence, I'incidence et
les caractéristiques de la maladie. D’autre part, ce travail consacre une partie a la détection
des infections aux virus du HPV et d’EBV dans des tissues des CG des patients de I’ouest
algérien par une méthode de biologie moléculaire car la recherche de facteurs de risque
infectieux permet non seulement de comprendre les mécanismes de la cancérogenese, mais
aussi de développer des approches immunitaires spécifiques prophylactiques telles que les
vaccins ou thérapeutiques. Le dernier volet est consacré a 1’évaluation du statut mutationnel de
l'exon 2 du géne KRAS dans le CG ce qui permet d’évaluer son role et son applicabilité en

tant que marqueur d’une thérapie ciblée.
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Chapitre 1 : Le cancer gastrique

1. Variation épidémiologique du cancer gastrique

Le CG est I'un des cancers les plus courants dans le monde et son pronostic est sombre,
comme en témoigne le taux de survie a 5 ans vu que la plupart des cas sont déja métastatiques
au moment du diagnostic (Wong et al., 2021). Au total, environ 1,1 million de nouveaux cas
et 770 000 déces par ce cancer ont été estimés en 2020. Les taux d'incidence étaient en
moyenne 2 fois plus élevés chez les hommes que chez les femmes (15,8 et 7,0 pour 100 000

habitents, respectivement) avec des variations d'un pays a l'autre (Morgan et al., 2022).

Sur le plan géographique, la grande majorité des cas du CG surviennent dans des pays
a indice de développement humain élevé et trés élevé. Les taux d'incidence les plus élevés se
trouvent en Asie de I'Est et du Sud-Est (Thrift et EI-Serag, 2020).

En Afrique, d’incidence est faible inférieur a 5/100 000 (Morgan et al., 2022). En
Algérie ce cancer occupe lacinquiéme position des cancers les plus fréquents chez ’homme
(8,4/100,000) et la femme (5,9/100,000) (Bounedjar et al., 2022).

Le CG est une maladie multifactorielle qui dépend de divers facteurs de risque. En
général, il existe une différence de risque de 15 a 20 % entre les populations a haut risque et a

faible risque (Ramazani et al., 2021).

L'incidence et la prévalence du CG ont diminué de 1990 a 2017 dans le monde
(Ramazani et al., 2021), par contre ce fardeau annuel devrait augmenter pour atteindre
environ 1,8 million de nouveaux cas et environ 1,3 million de déces d'ici 2040 (Morgan et al.,
2022).

2. Anatomie et organisation histologique de I’estomac
L'estomac est la partie la plus large du tube digestif, est composé de 4 régions principales

(Chaudhry et al., 2022) :

Le cardia : est relié¢ a I’cesophage et est 1’endroit ou la nourriture pénétre d’abord dans

I’estomac.
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Le fundus : est la partie qui se projette vers le haut au-dessus du niveau de l'orifice

cardiaque. Se trouvant a gauche du I'eesophage abdominal.

Le corpus ou corps : s'étend de l'orifice cardiaque jusqu'au niveau de I'échancrure angulaire,

C'est la plus grande partie de I'estomac.

Le pylore : Apres le corps se trouve le pylore, il comprend I'antre pylorique proximalement et
le canal pylorique distalement [(Mahadevan, 2014) ;(Chaudhry et al., 2022)].

Histologiquement I'estomac a quatre couches de la plus externe a la plus interne :

La péritoine ou séreuse: est constituée de plusieurs couches de tissu conjonctif qui se

connectent également en continu avec le péritoine.

La musculeuse externe (propria) : est composée de trois couches de muscles (oblique
interne, circulaire médiane et longitudinale externe). La couche oblique interne est unique a
I’estomac et est principalement responsable du barattage et de la digestion mécanique des
aliments. La couche circulaire moyenne est concentrique avec 1’axe longitudinal de 1’estomac
et s’épaissit dans la région du pylore pour former le sphincter pylorique responsable de la
régulation de la sortie de I’estomac dans le duodénum. La couche suivante est la couche
longitudinale externe, mais entre cette couche et la couche circulaire moyenne, se trouve le
plexus d’Auerbach (myentérique), qui est une région d’innervation pour les deux couches
musculaires adjacentes. La couche longitudinale externe facilite le mouvement des aliments

en direction du pylore via le raccourcissement musculaire.

La sous-muqueuse : représente la couche la plus résistante de I'estomac, elle est composée
de tissu conjonctif dense et contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des

nerfs.

La muqueuse : est divisée en muqueuse musculaire, lamina propria et épithélium de surface,
elle est recouvertede tissu épithélial et se compose principalement de glandes gastriques qui
sécretent le suc gastrique [(Landa et al., 2019) ; (Chaudhry et al., 2022)].

3. Mécanismes moléculaires de la carcinogenése gastriques

Déméler les mecanismes moléculaires sous-jacents a la cancérogenése gastrique est 1’un
des defis majeurs de la genomique du cancer (Hudler, 2012). Des recherches récentes, qui ont

employé des méthodes multiplateformes pour effectuer des analyses génomiques exhaustives
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sur ce cancer, ont mis en lumiere la complexité moléculaire associée a cette pathologie
(Figueiredo et al., 2015).

Le CG est le résultat d'un processus a plusieurs étapes influencé par divers facteurs tels
que l'infection a H. pylori, la prédisposition génétique de I'hdte ainsi que d’autres facteurs
environnementaux. Il se caractérise par l'accumulation de nombreuses altérations génétiques
et épigénétiques au niveau des oncogénes et des genes suppresseurs de tumeurs. Ces
altérations entrainent une perturbation des multiples voies de signalisation, affectant le cycle
cellulaire ainsi que I'équilibre entre la prolifération cellulaire et la mort cellulaire (Berger et
al., 2016), notamment les voies MAPK, HER2, PI3BK/AKT/mTOR, HGF/c-Met, p53, Wnt/B-
caténine, FGF/FGFR, HIF-1a, Claudin 18.2, TGF-B, STAT3,NF-xB, PD-1/PD-L1 et CTL4
(Baccili et al., 2023).

Les altérations génétiques englobent des mutations ponctuelles, de petites insertions et
délétions, ainsi que des gains et des pertes chromosomiques, incluant des amplifications
génétiques (Yoda et al., 2015). Les mutations du gene TP53 représentent les aberrations
génétiques les plus fréquentes dans les GC, étant présentes dans environ la moitié des cas.
D'autres mutations sont observées dans plusieurs genes, notamment CDH1, ARID1A, KRAS,
PIK3CA, APC, CTNNB1 et SMAD4 (Usui et al., 2021). Par ailleurs, d'autres genes
conducteurs tel que MUC6, CTNNA2, GLI3, RNF43, RHOA ont été trouvés
significativement mutés dans ce cancer (Wang et al., 2014). Des amplifications de HER2,
FGFR2 et MET sont également détectées, et semblent étre plus « spécifiques » pour l'un des

sous-types histologiques (Grabsch et Tan, 2013).

De plus, comme d’autres cancers humains, la tumorigenese gastrique peut également
étre profondément influencée par des anomalies épigénétiques (Shi et al., 2014).
L’épigénétique  signifie « I’étude des changements dans la fonction des genes qui sont
héréditaires mitotiquement et/ou méotiquement et qui n’entrainent pas de changement dans la
séquence d’ADN » [(Dupont et al., 2009) ; (Fu, 2015)]. Ces changements épigénétiques
comprennent principalement la méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles
des histons, le remodelage de la chromatine et les ARN non codants (Ebrahimi et al., 2020).
L’ensemble, ces processus peuvent conduire a une sous-expression ou a une surexpression des
génes. Cela a conduit a aborder le concept d'épimutation, défini comme le processus
provoquant soit la suppression anormale de genes actifs, soit I'activation anormale de genes

inactifs (Patel et al., 2017). Dans le CG, les altérations épigénétiques sont reconnues a la fois
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comme des événements précoces favorisant la tumeur et a un stade avance. Les facteurs
environnementaux et génétiques, sont capables de remodeler la machinerie épigénétique
gastrique, ce qui peut activement faciliter le développement de la gastrite, des ulceres jusqu’a

la metaplasie, la dysplasie et la tumeur (Canale et al., 2020).

L’une des caractéristiques du développement du cancer est la déstabilisation du
génome, également appelée « instabilit¢ génomique », que 1’on retrouve dans tous les
différents sous-types histologiques de CG et qu'il est considéré comme 1’une des premiéres
¢tapes de la cancérogenése gastrique. Trois phénotypes d’instabilité ont été identifiés : (1)
I’instabilit¢ des microsatellites (MSI) due a un défaut dans la voie de réparation des
mésappariements de I’ADN ; (2) I’instabilité chromosomique (CIN) qui se caractérise par un
taux accru de perte ou de gain de chromosomes entiers ou de parties de chromosomes au
cours de la division cellulaire en raison de mutations dans les genes contrélant la ségrégation
du matériel génétique pendant la mitose, et (3) le phénotype du méthylateur insulaire de la
cytosine et de la guanine (CpG) (CIMP) (Grabsch et Tan, 2013), qui a €té initialement décrit
dans le cancer colorectal et également observé dans un sous-ensemble de CG et qui abrite un
degré critique d’hyperméthylation aberrante du promoteur associée au silencage

transcriptionnel de plusieurs génes suppresseurs de tumeurs (Toda et al., 2015).

Il est notable que la majorité des changements génétiques associés au CG sont acquis
(McLean et EI-Omar, 2014), et un faible pourcentage (5 a 10 %) survient dans le cadre de
syndromes cancéreux héréditaires ou familiaux. Parmi les CG, seulement 1 a 3 % sont
héréditaires (Kole et al., 2020).

Les syndromes du CG héréditaire comprenant principalement trois types : le CG diffus
héréditaire (CGDH), le CG intestinal familial (CGIF) et I’adénocarcinome gastrique formes
de polypose proximale de lI'estomac (GAPPS) (Van Der Post et al., 2019). Des mutations
germinales dans certains genes conducteurs déterminent la prédisposition au développement
du CG héréditaire. Le CGDH précoces est causé principalement par des mutations germinales
dans CDH1. Outre CDH1, des genes candidats récemment identifies incluent CTNNAL,
BRCAZ2 et STK11 peuvent étre impliqué dans son développement (Tan et Yeoh, 2015). Le
CG peut également se situer dans le spectre d’autres syndromes génétiques a risque de
tumeur, tels que le syndrome de Lynch (mutations MSH2, MSH6, PMS2 ou MLH1) le syndrome
de Li-Fraumeni (mutation germinale TP53), du syndrome de Peutz-Jeghers (mutation STK11)
et la polypose adenomateuse familiale (mutation APC) [(McLean et EI-Omar, 2014) ; (Yang
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et al., 2020) ; (Lordick et al., 2022)]. Le dépistage des mutations de ces génes pourrait étre
important pour déterminer les mutations germinales chez les patients présentant a la fois des
manifestations précoces et/ou des antécédents familiaux (Nemtsova et al., 2020). En effet,
Comprendre I'anomalie génétique sous-jacente au CG heréditaire offre non seulement la
possibilité de prévenir et de surveiller les personnes affectées, mais également des insights sur

la pathologie moléculaire du CG sporadique (Holland, 2010).

4. Les classifications histologiques et moléculaires du cancer gastrique

En raison de la nature extrémement hétérogéne du CG sur les plans phénotypique et
moléculaire, avec une variabilité importante intra-tumorale, intra-patient et inter-patient, de
nombreuses classifications histologiques et moléculaires actuellement disponibles reflétent
cette hétérogénéité [(Gullo et al., 2018) ; (Toh et Wilson, 2020)].

Plus de 50 % des CG sont histologiquement pluriformes et il a été démontré que la
variabilit¢ de 1’aspect histologique augmente avec 1’augmentation de la profondeur
d’infiltration dans la paroi. un certain nombre de systemes de classification différents ont été
préconisés : les classifications selon Lauren, Ming, 1’Organisation mondiale de la santé
(OMS), Nakamura et al., Mulligan, Goseki et al., et Carneiro, ainsi que la classification
japonaise. Les classifications les plus couramment utilisées sont celles de Lauren et de I’OMS

(Grabsch et Tan, 2013).

Selon la classification de Laurén, les adénocarcinomes gastriques sont divisés en sous-
types intestinaux, diffus, mixtes et indéterminés (Lauren, 1965). Le type intestinal et le type
diffus suivent chacun des voies de développement différentes. Pour le type intestinal, le
modele de développement prédit par Correa indique qu’une inflammation gastrique initiale
peut ne pas étre contrdlée et conduire a une atrophie des muqueuses et a une hypochlorydrie,
ce qui augmente le risque de métaplasie intestinale, de dysplasie et enfin de CG de type
intestinal. Bien que 1I’on sache peu de choses sur le développement du CG diffus, il est admis
que H. pylori et I’inflammation peuvent egalement jouer un réle (Aviles-Jimenez et al.,
2014).

La classification de 2010 de I’OMS, révisée en 2019, organise le CG en sous-types
distincts d’adénocarcinomes, notamment les tumeurs papillaires, tubulaires, mucineuses, peu
cohésives (Baccili et al., 2023). Cette grande variabilité des histotypes correspond a 1’aspect
variable de I’adénocarcinome a I’imagerie. En effet, elle peut se présenter sous la forme d’une
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masse volumineuse, parfois accompagnée d’une ulcération, comme un épaississement de la
paroi gastrique ou une infiltration pariétale diffuse (sans Iésion visible), ou encore sous la
forme d’une présentation particuliére appelée « linitis plastica ». De plus, une apparition
distinctive mais peu fréquente de CG est celle de 1’adénocarcinome mucineux, qui peut se
calcifier partiellement. La stadification précise des métastases ganglionnaires tumorales
(TNM) du CG est la pierre angulaire (axe central) du pronostic du CG permet d’effectuer la
prise de décision la plus précise pour le traitement, de réduire les interventions chirurgicales
inutiles et de maximiser la probabilité de bénéficier des traitements sélectionnés (Renzulli et
al., 2020).

Les systemes histopathologiques actuels peuvent parfois influencer les choix
chirurgicaux, mais ils restent insuffisants pour guider des traitements précis pour chaque
patient. Des systemes de classification alternatifs sont donc nécessaires (Chia et Tan, 2016).
Deux rapports fondateurs récents qui ont utilisé la technologie de séquencage de nouvelle
génération NGS (Next-Generation-Sequencing) afin de mieux caractériser la génomique du
CG, améliorer la compréhension des aspects génétiques moléculaires et identifier de
nouveaux biomarqueurs, qui facilitent le pronostic et I'établissement de nouvelles cibles
thérapeutiques, ont proposé deux classifications moléculaires (figure 1) [(Singh et al, 2021) ;
(Katona et Rustgi, 2017)] :

En 2014, dans le cadre du projet de réseau de recherche de I'atlas du génome du
cancer (TCGA : The Cancer Genome Atlas), les chercheurs ont classé le carcinome gastrique
en quatre sous-types moléculaires principaux en effectuant  une évaluation moléculaire
complete de 295 adénocarcinomes gastriques primitifs. Ces sous-types comprennent

notamment :

> Les tumeurs positives pour le virus d’Epstein-Barr (EBV-+) : qui présentent
des mutations récurrentes de PIK3CA, une hyperméthylation extréme de I’ADN et une
amplification  de JAK2, CD274 (également connu  sous le  nom PD-L1)
et PDCD1LG2 (également connu sous le nom PD-L2).

> Les tumeurs instables des microsatellites (MSI): qui présentent des taux de
mutation élevés, y compris des mutations de genes codant pour des protéines de signalisation

oncogeniques ciblables.
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> Les tumeurs génomiquement stables (GS) : qui sont enrichies pour le variant
histologique diffus et les mutations de RHOA ou les fusions impliquant des protéines
activatrices de la GTPase de la famille RHO.

> Les tumeurs présentant une instabilité chromosomique (CIN): qui présentent
une aneuploidie marquee et une amplification focale des récepteurs tyrosine kinases (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2014).

En 2015, le groupe asiatique de recherche sur le cancer (ACRG : Asian Cancer
Research Group) a analysé I’expression de ’ARNm de 300 CG, et a également identifié

quatre sous-types moléculaires :

> MSI élevé.

> Microsatellite stable / transition épithéliale-mésenchymateuse (MSS/EMT).

> Microsatellite stable / TP53 intact (MSS/TP53+, p53 actif).

> Microsatellite stable / perte TP53 (MSS/TP53—, p53 inactif) (Toh et Wilson,
2020).

TCGA ACRG
EBV

MSI
CIN

MSS/TP53*

Figure 1 : Les classifications moléculaires (Katona et Rustgi, 2017).

5. Les biomarqueurs moléculaire et cancer gastrique

5.1. Définition d’un biomarqueur du cancer

Dans les cancers, les biomarqueurs sont tout indicateur moléculaire mesurable du risque

de cancer, de la survenue d'un cancer ou des résultats pour le patient. Ils peuvent inclure des
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variantes génétiques germinales ou somatiques, des signatures épigénétiques, des modifications
transcriptionnelles et des signatures protéomiques. Ces indicateurs sont basés sur des
biomolécules, telles que les acides nucléiques et les protéines, qui peuvent étre détectées dans
des échantillons prélevés sur des tissus par biopsie tumorale ou, plus facilement et de maniére
non invasive, sur du sang (ou du sérum ou du plasma), de la salive, des écouvillons buccaux,

des selles, de I’urine, etc (Sarhadi et Armengol, 2022).

Un bon biomarqueur doit répondre a une série d'exigences : il doit étre fiable, détectable
par des techniques de laboratoire hautement spécifiques disponibles, avec un taux de faux

positifs et négatifs faible (Garcia-Alfonso et al., 2021).

5.2. La déecouverte les biomarqueurs moléculaires du cancer

Malgré que la découverte de nouveaux biomarqueurs est trés importante pour
développer des médicaments thérapeutiques efficaces, il est difficile de découvrir de
nouveaux biomarqueurs spécifiques a molécule unique, nécessitant une connaissance
approfondie préalable des voies biologiques associées a une maladie et de la pharmacologie
des nouveaux médicaments (Sempionatto et al., 2022). Traditionnellement, la recherche
biomédicale est fondée sur des hypothéses. Les chercheurs émettent des hypothéses et
congoivent des expériences pour les tester. Les progrées récents dans les technologies a haut
débit ont donné lieu a une recherche davantage axée sur la technologie. Plutét que d’émettre
une hypothese, les chercheurs appliquent des méthodes a haut débit aux systemes biologiques
et recherchent des résultats intéressants qui pourraient conduire a la génération d’hypotheses
pour d’autres tests (Maruvada et al., 2005). Au cours de la derniére décennie, de nombreuses
tentatives ont été faites pour déméler les mécanismes moléculaires de la cancérogenese
impliquant des approches OMICS uniques. Les technologies « OMICS » sont caractérisées
par des interfaces a haut débit qui facilitent [I'étude génomiques, épigénomique,
transcriptomique, protéomiques et métabolomique de maniére globale et non biaisée
(Chakraborty et al., 2018) (figure 2).

Malheureusement, malgreé les avancées impressionnantes dans la recherche en biologie
tumorale ainsi que dans ces technologies "omiques” de haute puissance, la traduction des
biomarqueurs candidats du cancer du laboratoire au chevet du patient est longue et difficile, et
seuls quelques tests de marqueurs tumoraux ont été intégrés avec succes dans les soins

cliniques de routine des patients oncologiques (Mordente et al., 2015).
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Figure 2 : Approches pour la découverte des biomarqueurs pour I'application clinique

(Maruvada et al., 2005).

5.3. Types de biomarqueurs du cancer

Les biomarqueurs du cancer peuvent étre classés dans les catégories suivantes enfonction

de leur utilisation (Goossens et al., 2015) :
» Les biomarqueurs diagnostiques

Sont utilisés pour la stratification du risque et la détection précoce, ce qui pourrait
prolonger la survie globale (Zygulska et Pierzchalski, 2022).

» Les biomargueurs pronostiques

Visent a informer les médecins du risque de résultats cliniques tels que la récidive du

cancer ou la progression de la maladie a I’avenir (Goossens et al., 2015).
> Les biomarqueurs prédictifs

Evaluent le bénéfice probable d'un traitement particulier (Madu et Lu, 2010). Il est
important de noter qu'un seul biomarqueur peut répondre a plusieurs critéres pour
differentes utilisations. Ainsi, bien que les définitions puissent se chevaucher, elles ont
également des caractéristiques distinctives claires qui spécifient des utilisations
particuliéeres (Califf, 2018).
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5.4. Biomarqueurs du cancer gastrique

Etant donné que le CG est souvent asymptomatique a ses débuts, des méthodes non
invasives de détection précoce sont nécessaires de toute urgence (Hong et Liu, 2022). Les
marqueurs tumoraux gastriques ont été utilisés pour le diagnostic, la déterminationdu stade
clinique, I'évaluation des réponses au traitement et le dépistage des récidives apres un
traitement réussi (Matsuoka et Yashiro, 2018). Des efforts continus ont été consacrés au
développement des biomarqueurs moléculaires (Wu et al., 2014). Parmi les biomarqueurs

rapporteés :

-HER?2 : est le premier biomarqueur moléculaire disponible en pratique clinique. Bien que
I’importance de la valeur pronostique et prédictive de HER2 ne soit pas établie dans le CG,
I’'importance de HER2 en tant que biomarqueur est connue. Le trastuzumab est le premier
agent moléculaire un agent ciblant HER2 approuvé comme traitement standard en CG
(Matsuoka et Yashiro, 2018).

-L'antigene carcinoembryonnaire (CEA) : est un marqueur couramment utilisé pour le CG
(Polat et al., 2014) pour déterminer le pronostic et surveiller les effets thérapeutiques des
traitements (Yu et Zheng, 2018).

-L’antigéne glucidique (CA) 19-9, CA 72-4, CA 125 et alpha-foetoprotéine : ces molécules
protéiques ont également été signalées comme étant utiles pour le pronostic et le suivi de la
récidive des CG (Wu et al., 2014).

-Le pepsinogene sérique : ’'un des biomarqueurs les plus étudiés pour la prédiction des
Iésions gastriques précancéreuses a été le pepsinogene sérique (SPG). Le pepsinogéne | (PGI)
est secrété par les glandes fundiques, tandis que le pepsinogéne Il (PGII) est produit par les
cellules fundiques, pyloriques et la glande de Brunner. Les taux sériques de PGI et de PGII
augmentent avec la progression de la gastrite. Au fur et a mesure que la mugueuse de la
glande fundique est réduite en raison de la gastrite, les taux sériques d’PGI diminuent
progressivement, tandis que les taux sériques de PGII restent stables. Par conséquent, le
rapport PGI/PGII seérique (sPGr) diminue avec la progression de la gastrite, ce qui reflete la

sévérité de I’atrophie gastrique (Conti et al., 2023).

-MSI : De nombreuses études examinant I'association entre le MSI et le pronostic du CG ont
été réalisées, dont la majorité ont démontré que le MSI est associé a un comportement moins

agressif et a une survie plus favorable. Cependant, des études supplémentaires n'ont indiqué
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aucune valeur pronostique pour les MSI (Jin et al., 2015). Le statut MSI-H est considéré
comme un marqueur pronostique favorable pour les patients atteints d’un CG résécable.
Simultanément, il s’agit également d’un facteur prédictif négatif potentiel chez ces patients,

car ils pourraient ne pas bénéficier d’une chimiothérapie néoadjuvante/adjuvante (Nie et al.,

2023).

-PD-L1: est surexprimé dans environ 40 % des CG appartenant au type EBV-positif. La
surexpression de PD-L1 peut étre considérée comme un biomarqueur prédictif de la réponse
a une thérapie ciblée. Le ciblage de la voie PD1/PD-L1 représente une stratégie prometteuse
pour le traitement du CG (Abbas et al., 2018).

-CLDN18.2 : La recherche récemment rapportée concernant Claudin18.2 (CLDN18.2), un
membre de la famille Claudin, a révélé que CLDN18.2 est associé au développement et a la
progression de la tumeur et est situé sur la membrane cellulaire externe. Il est exprimé dans
divers types de tumeurs, en particulier dans les cellules cancéreuses gastriques. Ces
caractéristiques biologiques suggerent que CLDN18.2 pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle (Ye et al., 2020).

-EGFR : (récepteur du facteur de croissance épidermique) est exprimé dans environ un tiers
des CG, et il y a une indication que le nombre élevé de copies est associé a un pronostic
défavorable dans ce cancer. A l'inverse, d'autres études suggérent que I'expression d'EGFR
pourrait également étre un bon facteur pronostique ou n‘avoir aucune signification pronostique
du tout. Son réle pronostique n'a pas encore été établi et reste controversé, bien que des

inhibiteurs d'EGFR soient actuellement en cours d'investigation (Abbas et al., 2018).

-ARN non codant : Différents ARN non codants, tels que ’ARN long non codant (ARNInc),
I’ARN circulaire (circARN) et le microARN (miARN), sont impliqués dans le développement
du CG (Niclausset al., 2021), et certains sont identifiés comme biomarqueurs pronostiques et
diagnostics potentiels dans des études par exemple : RP11- 244 K5.6, CircSLIT2, CircTNIK,
hsa-miR-21, hsa-miR-133a, has-miR-146b, has-miR-29c [(Guo et al., 2023) ; (Wang et al.,
2023) ; (Chen et al., 2023) ; (Azari et al., 2023)].

-Altérations épigénétiques : Les marqueurs épigénétiques peuvent étre utilisés dans la pratique

clinique pour prédire le comportement tumoral et le pronostic du patient atteint d’un CG

(Puneet et al., 2018).
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-Mutations dans des génes critiques : un rapport affirme que la présence de mutations de KRAS
est associée a un pronostic plus sombre chez les patients atteints du CG proximal, et peuvent
avoir une valeur prédictive pour la réactivité aux inhibiteurs de I'EGFR-tyrosine kinase dans le
CG, similaire a ce qui a été montré dans le cancer colorectal (Durées et al., 2014). De plus,
plusieurs génes critiques ont été utilisés comme biomarqueurs de pronostic potentiels dans des
revues (Wu et al., 2014), notamment TP53, HRAS, BRCAL, PIK3CA,AKT1 et SMARCA4
(Hong et Liu, 2022).

-Le microbiome : Des publications récentes ont révélé que la carcinogenese gastrique est
associee a la dysbiose. Les bactéries buccales et dautres microbes comme Prevotella
intermedia, Prevotella oris et fusobacterium nucleatum pourraient également jouer un réle
dans le développement et la progression de cette tumeur maligne. L'analyse du microbiome
dans diverses parties du corps et fluides montre un grand potentiel en tant que nouveau
biomarqueur non invasif pour le diagnostic et la surveillance de divers maladies (Jonaitis et
al., 2022).

Bien que de nombreuses études aient été menées sur les biomarqueurs moléculaires, la
plupart des biomarqueurs identifiés ont échoué dans les études de validation. Presque tous les
patients atteints d’un CG avancée ne peuvent toujours pas étre traités par un traitement ciblé
et, a I’heure actuelle, aucun marqueur diagnostique n’est disponible pour la prévention
secondaire. Pour étre en mesure d’utiliser les biomarqueurs associés au CG dans les soins
cliniques des patients, examen complet pour déterminer la direction a suivre pour identifier le
point précis du biomarqueur qui peut étre exploré pour le traitement personnalisé (Matsuoka
et Yashiro, 2018).

6. Facteurs de risques du cancer gastrique
De nombreux facteurs peuvent jouer un réle dans le développement du cancer de I'estomac

(Poorolajal et al., 2020) :

6.1. Les antécédents familiaux

Les antécédents familiaux sont considérés comme I'un des facteurs de risque les plus
importants (Machlowska et al., 2020). Il a été rapporté que le risque de CG chez les
personnes ayant des antécédents familiaux de cette maladie était 2 a 10 fois plus élevé que

celui des autres personnes (Yusefi et al., 2018).
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6.2. Les lésions précancséreuse

Un certain nombre d’affections précancéreuses ont été identifiees comme I'un des
facteurs de risque prédisposant au cancer de I'estomac. Parmi celles-ci, on peut citer la gastrite
atrophique chronique et la métaplasie intestinale causées par une infection a H. pylori ou une
auto-immunité (anémie pernicieuse), l'ulcere gastroduodénal, le moignon gastrique apres une

gastrectomie partielle et les polypes gastriques (Gullo et al., 2020).

6.3. Age

L’incidence du CG augmente progressivement avec I'age (Karimi et al., 2014), et est le
plus souvent diagnostiquée entre 60 et 80 ans (Krejs, 2010). Il a été proposé que I'adge au
moment de l'apparition de l'infection a H. pylori puisse étre déterminant de l'issue de la
maladie. L'apparition de I'infection a H. pylori tot dans la vie a été associée a un risque accru
de ce cancer (Compare et al., 2010).

6.4. Sexe et race

L’incidence du CG est différente selon le sexe, les hommes sont deux a trois fois plus

sensibles que les femmes (Machlowska et al., 2020).

Il existe des variations significatives dans 1’incidence globale du CG entre les différents
groupes ethniques vivant dans la méme région. La répartition ethnique du cancer du cardia est
différente, avec une proportion de Blancs par rapport aux Noirs aux Etats-Unis et de non-

Maoris par rapport aux Maoris en Nouvelle-Zélande (Kelly et Duggan, 2003).

6.5. Régime alimentaire

L’alimentation et les habitudes alimentaires sont 1’'un des facteurs les plus importants de
I’incidence du CG. Sur la base des résultats, 1’'un des facteurs de risque alimentaires

mentionnés dans un plus grand nombre d’études (en comparaison avec d’autres facteurs) était
un régime salé (Yusefi et al., 2018), il a été postulé que l'utilisation continue des doses

importantes de sel entrainerait une gastrite atrophique précoce, augmentantle risque ultérieur
de cancer de I'estomac (Kelly et Duggan, 2003). De plus, les viandes animales grillées et les
aliments fumés améliorent probablement la progression du CG (Machlowska et al., 2020).
Par ailleurs, les facteurs alimentaires protecteurs sont : les fruits et légumes (riches en

carotenoides, folate, composes phytochimiques et vitamine C) (Rawla et Barsouk,2019).
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6.6. Le groupement sanguin

Le réle des groupes sanguins ABO dans le CG a été initialement suggeré il y a plus de 60
ans, avec I'observation clinique que les patients atteints de CG étaientplus susceptibles d'avoir le
groupe sanguin A que les témoins. Depuis, I'association des groupessanguins ABO et du risque

de CG a été largement étudiée ; cependant, les résultatsont eté variables (Mao et al, 2019).

6.7. Le tabagisme et alcool

La fumée de cigarette contient des produits chimiques mutagenes qui appartiennent aux
catégories « probablement cancérigénes » ou « possiblement cancérigénes ». En plus des
radicaux libres, la fumée de cigarette est également riche en gaz toxiques de combustion qui
peuvent atteindre une concentration trés élevée et participer a la formation de radicaux plus
importants. Le tabagisme augmente le risque de cancers du poumon, de la vessie, du col de
I'utérus, des reins, du larynx (boite vocale), du pharynx (haut de la gorge), du nez, de la
bouche, de l'esophage (tuyau alimentaire), du pancréas, du foie et de certains types de
leucémie et de I'estomac (Pasupathi et Pichandi, 2011), mais dans le CG semble agir comme
un facteur de risque modéré par rapport aux autres cancers liés au tabac (de Martel et al.,
2013), donc I'effet du tabagisme sur le CG est dose-dépendant et additif en présence d'autres
facteurs de risque. Cependant, le tabagisme passif ne semble pas augmenter le risque (Lee et
Derakhshan, 2013).

Il a été démontré aussi que la consommation d'alcool augmente le risque du CG, il est
connu pour irriter et éroder la muqueuse de I'estomac, entrainant une gastrite, un précurseur

du cancer de I'estomac (Rawla et Barsouk, 2019).

6.8. Obésite

L’obésité est un probleme croissant dans les sociétés modernes et a été associée a une
gamme de maladies, y compris le cancer du cardia. Par rapport aux personnes ayant un indice
de masse corporelle (IMC) <25, les personnes ayant un IMC de 30 a 35 ont un risque 2 fois
plus élevée, et ceux ayant un IMC >40 ont un risque 3 fois du cancer de la jonction

aesophagogastrique, y compris le cancer du cardia (Karimi et al., 2014).

6.9. Chirurgie gastrique

Etant donné qu'une possible association entre chirurgie gastrique et un CG ultérieur a été

observée pour la premiére fois en 1922, il y a eu de nombreux rapports sur le sujet. De
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nombreuses études, y compris des vastes études de suivi a long terme, indiquent un risque
accru du CG en particulier 15 ans ou plus aprés une chirurgie gastrique (Kelley et Duggan,
2003).

6.10. Les agents infectieux

Environ 13 a 15 % des cancers humains dans le monde peuvent étre attribues a des
agents infectieux. Un exemple démonstratif est le CG, qui est fortement associé aux infections

causées par la bactérie H. pylori et d’autres agents pathogenes (Palrasu et al., 2021).

H.pylori est I'une des infections les plus fréquentes affectant plus de 50% dela population
mondiale. La plupart des personnes infectées ont une gastrite chronique symptomatique dont
une petite minorité développe un CG (Compare et al., 2010). Des auteursont estimé que 75 %
des CG non cardiaques dans le monde sont attribuables a H. pylori (de Martel et al., 2013).
Outre H. pylori, différentes bactéries gastriques telles que Lactobacillus, Streptococcus,
Veillonella, Prevotella, Fusobacterium, Lachnospiraceae, Leptotrichia et Clostridium ont été
identifiées comme étant impliquées dans différentes étapes du développement du CG (Nasr et
al., 2020).

Par ailleurs, divers virus couramment trouvés dans l'estomac semblent également jouer
un réle dans le développement du CG comprennent le virus d'Epstein-Barr (EBV),le virus du
papillome humain (HPV), le cytomégalovirus (CMV), le virus John Cunningham (JCV), le
virus lymphotrope des cellules T humaines (HTLV-1) et I'népatite B (HBV) (Fattahiet al.,
2018).
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Chapitre 2 : Le r6le des agents pathogenes viraux (EBV, HPV) dans le cancer de

I’estomac

1. Epstein-Barr virus (EBV)

1.1. Généralités

L’EBV a été decouvert pour la premiére fois dans une lignée cellulaire dérivée du
lymphome de Burkitt (BL) par Michael Epstein, Yvonne Barr et Bert Achong en 1964 par
microscopie électronique, plus tard, il a été reconnu qu’il est trés répandudans le monde entier
[(Epstein et al., 1964) ; (Smatti et al., 2018)]. L’EBV est un membre dela famille des virus
herpés (Delecluse et al., 2017) qui tirent leur nom du grec herpés signifiant « ramper »,

appartenant a la famille des Herpesviridae (Roizman, 1982).

Dans cette famille, huit virus sont strictement humains et sont la cause des infections
dont les manifestations cliniques sont différentes, avec des présentations dermatologiques
souvent similaires. On distingue trois sous-familles : alpha, béta et gamma-Herpesviridae
(Bessis et Laurent, 2008). L’EBV est classé dans la sous-famille des Gammaherpesvirinae, le

genre Lymphocryptovirus et I'espece herpesvirus Human 4 (Gequelin et al., 2011).

Des études basées sur le séquencage ont révélé I'existence de deux types d'EBV
(Gequelin et al., 2011), EBV de type 1 (EBV 1) ou (EBV A) et EBV de type 2 (EBV 2) ou
(EBV B), qui se distinguent par les différences au niveau des genes : 'EBNA2 et de 'EBNA-
3A, -3B et -3C (Zanella et al., 2019). Les types EBV 1 et 2 peuvent en outre étre subdivises en
différentes souches virales. La plupart des investigations concernant la variabilité génétique des
souches d'EBV étaient basées sur I'étude de l'oncogéne LMP-1 car il a un degré de

polymorphisme plus élevé que la plupart des autres genes d'EBV (Smatti et al., 2018).

Le mode de transmission d’EBV est essentiellement salivaire, a partir de porteurs sains
ou des sujets convalescents, la transmission pouvait aussi intervenir par transfusion sanguine
(Lupo et al., 2019).

1.2. Structure et organisation génomique
La structure du virion EBV est similaire a celle des autres herpésvirus, avec une taille
d’environ 120 a 200 nm. Le génome viral est composé d’une molécule d’ADN linéaire double

d'environ 172 paires de kilobases (kbp) selon les souches, entourée d’une nucléocapside
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icosaédrique de 162 capsomeres et d’un tégument. L’ensemble se trouve a I’intérieur d’une
enveloppe virale dérivant des membranes (bicouche lipidique) de la cellule héte qui contient
des glycoprotéines dont 1’agencement forme des spicules [(Maréchal et Piolot, 2001) ;(Smatti

et al., 2018)] (figure 3).

Le génome viral qui code pour plus de 85 génes, comprenant une série des régions des
répétitions directes terminales de 0,5 kb & chaque extrémité (TR), des séquences répétées
internes (IR) qui servent a diviser le génome en domaines des séquences uniques courts et longs
qui ont la plus grande partie de la capacité de codage (environ 80 régions codantes possibles)
[(Rivailler et al., 2002) ; (Zanella et al., 2019)].

A B
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LMP2A| Cp/Wp

Glycoprotein
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Tegument

B A
EBNA3

Figure 3 : La structure et le génome de I'EBV (Guan et al., 2019).

1.3. Cycle de « vie » de I'EBV

L'EBV est défini par un cycle de vie viral discret avec des phases d'infection primaire,
de latence et de réactivation lytique (figure 4) (Dugan et al., 2019). L'infection par I’EBV est
principalement latente, cependant, l'infection lytique est détectée chez les individus
séropositifs en bonne santé et devient plus importante dans certaines conditions pathologiques
(Mckenzie et EI-Guindy, 2015).

1.3.1. Infection primaire et réplication lytique
Le site primaire de ’infection a EBV se trouve dans la muqueuse de 1’oropharynx, ou
les cellules épithéliales et lymphocytes B du tissu lymphoide local sont infectés. Les cellules B
sont les principales cibles de I'infection a EBV, en raison de I’expression de CD21, mais il peut

également infecter les cellules épithéliales par des processus distincts (Hatton et al., 2014).
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L'EBV se fixe aux cellules B via la liaison de la protéine virale gp350 au CD21, ensuite
la glycoprotéine gp42 interagit avec les molécules HLA de classe 11 des cellules B et déclenche
la fusion avec la membrane héte. Dans les cellules épithéliales depourvues de CD21, la protéine
BMRF-2 de ’EBV interagit avec les lintégrines B1 et la protéine d'enveloppe d’EBV gH/gL
déclenche la fusion via l'interaction avec les intégrines avp5, avp6, ou avp8 [(Odumade et al.,
2011) ; (Zuoetal., 2014) ; (Tsang et al., 2014)]. Apres fixation, le virus pénétre par endocytose
et libere la nucléocapside dans le cytoplasme (Odumade et al., 2011). La nucléocapside migre
en direction des pores nucléaires et se desintégre progressivement pour laisser la molécule

d’ADN viral entrer seule dans le noyau (Germi et al., 2011).

Plusieurs rapports suggérent un modéle dans lesquelles les particules d'EBV infectent les
cellules épithéliales de la cavité buccale et subissent une réplication lytique entrainant la
production d'une nouvelle progéniture virale. Les particules virales libérées se sont propagées
a la sous-mugueuse buccale pour infecter les lymphocytes B circulants et établir une infection
primaire. Aprés son entrée dans les cellules B, I'EBV subit une phase transitoire nécessaire
d'expression d'un sous-ensemble de genes lytiques. L'expression de cet ensemble limité de
genes lytiques précoces est essentielle pour initier et maintenir la latence dans les lymphocytes

B nouvellement infectés (Mckenzie et EI-Guindy, 2015).

1.3.2. La latence virale

La primo-infection des lymphocytes B au niveau de I’oropharynx est suivie d’une phase
de latence, qui est caractéristique de I’infection a EBV dans les cellules LB mémoires de I’hote
(Dieudonne et al., 2021), dans laquelle le génome de I'EBV est maintenu sous la forme d'un
plasmide extrachromosomique circulaire (Miller, 1990). Pendant cette phase, certaines genes
codés par I'ADN viral sont exprimés dont : 6 polypeptides différents trouvés dans le noyau
(EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C et EBNA-LP), 3 protéines
membranaires latentes (LMP-1, LMP-2A et LMP-2B) et 2 petits ARN non codants (EBER1
et2) et des transcrits de la région BamH1A du génome, les BARTs (Amiel, 2013). L’analyse
desgénes mutés ou délétés a montré que certaines de ces protéines sont indispensables a la
transformation cellulaire (ou immortalisation), en particulier EBNAZ2, 3A, 3C et LMP1 (Germi
etal., 2011).

On distingue 4 programmes de latence (III, I, 1, 0) liés aux différents stades de
maturation des lymphocytes B (Dieudonne et al., 2021). un modeéle du centre germinal de la

persistance de I'EBV, qui porte également le nom d'un schéma de différenciation linéaire de la
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latence 111 (cellules B naives) a la latence 11 (cellule B du centre germinal) puis a la latence 0
ou | (cellule B mémoire), a été proposé sur la base d'une régulation négative successive de
I'expression latente de la protéine EBV le long de la voie de différenciation des cellules B,

suggerant que I'EBV entraine cette différenciation a travers ses oncogenes (Miinz, 2019). Parmi

ces quatre types d’expression génique latente décrits, trois (latence 111, 11 et I) sont observés

dans les néoplasmes malins associés au EBV (Oleynikova et al., 2021).
La latence de type 111

Dans les maladies lymphoprolifératives des immunodéprimés, I'EBV exprime un
programme de latence de type Il (Chau et al., 2006), caractérisée par la co-expression de
EBNA2 et EBNA-LP avec EBNA-1, EBNA-3A, EBNA-3B et EBNA-3C, ainsi que LMP1,

LMP2A et LMP2B (Kempkes et Robertson, 2015).
La latence de type 11

Généralement associé a carcinome du nasopharynx associée a I'expression de genes
viraux supplémentaires, tels que LMP1 et LMP2A (Chau et al., 2006).

La latence de type |

C’est celle que I’on trouve dans le lymphome de Burkitt endémique et sporadique, est

caractérisée par I'expression des genes viraux EBNAL, EBERS et BART (Chau et al., 2006).

La latence de type O

Dans laquelle ’EBV persiste dans les cellules B ou les cellules infectées sans expression
d’ARNm ou des protéines latentes (Shah et Young, 2009).

1.3.3. La réactivation

Les cellules B infectées de maniére latente peuvent parfois étre stimulées pour réactiver
I'EBV (Odumade et al., 2011). La réactivation peut étre induite In vitro par certains réactifs
chimiques ou biologiques, par contre In vivo, les stimuli ne sont pas clairs (Murata et Tsurumi,
2014). 11 a été rapporté que I’EBV se réactive In vivo peur passer en phase lytique dans des
conditions de stress psychologique avec un affaiblissement conséquent de I’immunité cellulaire
(Kerr, 2019). Un sujet immunocompétent, peut avoir une réactivation de I’EBV sans
symptdmes spécifiques en raison du contrdle de I’infection par les lymphocytes T cytotoxiques.

Cependant, chez les patients immunodéprimés, par exemple apres une greffe d’organe solide
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ou de cellules souches, la réactivation virale est soupgonnée d’entrainer des complications

graves (Maurmann et al., 2003).

Lors de la réactivation lytique, I'EBV passe brievement par trois phases lytiques
consécutives comprenant la phase précoce immeédiate (IE : Early Immediate), précoce (E :
Early) et tardive (L : late). Les génes viraux IE BZLF1 et BRLF1 sont d'abord transcrits pour
coder les transactivateurs, Zta et Rta, respectivement (Li et al., 2016), qui fonctionnent comme
des activateurs transcriptionnels et induisent I'expression du niveau suivant des génes EBV
(Adamson et Kenney, 2001). Les genes viraux précoces sont ensuite actives sequentiellement
par ces deux transactivateurs. La plupart des genes précoces codent pour des protéines
responsables de la réplication de I'ADN viral (Chua et al., 2007). Ensuite, la plupart des génes
tardifs commencent a étre transcrits, qui codent principalement pour des protéines structurelles,
conduisant finalement a I'assemblage et a la libération des particules infectieuses (Gruffat et
al., 2012).Bien que tous les cancers associés au EBV impliguent le cycle latent, le cycle lytique
viral contribue également au développement et au maintien des tumeurs malignes par
I’induction de facteurs de croissance et la production de cytokines oncogénes (Li et al., 2016).
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Figure 4 : Cycle de vie d’EBV (Odumade et al., 2011).

1.4. EBV et cancers associés

Plus de 90% de la population adulte dans le monde est chroniquement infectée par
I’EBV. 1l est bien établi que ce virus est associ€¢ a un certain nombre de tumeurs malignes,
notamment le lymphome hodgkinien, le lymphome de Burkitt, le lymphome diffus a grandes

cellules B, le carcinome nasopharyngé et le carcinome gastrique, il est classé comme
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cancérogeéne du groupe 1 par le centre international de recherche sur le cancer [(Kawa, 2000) ;
(Correiaetal., 2018) ; (Shen et al., 2021)].

1.5. EBV et cancer gastrique

1.5.1. Epidémiologie

Défini par la présence d'EBV dans les cellules cancéreuses gastriques, le CGaEBV
(Cancer Gastrique associé au Virus d’Epstein-Barr) a une incidence annuelle de 75 000 a 90

000 cas par an, ce qui représente la plus grande sous-population parmi les tumeurs liées a 'EBV

(Naseem et al., 2018). C’est une maladie non endemique répartie dans le monde. Cependant, il
existe certaines différences régionales dans l'incidence du CGaEBV. La variation dans le taux
d’incidence dans différentes populations peut étre affecter par I’hétérogénéité dans le génome
de ’EBV (Correiaet al., 2018), ainsi que par des facteurs géographiques et environnementaux,
car CGaEBYV est légérement plus fréquente chez les Caucasiens que chez les Asiatiques (Saito
et Kono, 2021).

1.5.2. Infection a EBV dans les cellules épithéliales gastriques

Les CGaEBV surviennent suite & une infection a EBV et a la transformation des
cellules épithéliales gastriques. 1l a été supposé que cela se produit généralement chez les
patients souffrant d'inflammation gastrique a long terme, de dysplasie oude gastrite atrophique
chronique (Stanland et Luftig, 2020). Ce sous-type des tumeurs gastriques sont constituées
de populations monoclonales de cellules épithéliales infectées par I'EBV. La clonalité du
génome viral suggere que l'infection par I'EBV est un événement précocede cancérogénese du
CGaEBV (Abe et al., 2015).

Le mécanisme de l'invasion par I’EBV dans les cellules épithéliales gastriques n'est pas
encore entierement compris (Ignatova et al., 2020). 1l existe actuellement deux théories sur les
mécanismes de l'infection a EBV. La premiere est que I'EBV infecte les lymphocytes B et les
cellules épithéliales buccales. Lorsque la salive contenant I'EBV pénetre dans le tube digestif,
I'EBV infecte directement les cellules épithéliales de I’estomac. La deuxiéme théorie est que
I'EBV est réactivé d'une maniére ou d'une autre dans les lymphocytes B de I'estomac, puis libéré

pour infecter les cellules épithéliales (Sun et al., 2020).

La séquence d'événements proposée au sein de la muqueuse gastrique est la suivante :

apres infection de certaines cellules souches gastriques, ’EBV entre dans la période
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d'incubation dans le corps humain, et exprime des génes viraux latents ; ensuite il provoque
la répression médiée par la méthylation de I'ADN des génes suppresseurs de tumeurs, le
déséquilibre de la voie de signalisation cellulaire, I'expression anormale des genes, la génération
d'un microenvironnement tumoral de cellules épithéliales gastriques infectées et I'initiation et
le developpement du CG (Figure 5) [(Fukayama et al., 2008) ; (Sun et al., 2020
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Figure 5 : Séquence possible des événements dans le développement du carcinome gastrique
associé a’EBV (Fukayama et al., 2008).

1.5.3. Types de latences et genes latents
Il est largement admis que le CGaEBV appartient au type de latence I, ou les genes
viraux EBNAL, EBER1/2, UBARTS et LMP2A peuvent étre exprimés (Yau et al., 2014). Les
deux autres protéines virales représentatives, EBNA2 et LMP1, ne sont pas exprimées dans les
néoplasmes de latence I, dont chacun ayant une activité d'immortalisation dans les lymphocytes
et une transformation dans les cellules de rongeurs, respectivement (Fukayama, 2010).

Cependant, des découvertes récentes suggérent que le profil viral latent du CGaEBV
correspond a la latence 1 ou Il ; dans cette derniere, les protéines membranaires latent 1, 2A, 2B

et I’antigéne BARF1 sont également exprimeés (Yang et al., 2020).

La transcription des génes précoces immediats, BZLF1 et BRLF1, a été détectée dans
certains cas de carcinome gastrique sans progression ultérieure du cycle lytique. De méme,

I'expression de BZLF1 a été observée dans des cellules de carcinome gastrique In vitro en
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culture a long terme apreés une infection a EBV, mais trés peu d'entre elles ont progresse vers la
phase tardive (Shinozaki-Ushiku et al., 2015).

1.5.4. Le profil moléculaire

Les profils tumorigénes génétiques et épigénétiques du CGaEBV sont assez différents

de celui de I'adénocarcinome gastrique conventionnel (Yang et al., 2020).

Une caractéristique frappante du CGaEBYV est I'hyperméthylation extréme des CpG, y
compris les Tlots CpG promoteurs et non promoteurs du génome humain (Gulley, 2015),
fournissant un mécanisme de contréle viral des fonctions cellulaires favorisant la persistance et

la propagation virales (Gulley, 2015). Des études sont actuellement en cours pour déterminer

si les cellules hétes initient la méthylation a I'échelle du génome comme mécanisme de défense
ou si I'EBV initie le processus directement. Il a été rapporté que LMP2A induit une
surexpression de ’'DNMT1 ou DNMT3b de 1'hote et initie une méthylation a 1'échelle du
génome. Au total, 886 génes sont connus pour étre méthylés, avec une régulation négative

d'environ 216 génes (Naseem et al., 2018).

Une analyse compléte a classé les CG en trois épigénotypes en fonction de leurs profils
de méthylation de I'ADN, a partir desquels un épigénotype extrémement fortement méthylé (E-
HME) a été identifié comme un phénotype unique des CGaEBV (Usui et al., 2021). La
méthylation de la région promotrice dans APC, p16, MINT1, MLH1, TP73 et HOXAL10 a été

spécifiqguement observée dans le CGaEBV (lizasa et al., 2012).

De plus, non seulement la méthylation de I'ADN, mais également d'autres altérations
épigénétiques causées par l'infection a EBV peuvent contribuer a la carcinogenese (Usui et al.,
2021).

Le CGaEBYV abrite des altérations génétiques particuliéres, notamment une fréquence
élevée de mutations dans PIK3CA, ARID1A et BCOR (Abe et al., 2015), et une amplification
de JAK2 et PD-L1/L2 [(Shinozaki-Ushiku et al., 2015) ; (Saito et Kono, 2021)]. Cependant,
Presque tous les CGaEBYV sont dépourvus de mutation TP53 (Usui et al., 2021).

Le EBV peut activer diverses voies de signalisation, telles que le facteur nucléaire kB,
PIBK/AKT, JAK/STAT, MAPK, TGF-$ et Wnt/B-caténine (Luo et al., 2021).
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1.5.5. Caractéristiques clinico-pathologiques

Les Principales caractéristiques clinico-pathologiques du CGaEBV, comprennent :

- Un taux d'infection élevé chez les hommes a un stade précoce de moins de 65 ans (Qiao et
al.,2019).

- Une morphologie unique généralement appelé carcinome de type lymphoépithéliome, qui
consiste en des nids de cellules tumorales peu différenciés entremélés a une infiltration

lymphocytaire dense (Shinozaki et al., 2010).

- La tumeur survient souvent dans lI'estomac proximal (cardia et corps gastrique) (Ignatova et
al., 2020).

- Histologiquement, le CGaEBYV présente un type histologique diffus (lizasa et al., 2012).

- Un pronostic relativement meilleur que le carcinome gastrique EBV négatif (Shinozaki et
al.,2010).

- Prés de la moitié des cas sont positifs pour les MUC5AC, MUCS6 alors que l'autre moitié sont
négatifs pour les MUC2, CD10 (Abe et al., 2015).

- Expression de la claudine de type gastrique CLDN18, mais pas le type intestinal CLDN3
(Abeet al., 2015).

A T’heure actuelle, les caractéristiques clinico-pathologiques et la signification
pronostique de I’infection par I’EBV pour les patients atteints de CG restent controversées (Li
etal., 2023).

1.5.6. Techniques de détection d’EBYV dans le cancer gastrique

Des méthodes de détection biochimiques, sérologiques, immunologiques, histologiques,
cytologiques et moléculaires pour détecter I'EBV sont nécessaires a des fins de recherche
fondamentale, épidémiologique et de gestion clinique pour différentes maladies. Le
développement de méthodes de laboratoire avancées permet un diagnostic rapide et précis des
manifestations cliniques, qui a leur tour, peuvent contribuer au pronostic et a la réussite du

traitement (Tonoyan et al., 2020).
L’hybridation In situ (ISH)
L'hybridation In situ (ISH) de I'ARN codé par I'EBV (EBER) a longtemps été considérée

comme I'étalon-or pour leur détection (Bai et al., 2022). Cette technique repose sur I’utilisation
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de la sonde EBER-1 qui est une séquence de bases qui peut spécifiguement s'anneler au petit
ARNm codé par I'EBV. La sonde peut détecter des échantillons du CG fixés par du
formaldéhyde et inclus dans de la paraffine, permettant la détection de I'EBV dans les cellules
tumorales In situ avec une localisation précise et une forte spécificité (Sun et al., 2020).
Cependant, ’EBER-ISH peuvent générés des résultats faussement négatifs causes par la
dégradation de I'ARN (Bai et al., 2022).

L’immunohistochimique (IHC)

La detection IHC peut étre appliquée pour confirmer la présence, la distribution, la
localisation de I'EBV dans les cellules/tissus et distinguer l'infection latente de I'infection
Iytique en fonction des profils d'expression des protéines, elle implique la coloration des
protéines clés de I'EBV telles que EBNAL, EBNA2, LMP1, LMP2A et BZLF1 (Tonoyan et
al.,2020). Cependant, par rapport a I'ISH, les méthodes immunohistochimiques présentent
I'avantage d'étapes simples, d'un fonctionnement pratique, d'une sensibilité élevée et d'un faible
prix, ce qui en fait une méthode de dépistage primaire fiable pour I'EBV. Les positifs
immunohistochimiques peuvent étre suivis par ISH pour exclure la possibilité de faux
positifs. La combinaison des deux méthodes pourrait améliorer la précision de la détection en
réduisant les risques de faux positifs et négatifs (Sun et al., 2020). En outre, comme 1’évaluation
de I’intensité de coloration de I’'THC est subjective, I’ambiguité dans 1’évaluation des résultats

et la variabilité inter- ou intra-observateur peuvent étre problématiques (Tonoyan et al., 2020).
Les méthodes basees sur la PCR

Les méthodes basées sur la PCR sont largement utilisées pour le diagnostic de l'infection
a EBV car elle a la sensibilité nécessaire pour détecter 'EBV dans tous les tissus d'individus
séropositifs. De plus, cette méthode permet d'étudier des biopsies qui ont été paraffinées et
conservées dans des dossiers, ce qui permet des études rétrospectives [(Dias et al., 2009) ;
(Weiss et Chen, 2013) ; (Tavakoli et al., 2020)]. La PCR quantitative est frequemment utilisée
en milieu clinique pour évaluer la charge d'EBV chez les patients [(Weiss et Chen, 2013) ;
(Shuto et al., 2019)].

La PCR numérique en gouttelettes (ddPCR) est la méthode la plus récente pouvant étre
utilisée dans la détection de plusieurs virus. Pour le CGaEBYV, cette méthode de dépistage a été
mise en place en 2019 (Sun et al., 2020), comme nouvelle méthode pour une détection

hautement sensible et quantitative de I'EBV (Shuto et al., 2019), elle permet de calculer la
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charge EBV-ADN en fonction du nombre de copies de fragments EBV BamH1-W et défini la
valeur seuil de la charge EBV-ADN (Sun et al., 2020).

Techniques de séquencage

Le séquencage du genome est une alternative potentielle pour I’identification d’EBV
dans le CG (Sun et al., 2020). Camargo et al. (2016) suggerent que les plates- formes de
séquencage de nouvelle génération pourraient remplacer avec précision les ISH
conventionnelles. Cependant, il existe plusieurs obstacles potentiels a la mise en ceuvre pratique

pour une utilisation de routine.

2. Papillomavirus Humain (HPV)

2.1. Généralités

Les papillomavirus appartenant a la famille des Papillomaviridae composée de plus de
240 types viraux distincts (Van Doorslaer, 2013), capables d’infecter I’homme et de nombreux

mammiferes, avec une spécificité d’espece étroite, et peut provoquer des tumeurs bénignes et

malignes chez I’homme et I’animal (Alain et al., 2010).

Chaque type des papillomavirus est nommé séquentiellement en utilisant le nom
scientifique de 1’espece hote, plus de 200 types provenant de I’homme ont été isolés et
entierement séquencés [(Tommasino, 2014) ; (Lepiller et al., 2021) ; (Abouelkhair et
Kennedy, 2022)].

Les Papillomaviridae sont actuellement divisés en 39 genres distincts, les lettres alpha
a pi ont été employés pour créer leurs nomenclatures (Abouelkhair et Kennedy, 2022). Les
HPV peuvent étre trouvés dans cing genres différents (alpha, beta, gamma, mu, nu) dispersés
dans I’arbre phylogénétique (Van Doorslaer, 2013). Le genre gamma comprend la majorité
des HPV connus, suivis des genres alpha et béta. Les genres mu et nu ne comprennent

respectivement que 3 et 1 types (Gheit, 2019).

Environ un tiers de tous les types du HPV sont classés comme des HPV muqueux
appartenant au genre alpha, et ciblent spécifiquement la muqueuse génitale et peuvent étre
classés en risque élevé et risque faible en fonction de leur oncogénicité. Les HPV a faible risque
(ex : HPV6 et 11) induisent des lésions hyper-prolifératives, entrainant souvent des verrues

génitales, mais évoluent rarement vers un néoplasie de haut grade et un cancer malin invasif.
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En revanche, il existe environ 12 a 15 génotypes a risque éleve (ex : HPV 16, 18, 31 et 45) liés
au développement des Iésions précancéreuses et cancéreuses, alors que les HPV a tropisme
cutané appartiennent essentiellement aux genres beta, gamma, mu et nu responsables du
développement des verrues et papillomes [(Segondy, 2008) ; (Badoual et al., 2013) ; (Mac et
Moody, 2020)].

La voie de transmission du HPV se fait principalement par contact peau a peau ou peau
a muqueuse. La transmission sexuelle est la plus documentée, mais il y a eu des études

suggerant des voies non sexuelles (Petca et al., 2020).

2.2. Structure et organisation génomique

Les papillomavirus sont de petits virus (52 a 55 nm de diamétre) non enveloppeés, dont
la capside est organisée selon une symétrie icosaedrique. Les 72 capsomeéres qui constituent
cette capside sont composés des protéines L1 et L2 (Prétet et al., 2007). Leur génome est un
ADN double brin circulaire et mesure environ 8 paires de kilobases (Figure 6) (Graham, 2010),
il peut schématiquement étre divisé en trois régions bien distinctes [(Roncin et al., 2009) ;
(Morshed et al., 2014)] :

Une région non structurale ou "précoce” (E : Early) d'environ 4 kpb codant pour les protéines
El, E2, E3, E4, E5, E6 et E7 impliquées dans les mécanismes de réplication, de transcription
et de transformation cellulaire [(Roncin et al., 2009) ; (Eide et Debaque, 2012) ; (Morshed
et al., 2014)].

Une région "tardive"” (L : Late) d'environ 3 kpb codant pour les 2 protéines formant la capside
L1et L2 [(Roncin et al., 2009) ; (Graham, 2010)].

Une région non codante denviron 1 kpb dont le rble est de réguler la réplication et
I'expression des genes viraux ; elle est appelée URR (Upstream Regulatory Région) ou LCR
(Long Control Region) (Roncin et al., 2009), et contient des signaux de transcription et
I'origine de réplication de I'ADN viral (Denis et al., 2008).
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Figure 6 : Structure de HPV et organisation génomique [(D’abramo et Archambault,2011)
; (Panczyszyn et al., 2018)].

2.3. Le cycle infectieux des papillomavirus

Les HPV sont des pathogenes exclusivement intraépithéliaux, I'infection et la croissance
végétative du virus dépendent absolument de Il'expression du programme complet de
différenciation des kératinocytes (Pinidis et al., 2016) (figure 7).

En raison de la capacité de codage limitée, les HPV soutiennent la réplication virale en
manipulant la machinerie de réplication et de réparation de I'ADN de la cellule hote. Deux
promoteurs viraux, précoce et tardif, régulent I'expression des génes viraux et sont actifs a
difféerents stades du cycle de vie (Mac et Moody, 2020).

2.3.1. L’entrée cellulaire et décapsidation du virus

Les virions du HPV envahissent les zones endommagées de I'épithélium et infectent les
cellules basales. Bien que le récepteur de l'infection a HPV n'ait pas été complétement
caractériseé, le modele suivant a été postulé ; les virions se fixent initialement au protéoglycane
sulfate d'héparane (HSPG) sur la membrane basale épithéliale a travers la protéine L1
(Kajitani et al., 2012). Ensuite le virus est internalisé via la formation de vésicules
d’endocytose puis décapsidé (Roncin et al., 2009), et I'ADN viral est transloqué au niveau du
noyau de la cellulevia la protéine mineure de capside L2 (Doorbar, 2006).
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2.3.2. La maintenance du génome virale

Apreés I'entrée dans le noyau, I'ADN du HPV est maintenu sous forme d’un épisome a
faible nombre de copies (environ 200 copies par cellule) (Doorbar et al., 2012) dans les cellules
basales et parabasales de 1’épithélium (Prétet et al., 2007) en division en tant qu'éléments de
réplication extrachromosomiques qui se répliquent en synchronisation avec I'ADN cellulaire

hote d'une maniere dépendante du cycle cellulaire (Mcbride, 2008).

Dans cette phase du cycle de vie, I’expression des oncogenes E6 et E7 des HPV a haut
risque est sous contrdle strict, et les transcrits de ces oncogenes sont a peine détectables dans le
compartiment proliférant de I'épithélium (Pinidis et al., 2016), et ¢’est grace aux genes précoces
El et E2 que la réplication de I'ADN viral et sa ségrégation est assurée de sorte que les cellules
infectées peuvent étre maintenues dans la Iésion pendant une longue période (Grm et al., 2009).
Le maintien du génome en tant que statut épisomique est essentiel pour I'établissement de la

phase précoce du cycle de vie viral (Kajitani et al., 2012).

2.3.3. Réplication productive du HPV

Au fur et a mesure que les cellules basales infectées se divisent, I’ADN viral est réparti
en cellules filles, dont I'une migre loin de la couche basale et commence la différenciation
terminale. La différenciation épithéliale induit la phase productive du cycle de vie viral,
conduisant a I’activation du promoteur tardif et a ’expression de génes viraux tardifs (E4, ES,
L1, L2), ainsi qu’a des niveaux ¢élevés de E1 et E2 qui conduisent I’amplification du génome
viral (Mac et Moody, 2020), vraisemblablement par un mécanisme de réplication de type « en
cercle roulant », le nombre de génomes viraux est largement augmenté dans chaque cellule
(plus de 1000 copies) (Prétet et al., 2007).

Le fait que la réplication efficace de I'épisome du HPV repose sur des facteurs de la cellule
hote qui sont exprimés en phase S, et donc normalement non synthétises dans les kératinocytes
post-mitotiques en différenciation, représente un defi particulier pour le virus. Pour contourner
ce probleme, les HPV ont développé un processus médié principalement par les produits
géniques viraux E6 et E7 pour induire les cellules infectées a entrer en phase S tout en
maintenant leur état différencié (D’abramo et Archambault, 2011). Les protéines E6 et E7
inactivent p53 et la protéine de rétinoblastome (pRb) respectivement, ce qui permet aux cellules
de maintenir leur potentiel de réplication de 'ADN (Kajitani et al., 2012).
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La protéine E4, qui s’accumule a des niveaux trés élevés dans les cellules supportant la
synthése de virus, peut en fait avoir une fonction primaire dans la libération ou la transmission
de virus, I’optimisation de I’amplification du génome se produisant comme une conséquence

indirecte de son expression (Doorbar et al., 2015).

2.3.4. Assemblage et libération

L'expression des protéines de capside immunogénes L1 et L2 dans des cellules
suprabasales hautement différenciées permet I’assemblage et la libération du virion dans le
milieu extérieur par voie de desquamation cellulaire [(Mougin et al., 2000) ; (Mac et Moody,
2020)].

Viron assembly
Cormnified layer

Granular layer Expression of E4_ ES, L1, L2

Viral genome ampéfication

Spinous layer
Expression of E1. E2, ES  E7

Basal layer

Basal membrane
Dermmis
Normal epithelium HPVanfected epithelium

Figure 7 : Le cycle de vie des HPV (Kajitani et al., 2012).

2.4. Mécanisme de carcinogéneése

L'un des événements clés de la carcinogenése induite par le HPV est I'intégration du
génome de ce virus dans un chromosome héte (Munger et al., 2004), qui serait un événement
permettant de distinguer le HPV de haut risque et I’HPV de bas risque. Le génome des HPV de
haut risque a une plus grande propension a s’intégrer dans le génome des cellules hétes, alors
que celui des HPV de bas risque est le plus souvent maintenu sous une forme épisomale extra-
chromosomique (Roncin et al., 2009). Cette intégration influence a la fois le génome viral et

le génome de I’hote. Les génes viraux tels que les régions E1, E2, E5 et L2 sont perturbés par
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I’intégration et par conséquent, les oncogenes E6 et E7 sont surexprimés en I’absence de

protéine répresseur E2 (Senapati et al., 2016).

Les cellules qui expriment E6/E7 a partir de séquences HPV intégrées ont un avantage
de croissance sélective par rapport aux cellules avec des génomes HPV épisomiques (Munger
et al., 2004). La surexpression des protéines oncogéniques E6 et E7 des HPV a haut risque
conduit & la dérégulation du cycle cellulaire, et donc jouent un rdle essentiel dans
I'immortalisation, la transformation et la carcinogenése cellulaires. E6 et E7 expriment leur
activité oncogéne principalement par le biais d'interactions protéine-protéine avec des protéines
suppresseurs de tumeurs pour inhiber leurs fonctions (Figure 8) [(Badoual et al., 2013) ; (Deniz
et al., 2022)].

L'oncoprotéine E6 fournit le potentiel d'immortalisation cellulaire a partir de deux
mécanismes qui incluent des actions dépendante ou indépendante de la protéine P53
(Almonacid Urrego et al., 2021). Au niveau de son effet sur p53, I’oncoprotéine E6 du HPV,
I'ubiquitine ligase cellulaire E3 (E6AP) et p53 créent un complexe ternaire qui provoque la
dégradation de p53 et une diminution subséquente de ses niveaux cellulaires (Deniz et al.,
2022). Dans le mécanisme, qui contient des actions indépendantes de la protéine p53, E6 a la
capacité d'interagir avec les kinases il accélere la mitose, la prolifération, la polarité et

I'adhérence des cellules (Almonacid Urrego et al., 2021).

La protéine virale E7 se lie a la protéine du rétinoblastome (pRB) et conduit a sa
dégradation (Baboual et al., 2013), ce qui entraine la libération de facteurs E2F et I'activation
de génes impliqués dans la prolifération cellulaire (Baj et al., 2022). Ainsi, cette protéine se lie
avec une forte affinité a la protéine pl05Rb, favorise sa dégradation, et peut également
séquestrer p107 sans affecter sa stabilité. Peu de données sont disponibles sur I'interaction entre
E7 et p130 (Mougin et al., 2008).

La protéine E5 semble aussi jouer un rble dans le processus de transformation
tumorale, (Badoual et al., 2013), elle augmente I'action des kinases cellulaires qui aident a la
proliférationet diminuent la différenciation cellulaire (Almonacid Urrego et al., 2021).
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Figure 8 : Mécanisme de carcinogénese du HPV (Almonacid Urrego et al., 2021).

2.5. HPV et cancers associes

L'infection au HPV est une cause majeure des maladies bénignes et certains types de
cancer (Chaturvedi, 2010), il est responsable d’environ 5% de tous les cancers causés par des
agents infectieux. La relation causale entre I'infection par le HPV et le cancer du col de l'utérus,
qui héberge ce virus dans jusqu'a 99,7 % des cas, a €té mise en évidence par Harald zur Hausen,
et qui lui a valu un prix Nobel en 2008 (Smola, 2017). Néanmoins, I’infection par le HPV peut
étre liée a d’autres types de cancers, comprenant les cancers anogeénitaux (vulvaire, vaginal,
anal et pénien), les cancers de la téte et du cou (Szymonowicz et Chen, 2020). De plus, des
types spécifiques du HPV ont également été associés a certains cancers cutanés (Li et Xu,
2017), et du CG (Fakhreai et al., 2016).

2.6. HPV et cancer gastrique

En tant que partie du tube digestif, le tractus gastrique pourrait étre un organe cible du
HPV, comme le suggérent certains rapports sur ce virus associé a 1'esophage et au colon ;

cependant, les rapports dans le carcinome gastrique sont limités (Ma et al., 2007).

A ce jour, aucun lien prouvé entre la présence du virus et les CG autres que I'EBV n'a été
clairement démontré. Cependant, certains chercheurs pensent qu'il pourrait y avoir un lien entre
I'infection par le HPV et le développement du CG similaire a celui trouvé avec I'EBV (Jafari-
Sales et al., 2023). La détection de ce virus dans les cellules des Iésions précurseurs du CG
constitue la seule possibilité de confirmer toute relation (Baj et al., 2022) 1l a été supposé

qu'une infection persistante répétée au HPV peuvent entrainer une dysplasie ou un
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adénocarcinome In situ, en tant que lésions précurseurs, cela entrainera éventuellement une
transformation maligne, et qu’il pourrait pénétrer dans I'anus et le colorectum, provoquant
une infection a partir des sites anogénitaux, ou il pénétre par voie orale, avec une infection
descendante de la bouche a 1'cesophage et enfin a I’estomac. Concernant les caractéristiques
cliniques, le HPV est plus répondu chez les hommes plus que les femmes avecun age moyen
<50, dans des CG peu différenciés/indifférenciés, dans le cardia et aux stades précoces (Zeng
et al., 2016).

L'identification du HPV repose sur des techniques de biologie moléculaire. Diverses
méthodes sont disponibles pour détecter I'infection par ce virus dans les échantillons. Malgré le
grand nombre d'études, il existe encore une controverse quant a la méthode ou a la combinaison
des méthodes la mieux adaptée a I'identification du HPV (Bucchi et al., 2016).Actuellement,
le statut HPV peut étre détecté par hybridation in situ d’/ADN ou d'ARN, par réaction en chaine
par polymérase ou en détectant les transcrits d/ARNm HPV E6/E7 par PCR quantitative de
transcriptase inverse et la détection d'une protéine p16 marqueur par immunohistochimie qui

est un moyen indirect d'indiquer la présence du HPV (Randén-Brady et al., 2019).

L'avantage incontestable de 1’hybridation In situ est cependant la détermination de la
localisation exacte du HPV dans I'échantillon, le virus intégré au matériel génétique se révele
comme un signal ponctué, tandis que la forme épisomique se révele comme un signal diffus
(Baj et al., 2022). Concernant d’amplification génique, nécessitent une faible quantité d’ADN
cible au départ et c’est une méthode sensible et rapide (Eide et Debaque, 2012).

3. Co-infection par EBV et HPV

Un méme patient présente un risque accru d'étre infecté par deux virus différents ou plus.
La co-infection par 'EBV et le HPV joue un role important dans l'initiation de la transformation
néoplasique (Shi et al., 2016). L’EBV pourrait étre un cofacteur de la carcinogenése associée
au HPV et participe au développement de cancer du col de l'utérus (Abudoukadeer et al.,
2015). De plus, de nombreuses études ont montré une co-infection des virus HPV et EBV dans
le carcinome épidermoide de la bouche (Polz-Gruszka et al., 2015), Cette coexistence a

¢galement été signalée dans d’autres cancers épithéliaux, comme le cancer du sein (Shi et al.,
2016).

Dans le CG, la présence du HPV et ’EBV a été investigué par Anwar et al. (1995), de

Souza et al. (2018) et Boukhris et al. (2021).
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Présentation des travaux

Ce travail comporte trois principaux volets :

1.

1.

Etude du profil épidémiologique du cancer gastrique dans la Wilaya de Tlemcen entre
2011 et 2015.

Détermination de la fréquence des cancers gastriques associés aux virus EBV et HPV

dans la région de 1’Ouest Algérien.

Identification des anomalies moléculaires au sein du géne KRAS.

Etude du profil épidémiologique du cancer gastrique dans la Wilaya de Tlemcen

entre 2011 et 2015

1.1. Objectif

Etudier le profil épidémiologique du cancer gastrique dans la wilaya de Tlemcen entre

2011 et 2015 selon les parameétres suivants :

v

v

DN NN

<\

L’incidence

Le sexe

Les tranches d’age

L’année

La topographie de la tumeur

Le stade de la tumeur
1.2. Méthodologie

1.2.1. Type de I’étude

Cette partie du travail se focalise sur une étude épidémiologique rétrospective s’étalant

sur une période determinée de 5 ans (2011 a 2015), limitée autour d’une aire géographique

(wilaya de Tlemcen).

1.2.2. La population cible

Cette étude rétrospective a inclus tous les residents de la wilaya de Tlemcen qui ont été

diagnostiqués avec un CG au CHU-Tlemcen entre le ler janvier 2011 et le 31 decembre 2015.
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Un total de 394 cas de CG enregistrés dans le registre du cancerde Tlemcen entre 2011 et 2015

ont été pris en compte dans cette étude.

1.2.3. Source d’information
Les données utilisées pour préparer ce travail proviennent d'une seule source : service
d’épidémiologie et de médecine préventive du centre hospitalier universitaire, Dr.Tidjani

Damerdji, Tlemcen, Algérie.

1.2.4. Méthode d’analyse des données
L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS.21 et Microsoft Excel 2010.

1.3. Résultats
Cette étude nous a permis de contribuer a 1’évaluation du profil épidéemiologique des 394
patients atteints du CG au niveau de la wilaya de Tlemcen entre 2011 et 2015.

1.3.1. Répartition des dix premiers sites de cancer a Tlemcen par incidence

La distribution des cas du cancer dans la région de Tlemcen nous a permis de classer le

CG en 6°™ position chez les hommes (incidence 9,4 /100 000 habitants) et la 5™position chez

les femmes (incidence 6,1 /100 000 habitants) des dix principaux cancers les plus répondus
(Tableau 1).

Tableau 1 : Répartition des dix premiers sites de cancer a Tlemcen par incidence entre 2011et
2016.

Sites anatomiques Hommes Femmes
Nombre de cas Incidences Nombre de cas Incidences

Sein 1785 61,9
Colon, rectum, anus 373 14,3 303 10,7
Lymphome 318 11,3 262 8,8
Vessie 465 17,9 63 2,2
Estomac 249 9,4 172 6,1
Thyroide 81 2,6 386 12,8
Poumon, trachée, bronche 330 12,6 57 2,0
Prostate 374 14,4

Cerveau, systéeme nerveux 147 5,3 165 58
Bouche, pharynx 200 7,1 86 2,9

1.3.2. Répartition des cas de cancer gastrique selon le sexe
Dans cette etude rétrospective, le sexe masculin étant le plus touché avec un taux de 60,4 %
(238 hommes) contre 39,6% (156 femmes) avec un sexe-ratio de 1,5 et une différence

significative entre les deux sexes (p = 0,08) (Figure 9).
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pourcentage
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Figure 9 : Répartition des cas de cancer gastrique selon le sexe entre 2011 et 2015.

1.3.3. Répartition des cas de cancer gastrique selon les tranches d'age
Le graphique ci-dessous nous montre que le CG était plus récurrent dans latranche
d'age 60-70 ans, puis 50-60 ans avec des taux de 26,9 % et 23,4 % respectivement, dontl'age
moyen des patients de notre étude était de 60,5 + /- 14,20 ans (60,61 + /- 13,55 ans chez les
hommes, 56,65 + /- 14,87 ans chez les femmes), la répartition par 1’age varie de 18 & 91 ans.
Cette étude a montré également I'enregistrement des cas de ce cancer dans les jeunes ages de

40 ans et moins avec un pourcentage de 11,9% (Figure 10).

pourcentage

26,90%
23,40%

0,50%

30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100

¥ pourcentage

Figure 10 : Répartition des cas de cancer gastrique selon les tranches d'age entre 2011 et
2015.
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1.3.4. Répartition annuelle des cas de cancer gastrique
Cette étude épidemiologique rétrospective réalisée sur 394 cas de CG enregistrésdurant
la période de cing ans a permis de constater que le nombre de cas du CG a marqué une
évolution significative de 2011 a 2012, puis une diminution en 2013, suivie d'une augmentation
dans les années suivantes (2014, 2015) avec des pourcentages plus élevés deépassant 23 %

pour atteindre 23,60 % et 23,86 % respectivement (Figure 11).

Pourcentage

12,69%

2013

Pourcentage

Figure 11 : Répartition annuelle des cas de cancer gastrique entre 2011 et 2015.

1.3.5. Répartition des cas de cancer gastrique selon la topographie
La topographie tumorale était inconnue dans 346 des cas (87,81%), dans les 48 cas
(12,15%) ou la topographie était disponible, nous avons noté une prédominance antre-pylorique
(6,09%) (Tableau 2).

Tableau 2 : Répartition des cas de cancer gastrique selon la topographie entre 2011 et 2015.

Topographies tumorales Effectifs Pourcentages
Cardia WAI 13 3,29%
Fundus 7 1,77%
Antre-Pylorique 24 6,09%
Pylore 2 0,50%
Petite courbure de I’estomac WAI 2 0,50%
Estomac WAI 346 87,81%

WA : sans aucune indication de la topographie de la tumeur.
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1.3.6. Repartition des cas de cancer gastrique selon le stade

Le stade de la tumeur était précisé dans 51,52 % des cas, dont 23,09% des cas étaient
diagnostiqués au stade local, 17,01% des cas au stage métastatique et 11,42% au stade

locorégional, les 48,48% cas des tumeurs restant étaient a un stade indéterminé (Tableau 3).

Tableau 3 : Répartition des cas de cancer gastrique selon le stade entre 2011 et 2015.

Stades Pourcentages
Local 91 (23,09%)
Locorégional 45 (11,42%)
Meétastases 67 (17,01%)
Indéterminés 191 (48,48%)

1.4. Discussion

Selon I'évaluation du profil épidémiologique, les résultats montrent que le CG figure
parmi les dix cancers les plus fréqguemment diagnostiqués dans la population de Tlemcen.
Chez les hommes, il se classe a la 6°™ position, avec un taux de 9,4/100 000. Chez les femmes,
5éme

il se classe a la position, avec un taux de 6,1/100 000.

Ces résultats sont cohérents avec d'autres études menées en Algérie en ce qui concerne le
classement, bien que nos valeurs soient supérieures. Par exemple, une étude a Sétif réalisée par
Cherif et al. (2010) a identifié¢ le CG comme la 4°™ localisation la plus fréquenteparmi les
cancers diagnostiqués, représentant un taux d’incidence standardisé de 6,1/100 000 habitants
chez les hommes et 2,7/100 000 chez les femmes par an. De méme, une étude a Mascara
menée par Benarba et al. (2014) a montré que le CG était la 4°™ tumeur la plus fréquente chez
les hommes avec un pourcentage de 7,6% et la 5°™ chez les femmes avec un pourcentage de
4,9%. Selon les données recueillies dans les régions Est et Sud-Estde I'Algérie, le cancer de
I’estomac est le 5°™ cancer le plus diagnostiqué avec des taux I’incidence standardisé de
8,2/100 000 chez I’homme et de 5,1/100 000 chez la femme. De méme, au Maroc, I’incidence
était de 8,0/100 000 chez les hommes et 3,7/100 000 chez les femmes. Les taux d'incidence de
cette etude sont significativement plus élevés que ceux enregistrés en Tunisie (4,1/100 000
chez les hommes, 2,4/100 000 chez les femmes) et en Egypte (3,1/100 000 chez les hommes,

2,7/100 000 chez les femmes) (Moussaoui et al., 2022).

En Afrique, le CG est classé au douzieme rang des cancers les plus frequents, les taux

d'incidence et de mortalité estimée sont respectivement de 4/100 000 et 3,8/100 000. Il existe
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des variations significatives d'un pays a l'autre, avec des taux d’incidence allant de 20,3/100

000 au Mali a 0,3 /100 000 au Botswana (Asombang et al., 2014).

Dans le monde arabe, Oman a Il'incidence la plus élevée du CG (8/100 000) (Aoude et
al., 2022), ce cancer était de 1997 a 2007 le plus fréquent chez les hommes et le deuxiéme
plus fréquent chez les femmes (Al-Mahrouq et al., 2011). Le Yémen arrive deuxieme avec un
taux de 7,1/100 000, suivi de la Jordanie (6,0/100 000). Les taux les plus bas ont été signalés en
Arabie saoudite 2,7/100 000, Soudan 2,5/100 000 et Comores (1,3/100 000) (Aoude et al.,
2022).

Jusqu'au milieu des années 1990, le CG était la cause la plus fréquente de mortalité liée
au cancer a I'échelle mondiale (Ang et Fock, 2014). Selon les estimations de GLOBOCAN
2020, environ 1,1 million de nouveaux cas du cancer de l'estomac ont été diagnostiqués
(représentant 5,6 % de tous les cas de cancers), ce qui en fait la cinquiéme tumeur maligne la
plus répandue dans le monde. Avec environ 800 000 déces (représentant 7,7 % de tous les
déces par cancer), le CG se classe au quatrieme rang des principales causes de déces par
cancer chez les deux sexes combinés. Les taux d’incidence étaient les plus élevés en Asie de
I’Est (22,4/100 000 personnes), suivie de I’Europe centrale et orientale (11,3/100 000
personnes) et de 1I’Amérique du Sud, de la Polynésie et de 1’Asie occidentale (également
environ 8,6/100 000 personnes). Le taux le plus bas a été enregistré en Afrique australe
(3,3/100 000 personnes) (llic et llic, 2022).

L'incidence et la mortalité du CG sont trés variables selon les régions et dépendent
fortement du régime alimentaire et de I'infection & H. pylori ... (Rawla etBarouk, 2019). A
I’échelle internationale, les variations de la prévalence de I’infection a H. pylori présentent
des similitudes avec les variations de la prévalence du CG ; dans les pays en développement,
la prévalence de I’infection a H. pylori chez les adultes est de 76 % contre 58 % dans les pays
développés. La prévalence a été estimée a 77,6 % en Afrique du Sud, 55,8 % en Chine, 52,2
% au Mexique, 24,6 % en Australie et 22,1 % au Danemark. Aux Etats-Unis d’Amérique, la
prévalence chez les Noirs non hispaniques était de 53 %, chez les Américains d’origine
mexicaine de 62 %, mais de 26 % chez les Blancs non hispaniques. En partie, la variation
géographique des taux d’infection a H. pylori est en corrélation avec la fréquence du cancer
de I’estomac dans les populations. D’autre part, certaines populations fortement infectées (par
exemple en Afrique et en Asie du Sud), contrairement aux pays d’Asie de I’Est, n’ont pas une

incidence élevée de cancer de 1’estomac, ce qui peut s’expliquer, au moins en partie, par les
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differences de prévalence des génotypes de H. pylori (en Asie de I’Est, le génotype vacA ml
est prédominant, tandis que le génotype m? le génotype prédominait en Afrique, en Asie du
Sud et en Europe) (llic et Ilic, 2022).

La prépondérance masculine de notre étude est cohérente avec les études menées en
Algérie [(Cherif et al., 2010) ;(Benarba et al., 2014)] ; ainsi qu’avec les pays Africains, ou
I'incidence est plus élevée chez les hommes (4,7/100 000) que chez les femmes (3,3/100 000),
tout comme le taux de mortalité a 4,5/100 000 et 3,2/100 000 respectivement (Asombang et
al., 2014). De maniere similaire, la littérature internationale rapporte des taux de CG
nettement plus bas chez les femmes que chez les hommes, avec des taux qui sont deux fois
plus élevés chez les hommes que chez les femmes [(Bray et al., 2018) ; (Rawla et Barouk,
2019)]. Les raisons de ces différences ne sont pas claires. Les expositions environnementales
ou professionnelles peuvent jouer un role. Par exemple, les hommes ont toujours été plus
susceptibles de fumer des produits du tabac, bien que des taux élevés chez les hommes semblent
persister méme dans les pays ou les hommes et les femmes ont des habitudes de tabagisme
similaires. Alternativement, les différences entre les sexes peuvent refléter des différences
physiologiques. Les cestrogénes peuvent protéger contre le développement du CG. Chez les
femmes, un retard de la ménopause et une augmentation de la fertilité peuvent réduire le
risque de CG, tandis que les médicaments anti-cestrogénes, par exemple le tamoxiféne,
peuvent augmenter les taux de ce cancer. Ces hormones peuvent fournir une protection contre
le CG pendant les années fertiles des femmes, mais leur effet est diminué apres la ménopause,
de sorte que les femmes développent un CG d’une maniére similaire a celle des hommes, bien
qu’avec un décalage de 10 a 15 ans apres leurs homologues masculins (Karimi et al., 2014).
Par ailleurs, des études ont indiqué que la prévalence del'infection a H. pylori semble étre plus
élevée chez les hommes, ce qui pourrait contribuer a I'incidence plus élevée de CG observée
chez le sexe (Shah et Bentrem, 2022).

Le CG est généralement une maladie des personnes agées, I'age moyen du patient se
situant entre 50 et 70 ans (Isobe et al., 2013). Entre 2014 et 2018, 2% des cas de CG
concernaient des personnes de moins de 34 ans, 38% des cas des personnes agées de 35 a 64
ans et 60% des personnes de plus de 65 ans.4 L’age médian du diagnostic au cours de cette
période était de 68 ans (Shah et Bentrem, 2022). L'age moyen rapporté dans notre étude était
de 60,5 + /- 14,208 ans (60,61 +/- 13,55 hommes, 56,654 +/- 14,87 femmes) avec une extrémite
d’age allant de 18 a 91 ans et la tranche d’age la plus touchée était celle de 60-70 ans (26,9 %),
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ce qui est en accord avec les données observées dans une étude algérienne menée par Fehim et
al. (2017) a Sidi-Bel-Abbés, qui indiquait que I'age moyen de toute la cohorte étudiée était de
58,96 + 14,75 ans. Nos résultats sont aussi en accord avec une étude Tunisienne, ou selon
Elghali et al. (2018) I'age moyen était de 59,12 + 14,85 ans et le groupe d'age le plus touché
était celui des 50 a 70 ans (46,10 %), ou Maroc selon 1’étude menée par Obtel et al. (2014)
I'age moyen était de 54 ans. Le risque lié a I’dge est probablement secondaire a une exposition
prolongée a des agents cancérogenes potentiels, a une susceptibilité accrue aux lésions des
muqueuses, a un retard de cicatrisation de la muqueuse gastrique, a une incidence accrue de
marqueurs de cellules souches cancéreuses des muqueuses, a une prévalence accrue de
gastrite chronique active, de métaplasie intestinale et d’atrophie des muqueuses, en particulier

chez les personnes infectées par H. Pylori (Shah et Bentrem, 2022).

L’incidence du CG chez le jeune &ge augmente dans le monde entier, mais le
comportement clinique des patients atteints de CG chez le jeune age n’est pas bien établi (Lee
et al., 2016). L'observation de cas de CG chez des patients agés de 40 ans et moins a été
remarquée, non seulement dans notre étude (11,9%) mais aussi dans une étude algérienne
menée par bekouaci et al. (2017) a Blida, ou le pourcentage des cas de ce cancer chez les
patients agés de 45 ans et moins était d’environ 20,4 %. Dans le monde, des études antérieures
ont réveélé que la proportion de CG survenant chez des patients agés de 45 ans ou moins ne
dépasse pas 19,8% [(Santoro et al., 2007) ; (Park et al., 2009) ; (Al-Refaie et al., 2011) ;
(Takatsu et al., 2016) ;(Rona et al., 2017) ; (Braga-Neto et al., 2018)]. Selon I’étude de
Lawniczak et al. (2020), chez les patients 4gés de < 40 ans atteints du CG, une prédominance
féminine a été observée, le type de tumeur était diffuse, avec antécédents familiaux positifs de

cancers.

Les résultats de la répartition annuelle des cas de CG suggerent une fluctuation dans
I'incidence de ce cancer au fil des années, avec des années présentant une augmentation
significative du nombre de cas, tandis que d'autres années montrent une diminution ou une
stabilité. Cependant, cette constatation ne s'aligne pas avec 1’étude de Ramazani et al.
(2021), car le taux d'incidence standardisé en Algérie a diminué, passant de 7,13 en 1990 a
4,34 en 2017. De méme, Les taux d’incidence ont connu une baisse au cours des dernieres

décennies dans la plupart des régions du monde (Machlowska et al., 2020).

Ces déclins dans le nombre des cas du CG sont préecédes par une réduction reussie de

I'infection a H. pylori, ainsi qu’au succés de la prévention et du traitement des infections a H.
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pylori dans la plupart des pays en développement. De plus, ils sont probablement attribuablesa
des changements dans la conservation des aliments, tels que la diminution de saumurage des
Iégumes, de fumage et de transformation de la viande. La baisse a également été provoquée par
la plus grande disponibilité de fruits et légumes frais (Rawla et Barouk, 2019). Ainsi, cette
diminution pourrait également s'expliquer par l'augmentation des normes d'hygiéne
(Machlowska et al., 2020). Malgré une baisse de I'incidence et de la mortalité au cours des
derniéres décennies, le cancer de I'estomac reste 1’un des principaux problémes de santé dans
le monde (llic et llic, 2022).

Dans cette étude, la topographie précise de la tumeur était inconnue dans la grande
majorité des cas, soit 87,81%. Parmi les cas ou la topographie était disponible (12,15%), nous
avons observé une prédominance de localisation antre-pylorique, représentant 6,09% des cas,
ce qui est en accord avec 1’étude de Elmajjaoui et al. (2014) au Maroc et 1’étude d’Awad et
al. (2017) en Jordanie dont les quelles la majorité des cas étaient localisés dans
I’antropylorique et I’antre avec des taux respectifs de 42,2% et 57,7% ; la deuxiéme
localisation la plus courante était le fundus (18,8%) dans 1’étude marocaine et le corps de
l'estomac (25,2%) dans 1’étude jordanienne, contrairement & notre étude c’était le cardia qui
suit. Les CG peuvent généralement étre classés en deux catégories topographiques : le cancer
gastrique cardiaque (CGC) apparaissant dans la zone de l'estomac adjacente a la jonction
cesophagienne-gastrique, et le cancer gastrique non-cardiaque (NCGC) provenant de régions
plus distales de I'estomac (Colquhoun et al., 2015). Selon Colquhoun et al. (2015), dans la
plupart des pays inclus dans 1’étude, le NCGC était plus fréquente que le CCG avec un ratio
moyen de 2:1. Cependant, dans certaines populations ou les taux d'incidence du NCGC étaient
inférieurs & la moyenne mondiale, les taux de CGC étaient similaires ou supérieurs aux taux
de NCGC.

Les deux sous-sites anatomiques présentent des facteurs de risque qui se chevauchent ;
le tabagisme, la forte consommation d’alcool, les aliments conservés par salage mais aussi des
étiologies distinctes. Le CG du cardia a été associé au reflux gastro-cesophagien et a 1’obésité,
tandis que 90 % des cancers non cardiaques étaient attribuables a une infection a H. pylori
(Morgan et al., 2022).

Il convient de souligner que le CG peut se manifester dans différentes parties de

I'estomac, avec une prévalence variable selon les populations étudiées. Comprendre les
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differences de localisation tumorale peut aider a la planification et a la prise de décision liées

aux stratégies de lutte contre le CG (Colquhoun et al., 2015).

La distribution des stades de la tumeur dans la population étudiée présente des résultats
intéressants. Dans notre étude, le stade local de la tumeur était observé dans 23,09% des cas, ce
qui suggére qu'un nombre significatif de patients ont été diagnostiqués a un stade relativement
précoce de la maladie. Cependant, il est préoccupant de constater que le stade métastatique était
présent dans 17,01% des cas, indiquant une propagation du cancer au-dela de la région
d'origine. Le stade locorégional a été observé dans 11,42% des cas, ce qui représente une étape
intermédiaire entre le stade local et le stade métastatique. Dans une étude marocaine menée par
Elmajjaoui et al. (2014), les tumeurs sont diagnostiquées a un stade métastatique dans 62%
des cas, au stade localement avancé dans 18,5 % et au stade localisé dans 8 %. Chez environ
11,5 % des patients le stade était indéterminé. Aux Etats-Unis, la plupart des patients atteints
de CG sont symptomatiques au moment de la présentation et ont déja une maladie avancée et
incurable. Malgré les progres de la médecine, environ 50 % des patients ont une maladie qui
s'étend au-dela des frontiéres locorégionales au moment de la présentation, et seulement la
moitié des patients avec des tumeurs locorégionales peuvent subir une résection
potentiellement curative. Les CG précoces curables chirurgicalement sont généralement
asymptomatiques et ne sont que rarement détectés en dehors des programmes de dépistage
(Mansfield, 2011). Globalement, la plupart des patients atteints de CG sont diagnostiqués a
un stade avance, c’est-a-dire qu’ils ont des options de traitement limitées et un mauvais
pronostic. Par consequent, un diagnostic précoce et un traitement précis revétent d’une

importance cruciale pour ces patients (Zhang et al., 2022).

Actuellement, le CG est traité par thérapie endoscopique, thérapie chirurgicale,
radiothérapie, chimiothérapie, etc. Pour le CG a un stade précoce qui est généralement détecté
lors d’un traitement de dépistage (Tla ou T1b), un traitement endoscopique peut étre utilise,
et pour le CG locorégional, la prise en charge multidisciplinaire est généralement basée sur la
chirurgie. Pour le CG métastatique et non resecable, on a recours a la radiothérapie, a la
chimiothérapie, a la thérapie ciblée (thérapie ciblée a base de HER2/neu, VEGFR2, EGFR) et
a ’immunothérapie. Cependant, le pronostic des patients peut encore étre amélioré (Cai et al.,
2022).
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1.5. Conclusion

Le CG fait part des cancers les plus répondus dans la wilaya de Tlemcen, il est plus
fréquent chez ’homme que chez la femme et son risque augmente avec 1'dge. Par la présente
étude, nous avons pu décrire le profil épidémiologique du CG dans la région du Tlemcen, en
revanche, le manque de données dans certains parametres constituait la limite de cette étude.
Il est important de poursuivre la recherche sur ce cancer dans notre population notamment sur
I’analyse des facteurs susceptibles d’influencer 1’incidence telle que la détermination de la
fréquence des CG liés a des infections virales (EBV, HPV...), ainsi que la détermination du
profil génétique du CG, ce qui offre une meilleure compréhension et connaissance de la
maladie et par conséquence la mise en place des biomarqueurs moléculaires dans le but
d’¢élaborer des stratégies préventives et curatives efficaces visant a réduire ce fardeau

mondial.
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2. La détermination de la fréquence des cancers gastriques associés au virus EBV,

HPYV dans la région de I’Ouest Algérien

2.1. Objectif

Cette partie de 1’étude vise a détecter I'ADN viral de ’EBV et du HPV dans le cancer

gastrique chez des patients de la région ouest de I'Algérie.

2.2. Lieux d’étude
Cette partie du travail a éte réalisée dans différents laboratoires :

La préparation des échantillons a été effectuée dans le laboratoire d’anatomie pathologique
d’EPH Dr Benzardjeb Ain-Temouchent.

L’extraction d’ADN a été effectuée dans le Laboratoire de Microbiologie Appliquée a

I’ Agroalimentaire au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE).

La recherche d’ADN viral par MY09/MP11 et LMP-1 a été réalisée au niveau des
laboratoires de recherche de 1’universit¢ de Tlemcen : le laboratoire de microbiologie
appliquée a l’agroalimentaire au biomédical et a I’environnement (LAMAABE) et le
laboratoire PPABIONUT (Physiologie, Physiopathologie, et Biochimie de laNutrition) de la

faculté SNV/STU, ainsi que le laboratoire CancerLab de la faculté demédecine.

La recherche des virus par GP5+/GP6+, EBNA-1 a été réalisé par prestation de service chez
WiraGen Academy suivi d’une confirmation au sein de LAMAABE.

2.3. Analyse des donnees

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Excel 2010.
2.4. Materiels et Méthodes

2.4.1. Collecte des échantillons

Entre septembre 2018 et mars 2021, un nombre total de 73 blocs de tissus de CG fixés
au formol et inclus en paraffine ont été collectés chez des patients ayant subi soit une
gastrectomie totale ou partielle ou une résection par biopsie endoscopique, dans cing

laboratoires d’histopathologie-anatomiques de I'ouest Algérien (Tlemcen, Ain T’émouchent,
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Sidi bel abbés, Oran, Mostaganem). Les donnees cliniques ont été obtenues a partir des

comptes-rendus anatomo-pathologiques des dossiers cliniques des patients.

2.4.2 Préparation des tissus

A partir de chaque bloc fixé au formol et inclus en paraffine contenant une quantité
suffisante des cellules tumorales, 5 lames de 10-15 pm d'épaisseur ont été coupées en plus d’une
lame qui a été coupée a une epaisseur de 0,5 pum et colorée par I’hématoxyline et 1’¢osine (H &
E) puis disséqués sous microscopie optique par un médecin anatomopathologiste afin de
délimiter la zone des cellules tumorales tout en évitant le tissu adjacent. Les tissus tumoraux
disséqués ont été grattés a partir d’une lame blanche et placés dans des tubes de

microcentrifugation de 1,5 ml.

La sélection des blocs tissulaires enrichis par micro ou macro-dissection est nécessaire
pour augmenter la sensibilité des tests moléculaires. Pour cette raison, les blocs des patients
avec un matériel histo-pathologique insuffisant pour isoler la quantité requise d'/ADN ont été
exclus des analyses moléculaires, ainsi que les tissus mal fixés vu que la fixation prolongée

affecte négativement 1’intégrité de I’ADN.

2.4.3. Extraction d’ADN

Avant D’extraction de I'ADN, les tissus ont été déparaffinés selon le protocole suivant :
300ul de xylene ont été ajoutés dans chaque tube et incubés pendant 5min sous agitation douce
a température ambiante, ensuite les tubes ont été centrifugés pendant 1 a 3 min a 13000-16000
rpm pour sédimenter les tissus, le surnageant de chaque tube a été jeté soigneusement, les trois
étapes précédentes ont été répétées trois fois. Une fois I'échantillon complétement déparaffiné,
300 pl d'éthanol a 96-100 % ont été ajoutés aux tubes et incubés pendant 5 min sous agitation
douce a température ambiante, ensuite les tubes ont été centrifugés pendant 1 a 3 min a 13000-
16000 rpm pour sédimenter les tissus, le surnageant de chaque tube a été soigneusement jeté,

les trois étapes précédentes ont été répétées trois fois.
Apres déparaffinage, I'extraction d'ADN a éte realisée a I'aide d'un kit Puregene (Qiagen,
Hilden, Allemagne) selon les instructions du fabricant. Le surnageant contenant I'ADN a été

stocké a -20°C puis utilisés comme matrice pour les analyses moléculaires (PCR, sequencage)

apres I’analyse de la qualité et de la quantité.
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La pureté des isolats obtenus d'’ADN a été mesurée a l'aide du spectrophotométre, les

lectures étaient effectuées a 260 nm puis a 280 nm. Le rapport 260/280 nm a été calculé pour

déterminer la puret¢ d’ADN qui doit étre comprise entre 1,8 et 2. Par ailleurs, 1’estimation

approximative d'ADN a été évaluée en utilisant la méthode de I'électrophorése sur gel d'agarose.

2.4.5. Test d’amplification en chaine par polymérase (PCR)

» Amplification de géne L1 du HPV par MY09/MY11

Les amorces utilisées pour obtenir un amplicon de 450 pb sont MY09/MY11 :

MYO09 : 5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3'

MY11 : 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3'

Pour les réactions PCR avec un volume final de 25 ul, un mélange réactionnel
(réactifs du kitWiraGen PCR) a été préparé (Tableau 4).

Tableau 4 : composition pour une réaction PCR.

Composant Concentration Volume (ul)

10X Taqg buffer 1X 2,5

2,5 Mm dNTPs 200 puM 2
Amorce F 0,25 uM 0,625
Amorces R 0,25 uM 0,625
Taq polymerase 25U 0,5
H20 - 17,75
ADN - 1

Les tubes ont été placés dans un plateau de thermocycleur pour amplification selon le

programme suivant : dénaturation initiale a 95°C pendant 15min, 40 cycles de dénaturation a

95 °C pendant 30 s, hybridation a 53 °C pendant 45 s et extension a 72 °C pendant 1 min, suivi

d'une extension finale a 72 °C pendant 5 min.

» Amplification de géne L1 du HPV par GP5+/GP6+

Les amorces utilisées pour obtenir un amplicon de 150 pb sont GP5+/GP6+ :
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GP5+ : 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’
GP6+ : 5>-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’

Pour les réactions PCR avec un volume final de 25 pl, un mélange réactionnel

(WiraGen) aété préparé (Tableau 5).

Tableau 5 : composition pour une réaction PCR.

Composant Concentration Volume
2X PCR Master Mix 1X 12,5
Amorce F 0,4 uM 1
Amorce R 0,4 uM 1
H20 - 9,5
ADN - 1

Les tubes ont été placés dans le plateau d'un thermocycleur et amplifiés selon le
programme suivant : dénaturation initiale a 95°C pendant 10 min, 35 cycles de dénaturation a
95 °C pendant 30 s, hybridation a 50 °C pendant 1 min et extension a 72 °C pendant 1 min,
suivi d'une extension finale pour a 72 °C pendant 10 min. Chaque réaction PCR était

accompagnée de controle positif et négatif.

Amplification de gene LMP-1 d’EBV

Les amorces utilisées pour obtenir un amplicon de 509 pb sont LMP-1 :
LMP-1 F : 5-AATAGACAGCCCAGTTGAAA-3'

LMP-1R : 5°-GCAGTGCCATATCTGACGTG-3’

Pour les réactions PCR avec un volume final de 25 pl, un mélange réactionnel (réactifs

du kit WiraGen PCR) a été préparé (Tableau 4).

Les tubes ont été placés dans un plateau de thermocycleur pour amplification selon le
programme suivant : la dénaturation initiale a 94 °C pendant 5 min, 35 cycles de dénaturation

pour a 94 °C pendant 30 s, hybridation a 55 °C pendant 1 min et extension a 72 °C pendant 3
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min, suivi d'une extension finale a 72 °C pendant 5 min. Chaque réaction PCR etait

accompagnee de contréle positif et négatif.

Amplification de géne EBNA-1 d’EBV

Les amorces utilisees pour obtenir un amplicon de 262 pb sont EBNA-1 :
EBNA-1F : 5>-TGAATACCACCAAGAAGGTG-3°

EBNA-1R : 5’-AGTTCCTTCGTCGGTAGTC-3’

Pour les réactions PCR avec un volume final de 25 pul, un mélange réactionnel (WiraGen)

a été préparé (Tableau 5).

Les tubes ont été placés dans le plateau d'un thermocycleur et amplifiés selon le
programme suivant : dénaturation initiale a 95°C pendant 10 min, 35 cycles de dénaturation a
95 °C pendant 30 s, hybridation a 50 °C pendant 1 min et extension a 72 °C pendant 1 min,
suivi d'une extension finale a 72 °C pendant 10 min. Chaque réaction PCR était accompagnee

de contrdle positif et négatif.

2.4.6. Analyse par électrophorése sur gel d’agarose 1,5%, 2%

Les produits de PCR ont été séparés par électrophorése sur gel d'agarose a 1,5% pour les
amplicons de tailles 509 pb, 450 pb et a 2% pour les amplicons de tailles 262 pb, 150 pb, pour
cela, I’agarose a été dissous dans 100 ml de tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X dans une
micro-onde pendant 1 a 2 minutes dans le but d’obtenir un mélange parfaitement homogene,
une fois le mélange est refroidi, 1 pl du bromure d’éthidium (BET) (ou le Gold View) a été
ajouté , puis le gel fondu a été coulé lentement dans le plateau de moulage en veillant a ce qu’il
entoure bien les dents du peigne. Lorsque le gel est complétement solide, 5 ul ’ADN a été
mélangé avec le colorant de charge et déposé dans les puits du gel. En fin, la réaction
d’électrophorese a été déclenchée sous une tension d’environ 90 V pendant environ 40 minutes
(ou plus), le temps que les fragments d’ADN soient bien séparés les uns des autres. Chaque
réaction d'électrophorese était accompagnée d'un marqueur de poids moléculaire pour

discriminer la taille des fragments.

2.4.7. Révélation des résultats sur table a UV

Lorsque 1’électrophorése est terminée, le gel a été placé sur une table & UV afin de
visualiser les différentes bandes de migration de I’ADN, les résultats positifs sont caractérisés
par la présence des bandes d’ADN fluorescentes en une couleur rouge-orangé (ou verte).

54



2.5. Résultats

Présentation des travaux

2.5.1. Résultats d’analyse des caractéristiques cliniques des patients

Les données cliniques des patients inclus dans I’étude ont été obtenues a partir des

dossiers cliniques. Sur les 73 patients diagnostiqués avec un CG, 48 (64,78 %) étaient des

hommes et 25 (35,21 %) étaient des femmes. L'age moyen était de 61,47 + 14,593 ans, avec

des extrémes d’ages de 41 a 90 ans pour les hommes et de 26 a 84 ans pour les femmes. Plus

de la moitié des hommes appartenaient a la tranche d'age de plus de 60 ans (58,34%), suivie de
la tranche d'age des 45-60 ans (33,33%) alors que 8,33% avaient moins de 45 ans (8,33%),

tandis que la moitié des femmes appartenaient a la catégorie des plus de 60 ans (48%), il est a

noter que 36% des femmes ayant un cancer gastrique avaient moins de 45 ans.

Environ 24,66 % des patients avaient un adénocarcinome gastrique bien différencie,

54,79 % des patients avaient un adénocarcinome gastrique modérément différencié et 20,55 %

des patients avaient un adénocarcinome gastrique mal différencié (Tableau 6).

Tableau 6 : Les caractéristiques cliniques des patients.

Caractéristiques

Nombre de cas

N (73) (%)

Homme

N (48) (%)

Femme
N (25) (%)

Age moyen
Min

Max

>45

45-60

<60

Degré de différenciation :
Adénocarcinome bien différencié

Adénocarcinome modérément différencié

Adénocarcinome mal différencié

61,47
26
90
13 (17,18%)
20 (27,40%)
40 (54,79%)
18 (24,66%)
40 (54,79%)

15 (20,55%)

63,76
41
90
4 (8,33%)
16 (33,33%)
28 (58,34%)
12 (25%)
24 (50%)

12 (25%)

57,08
26
84
9 (36%)
4 (16%)
12 (48%)
6 (24%)
16 (65%)

3 (12%)
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2.5.2. Résultats de la détection du génome du HPV

Les résultats d'électrophorése sur gel d’agarose pour le HPV obtenus apres amplification
avec des amorces spécifiques sont présentés sur la figure 12. Aprés la séparation des fragments
amplifiés par ¢€lectrophorése sur gel d’agarose, une seule bande a ¢été visualisée qui
corresponda des amplicons de 150 pb issu de I’amplification par les amorces GP5+/GP6+, par
contre aucune bande n’a apparu pour les amplicons de 450 pb issus des amorces
MYO09/MY11. Le taux d'ADN du HPV positif dans les échantillons était de 1,36% (1/73).

En raison du petit nombre des cas positifs, aucune comparaison statistique n'a pu étre

effectuée entre le taux du HPV et les facteurs clinico-pathologiques.

Figure 12 : Gel d'agarose (2% ; 1,5%) montrant le profil électrophorétique utilisant des
amorces GP5+/GP6+, MY9/MY 11 pour la détection du géne HPV-L1 correspondant a 150 pb
et a 450pb respectivement, (M= Marqueur de taille (100 pb-1000 pb), C+ = Contréle positif,
C-= Controle Négatif, 66 = Echantillon clinique positif, 1,2,3,4,5,62,64,65,67,68,69,70,71,72,

73= Echantillons cliniques négatifs).

2.5.3. Résultats de la détection du génome d’EBV

Concernant la détection du génome d’EBV, la visualisation sur gel d'agarose a révélé
I'absence des bandes qui correspondent a des amplicons de 262 pb issus des amorces EBNA-1
et les amplicons de 509 pb issus des amorces LMP-1 (Figure 13). Par conséquent, tous les cas
ont été considérés comme ayant un statut d’ADN d’EBV négatif (0/73).
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Figure 13 : Gel d'agarose (2% ; 1,5%) montrant le profil électrophorétique utilisant des
amorces EBNA-1, LMP- 1, correspondant a 262 pb et a 509pb respectivement, (M=
Marqueur de taille (100 pb-1000 pb), C+ = Contrdle positif, C-= Controle Négatif, 1, 2, 3, 4,5

= Echantillons cliniques négatifs).

2.6. Discussion

Les virus sont reconnus comme des facteurs étiologiques authentiques du cancer
humain (Butel, 2000). Les HPV et les EBV sont les onco-virus les plus courants, contribuant
a environ 10% a15% de toutes les tumeurs malignes. Les onco-protéines des HPV a haut
risque (E5 et E6/E7), ainsi que des EBV (LMP-1, LMP-2-A et EBNA-1), jouent un role
principal dans I’apparition et la progression de plusieurs carcinomes humains, notamment le
cancer de la téte et du cou, du col de 1’utérus, colorectal, le lymphome de Burkitt et
le carcinome nasopharyngé [(Hippocrate et al., 2011) ; [Fernandes et al., 2020)].
L’implication d'EBV dans le développement du CG a été rapporté pour la premiére fois en
1990 dans une forme rare appelée carcinome indifférencié a stroma lymphoide (Burke et al.,
1990), actuellement la prévalence de CG positifs a 'EBV varient de 1,69 a 43,75 % dans des
differentes études éligibles (Tavakoli et al., 2020). Quant au virus HPV, son réle dans la
carcinogenése gastrique a été suggéré, il est estimé d’étre présent dans 15,5% a 31,6% des
populations étudiées (Wang et al., 2020). Par la présente étude, nous nous donne intéressés a
déterminer la prévalence de I’infection par I'EBV et le HPV dans 73 cas de CG. A notre
connaissance, il s'agit de la premiére étude portant sur la recherche d’ADN des deux virus dans
le CG en Algérie.
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Il est nécessaire de mettre en avant que les méthodes utilisées pour détecter 'EBV
donnent lieu a une variation potentielle du taux de virus au sein de différents groupes de tissus
et de maladies, et sont un facteur important, qui doit étre pris en compte lors de I'analyse
comparative de la prévalence de ce virus entre les différentes populations ou études [(Saxena
et al., 2008) ; (Ribeiro et al., 2017)]. Le statut de I'infection a EBV dans le CG est le plus
souvent déterminé a l'aide de I'hybridation in situ (ISH) pour identifier le petit ARN codé par
I’EBV, la réaction en chaine par polymérase (PCR) pour I'amplification spécifique du géne
EBV, ce qui nécessite plusieurs étapes et la préservation des acides nucléiques. Le CG positif
a ’EBV a été initialement identifié par la détection de I'ADN a l'aide de la PCR. A ce jour,
I’ISH est la méthode standard pour détecter 1’infection par ce virus (Zhang et al., 2021). Les
méthodes de PCR sont plus sensibles mais moins spécifiques que la méthode ISH de
référence et si la méthode PCR est utilisée, elle doit étre interprétée avec prudence et il est
préférable de la valider davantage en utilisant la méthode ISH. De plus, il est nécessaire que
les résultats de la PCR soient également ajustés par infiltration lymphocytaire (Chen et al.,
2015), car cette méthode est sujette a des résultats faussement positifs en raison de sa faible
spécificité. La faible spécificit¢ de la PCR peut s’expliquer par le fait que des cellules
mémoires et/ou des lymphocytes non tumoraux peuvent également étre étudiés pour détecter
la présence du génome de I’EBV (Tavakoli et al., 2020). L'immunohistochimie (IHC), qui
permet de repérer les antigénes viraux, peut également étre employée pour la détection de
I'EBV. Elle peut étre suivie par ISH, car la combinaison des deux méthodes pourrait
améliorer la précision de la détection (Sun et al., 2020). Dans la présente étude la technique
de PCR unique a été effectuée par deux paires d’amorces, une paire d’amorces couvre
I’étendue de 509 pb du géne LMP-1, et I’autre couvre 1’étendue de 262 pb du géne EBNA-1.

Les résultats de la détection d’ADN d’EBYV étaient négatifs dans notre population d’étude,
ceci est cohérent avec les résultats d'une étude de Yuan et al. (2013) en chine, portant sur 24
cas du CG utilisant PCR conventionnelle et PCR quantitative par fluorescence (QF-PCR).
Par ailleurs, des résultats divergents ont été observés dans la seule étude algérienne d’Aslane
et al. (2016), dans laquelle sur les 97 patients atteints d'un CG confirmé, 22,7 % étaient positifs a
I'EBV par I’ISH en fluorescence (FISH). Au Maroc I’EBV a été signalé dans 28,7 % et 40 %
des cas respectivement, selon la population étudiée en utilisant des méthodes de PCR
[(Boukhris et al., 2018) ; (Rihane et al., 2021)]. En Tunisie, la prévalence du CG EBV-
positif variait entre 4,1% (Trimeche et al., 2009) et 14,81% selon la population examinée
(Benayed-Guerfale et al., 2011), suite a des analyses par test d’ISH.
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Un nombre considérable des études menées dans le méme contexte que la présente étude,
ont donné des résultats mitigés, indiquant des différences régionales dans la prévalence du
cancer gastrique EBV-positif. Au Brésil, Brasil-Costa et al. (2022) ont mis en évidence la
présence de virus dans seulement 1,05% (2/191) par FISH. Similairement a une étude
ultérieure menée en lItalie, sur 70 échantillons du type FFPE testés par hybridation
chromogénique in situ (CISH), 3% étaient positifs pour l'infection a EBV (Valentini et al.,
2019). Dans une cohorte Chinoise, Jia et al. (2021), ont effectué une ISH sur 1 328 CG
réséqués chirurgicalement, dont 4,1 % étaient des patients CGaEBV. De méme, 6,22 % de la
population testée en Espagne sont infectées par 'EBV (Martinez-Ciarpaglini etal., 2019). La
présence d’EBV a été explorée dans une cohorte Russe ou 9,57% des personnes ont été testée
positives pour EBER (Danilova et al., 2022). En Thailande, en Allemagne et au Pérou, la
présence de I'EBV dans les tissus gastriques cancéreux a été confirmée de maniere positive a
des taux de 12,1%, 23%, et 41,8%, respectivement, par le biais des techniques d'ISH, de la
PCR et de la gPCR [(Wanvimonsuk et al., 2019) ; (Moore et al., 2020) ; (Castafieda et al.,
2022)].

En revanche, Saxena et al. (2008) et Del Moral-Hernandez et al. (2019) ont trouve les
prévalences les plus élevées en Inde (50,3%) et dans le Sud-ouest du Mexique (87,5 %)
respectivement. La méthode utilisée dans ces études était la PCR pour amplifier un segment de
la région EBNAL. Selon Nogueira et al. (2017) ’EBV a été détecté par PCR en temps réel
pour amplifier un segment de la région BamH1W dans 90,2 % des cas de cancer de I’estomac,

tandis que des EBER ISH ont été détectés dans 11 % des cas en Portugal.

L’absence d’ADN d’EBYV dans notre étude peut étre expliquée par le fait que ce Vvirus
n’est pas un facteur de risque du CG dans la population étudiée de 1’Ouest Algérien, ou bien
peut étre lié aux conditions de préparation et de conservation des échantillonsou a la faible
quantité et fragmentation d'’ADN extrait a partir des tissus FFPE, car il a été rapporté que
I’EBV est mieux étre extrait a partir des biopsies fraiches que des tissues FFPE pour eviter les
résultats faux négatifs [(Tavakoli et al., 2020) ; (Nguyen et al., 2022)].

Dans des études antérieures, la positivité de I'EBV était significativement corrélée a
certaines caractéristiques clinico-pathologiques (Pyo et al., 2020). Les tumeurs gastriques EBV
positives ont tendance a étre des cohortes plus jeunes [(Yanagi et al., 2019) ; (Sun et al., 2020)],
ont une plus grande prépondérance masculine [(Yanagi et al., 2019) ; (Sun et al., 2020) ; (Pyo

et al., 2020) ; (Hirabayashi et al., 2023)], surviennent plus souvent dans le type diffus par
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rapport au type intestinal (Hirabayashi et al., 2023) et dans la région proximale par rapport a
la région distale [(Hirabayashi et al., 2023) ; (Yanagi et al., 2019) ; (Sun et al., 2020) ;
(Tavakoli et al., 2020) ; (Weadick et al., 2021) ]. De plus, le programme de recherche (TCGA)
a montré des mutations de PIK3CA, une hyperméthylation sévére de I'ADN, une amplification
de JAK2, CD274 et PDCD1LG2, ce qui peut améliorer notre compréhension du mécanisme
cancérogéne de I'EBV (Jafari-Sales et al., 2022).

Par ailleurs, et dans l'intention de détecter I’ADN du HPV, des réactions de PCR a partir
des tissues FFPE ont été réalisées. C’est la méthode la plus couramment utilisée dans des
études sur le CG [(Candido et al., 2013) (Zeng et al., 2016) (Fakhraei et al., 2016)].

De toute évidence, toute estimation de la prévalence du HPV dans un ensemble
d’échantillons de tissus dépend de la méthode de détection utilisée. Les tests basés sur la PCR
couramment utilisés comprennent les systemes GP5+/GP6+ et MY09/MY11 qui amplifient
les séquences de la région L1 du génome du HPV (Evans et al., 2005). Le couple d'amorces
MY09/MY11 flanque une séquence d'environ 450 pb, tandis que la paire GP5+/GP6+,
flanque une séquence d'environ 150 pb, qui est interne a la sequence flanquée par MY. Ces
deux paires d’amorces sont efficaces pour amplifier un large spectre de génotypes du HPV, et
chaque paire peut étre utilisée en une réaction de PCR unique ou en PCR "nichée" [(Candido
etal., 2013) ; (Venceslau et al., 2014) ; (Fakhraeiet al., 2016) ; (Bozdayi et al., 2019)].

Dans la présente étude, seules les amorces GP5+/GP6+ ont réussi a détecter I’ADN du
HPV, cela peut s'expliquer par la plus petite taille du fragment d'’ADN amplifié par le systeme
GP-PCR. Ainsi, cet oligonucléotide a une plus grande efficacité dans la détection du HPV dans

les échantillons avec de I'ADN fragmentés (Venceslau et al., 2014).

Le taux d'infection par le HPV était de 1,36 % (1/73) dans notre population d’études.
Dans des études antérieures au Brésil, Iran et Soudan, l'infection a HPV était observée dans 3

% (De Souza et al., 2018), 5% (Fakhraei et al., 2016) et 6,7% (Elemam et Bakhit, 2016) des
cas du CG respectivement. Les prévalences les plus élevées ont été trouvées dans la
population turque avec 38% selon 1’étude de Bozdayi et al. (2019) et 44,7% selon 1’étude de
Erol et al. (2009) et en Irak avec 44.4% selon I’¢tude de Mallakh et al. (2022). Par contre, dans
I’étude de Saegusa et al. (1997) au Japon, Yuan et al. (2013) en Chine et Snietura et al. (2014)
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en Europe centrale, 'ADN du HPV n'a été pas demontrée dans des échantillons, ce qui les a
amenés a conclure que le HPV n’est pas susceptible d'étre impliqué dans la carcinogenéese

gastrique au sein des populations étudiées.

D'autre part, selon une méta-analyse de Zeng et al. (2016), le HPV pourrait avoir un role
potentiel dans la pathogenése du CG, et sa prévalence combinée était estimée de 28,0 % parmi
les 30 études incluses et le HPV16 était 3 fois plus fréquemment détecté que le HPV18. Une
autre méta-analyse menée par Bae. (2021), afin d'interpréter deux revues systématiques
quantitatives précédentes enquétant sur I'association entre I'infection au HPV et le risque du
CG a conclu que la proportion de cas positifs au HPV dans les études chinoises était 1,43 fois

plus élevée que celle des études non chinoises et 2,81 fois plus faible chez les témoins.

Les co-infections augmentent la susceptibilité des hdtes aux cancers en perturbant les
réponses immunitaires. Elles agissent principalement comme des cofacteurs dans le
développement du cancer et influencent les comportements tumoraux en réponse aux
traitements. Une corrélation accrue de la coexistence du virus d'EBV et du HPV a été observée
chez les patients atteints de cancer. Plusieurs études ont signalé une co-infection EBV-HPV
dans divers types de carcinomes, tels que le carcinome du nasopharynx, le cancer du col de
I'utérus, du sein et de la prostate [(Shi et al., 2016) ; (Nahand et al., 2021)]. Dans le cas du
CG, la présence de ces deux virus au sein de la méme population a été étudiée par Anwar et
al. (1995), de Souza et al. (2018) et Boukhris et al. (2021). Cependant, ces études n'ont pas
détecté la "coprésence" supposée lorsque le HPV et ’EBV sonttous deux présents dans les
tumeurs, ce qui suggere que la "co-infection" qui se produit lorsque le HPV et I’EBV infectent

la méme cellule épithéliale était absente (Blanco et al., 2021).

2.7. Conclusion

Notre étude n'a pas réussi a confirmer la présence du génome de I’EBV dans les tissues
du CG de la population de 1’Ouest Algérien, ainsi qu’il n'y a pas suffisamment de preuves
d'une association significative entre le HPV et le CG. Les différences dans les résultats de la
détection du HPV et de I’EBV peuvent étre attribuées a divers facteurs tels que les méthodes
utilisées, le type de matériel étudié (matériel congelé, matériel de paraffine), le choix des
amorces, probléeme de population (facteurs génétiques) ainsi que des différences dans les
facteurs environnementaux et géographiques. Par conséquent, d'autres investigations sont

nécessaires pour confirmer une telle association.
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3. Identification des anomalies moléculaires au sein du gene KRAS

3.1. Objectif

L'objectif fixé au début de cette étude était de détecter des mutations dans certains des
génes conducteurs les plus couramment mutés dans le cancer gastrique (TP53, KRAS, CDH1,
ARDIA, APC, PIK3CA). Cependant, pour des raisons budgétaires, la recherche des mutations
a été limitée a un seul gene : KRAS. Plus précisément, l'accent a été mis sur la détection des
mutations de I'exon 2 de ce géne a partir des échantillons de tissus gastriques des patients de
I'Ouest Algérien, en utilisant la méthode de séquencgage Sanger.

3.2. Analyses statistiques

L’analyse des mutations a été réalisée par le logiciel IVG 2.16.1 (the Integrative Q12
Genomics Viewer) et le site Web Clinvar NCBI, ensuite la relation entre les mutations de 1’exon
2 du gene KRAS et les caractéristiques clinico-pathologiques de tous les cas a été examinée par
Microsoft Excel 2010.

3.3. Matériel et Méthodes

3.3.1. Sujets d’étude, échantillonnage et extraction d’ADN génomique

Le statut mutationnel du géne KRAS a été évalué sur 40 échantillons d'’ADN provenant

de la collection de 73 d'échantillons qui ont été pré-extraits et stockés en aliquotes a -20 °C.

Les détails sur la méthode de préparation des échantillons et I'extraction de I'ADN ont
été exposes dans la section Matériel et Méthodes de I'étude visant a déterminer la fréquence
des cancers gastriques associés aux virus EBV et HPV dans la région de 1’Ouest Algérien.

3.3.2. Analyse mutationnelle

L’analyse mutationnelle du géne KRAS a été réalisée par le s€équencage Sanger suivant
trois étapes, décrites ci-dessous : amplification de la zone d’intérét (KRAS exon 2),

électrophorese sur gel d’agarose, purification et séquencage.
Amplification d’exon 2 du géne KRAS

Les étapes d'amplification ont été effectuées au sein de laboratoire LAMAABE faculté

des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de I’univers, université de Tlemcen.

Les amorces utilisées pour obtenir un amplicon de 179 pb sont :
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KRAS F : 5-AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA-3'
KRAS R : 5-TGTATCAAAGAATGGTCCTGCAC-3'

Pour les réactions de PCR avec un volume final de 25 ul, un mélange réactionnel (réactifs

du kit WiraGen PCR) ont été préparés comme mentionné dans le tableau 7.

Tableau 7 : composition pour une réaction PCR

Composant Concentration Volume (ul)

10X Taqg buffer 1X 2.5
2,5 Mm d’NTPs 200 pM 2
Amorce F 0,25 uM 0,625
Amorce R 0,25 uM 0,625
Taq polymerase 25U 0,5
H20 - 17,75
ADN - 1

Les conditions de cycles de PCR étaient les suivantes : un cycle de dénaturation initial a
95 °C pendant 15 min suivies de 35 cycles de 95°C pendant 30 s, 60°C pendant 90 s et 72 °C
pendant 90 s, puis un cycle final de 72°C pendant 10 min.

Electrophorése sur gel d’agarose

Aprés amplification, un volume de 5 pl de chaque réaction PCR a été séparé par
I’¢électrophorése pendant 40 min a 100 V sur un gel d'agarose a 2 % pour confirmer la taille, la

quantité et la pureté de chaque produit PCR.
Purification et séquencage

Cette étape a été réalisée via une prestation du service au le laboratoire « Gene Life

Sciences » a sidi bel Abbés, selon le programme suivant :

Les produits PCR purifiés ont été séquencés dans les directions sens et anti sens dans des
réactions et des duplicatas séparés. Chaque réaction contenait 4 ul d’ADN modele, 2 ul de
I’amorce PCR appropriée, 10 ul d’eau et 2 pl BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix

(biosystemes appliqués).
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Chaque réaction a éte chauffee a 96 °C pendant 1 min, suivie de 25 cycles a 96 °C pendant
10 s pour la dénaturation, 50 °C pendant 5 s pour I’hybridation et 60 °C pendant 4 s pour la
polymérisation. Les produits de séquencage ont été purifiés a 1’aide d’une méthode de
précipitation a I’éthanol pour éliminer les réactifs non incorporés et assurer une charge neutre,

brievement, les produits de séquencage ont éte lavés dans un mélange de précipitation d’éthanol

de 80 ul (NaAc de 3 ul, éthanol a 62,5 ul a 95 % et eau de 14,5 pul) et ’ADN a été mis en
pastilles par centrifugation (13 000, 15 min). La pastille a de nouveau été lavée dans 200 pl
75 % d’¢éthanol et centrifugée (13 000, 5 min). L’ADN granulé a été séché a Dair et réhydraté
dans du formamide de 15 pl, puis chargé sur un réseau capillaire d’analyseur génétique 3130
pour la détection (biosystemes appliqués). Deux séquences sens et deux séquences anti sens
pour chaque échantillon ont été aligneéesa 1’aide de Bionumerics v3.5 (Applied Maths) pour
obtenir une séquence composite. La qualitéde chaque séquence a été évaluée visuellement, et

la séquence de mauvaise qualité a été modifiée et supprimée.

3.4. Résultats
Electrophorese sur gel d'agarose des amplicons KRAS

Tous les cas étudiés présentaient des bandes fluorescentes de 179 pb apreés électrophorese

sur gel d'agarose et détection avec un transilluminateur-UV.
Type et fréquence des mutations du gene KRAS

Aprés le séquencage de Sanger, nous avons obtenu des électrophérogrammes a partir de
lesquels les codons et les substitutions des bases étaient identifiés, dont deux exemples sont
présentés dans la figure 14.

Codon 35 Codon 36 Codon 37 Codon 38

Figure 14 : des électrophérogrammes de séquencage Sanger du gene KRAS, (a) : la

substitution T>G dans le codon 35, (b) : la substitution C>A dans le codon 37.

64



Présentation des travaux

Nous n’avons détecté les mutations dans 9 codons de l'exon 2 dont quatre etait
significativement mutés qui sont le codon 37 (74,07%), 25 (51,85%), 31 (33,33%) et 35
(29,62%), et qui ont conduit a la production des substitutions ¢.109C>A (p.GIn>Asp), ¢.75C>

(p.Asp>Tyr), c.91C>A (p.Lys>Asn) et ¢.105T>G (p.Thr>Ser) respectivement (Tableau 8). Il

est & noter que 62,96 % (17 sur 27) patients ont des mutations dans plus qu’un seul codon.

Tableau 8 : Répartition des variantes de KRAS

Mutation KRAS

Codon Nombre de cas % Changement de nucléotide ~ Changement d'acide aminé

37 20 (74,07%) c.109C>A p.Glu>Stop
35 8 (29,62%) c.105T>G p.Thr>Thr
31 9 (33,33%) c.91C>A p.GIn>Stop
28 1 (3,70%) C.83A>T p.phe>Tyr
26 1 (3,70%) C7TTT>T p.Asn>Asn
25 14 (51,85%) c.75C>A p.GIn>Asp
23 1 (3,70%) c.67G>T p.Leu>lle

20 1 (3,70%) c.58T>TT p.Thr>Thr
19 1 (3,70%) c.57C>CC p.Leu>Trp

GIn : glutamine (Q), Asp : acide aspertique (D), Asn : asparagine (N), Tyr : tyrosine (Y), lle
: isoleucine (1), Glu : acide glutamique (E), Thr : thréonine (T), Leu : leucine (L), Trp :
tryptophane (W).

Distribution des caractéristiques tumorales selon le statut KRAS
Un total de 40 cas de CG a été inclus dans 1’analyse mutationnel, dont 28(70%) étaient
des hommes et 12(30%) étaient des femmes avec un sexe-ratio de 2,33, I’age moyen étaient de

59,62 ans avec une extrémité allons de 26 a 90 ans, 65% des patients avaient plus de 60 ans et

55% avaient un adénocarcinome modérément différencié.

Concernant I'association entre les caracteristiques clinico-pathologiques des patients et le
statut KRAS, le taux de mutation KRAS dans la population de I’ouest Algérien était de 67,5%
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(27 sur 40), dont 18 (66,66%) étaient des hommes contre 9 (33,33%) femmes avec un sexe-
ratio de 2, la majorité des mutations ont été survenue chez des patients de plus de 60 ans
(62,96%) et dans un adénocarcinome modérément différencié (48,14%) ainsi que dans un

adénocarcinome bien différencié (33,33%) (Tableau 9).

Tableau 9 : distribution des caractéristiques tumorales selon le statut KRAS

Caractéristiques Mutations KRAS

Globale (40) Type Mutant (27) Type sauvage (13)

Totale 40 (100%) 27 (67,5%) 13 (32,5%)
Sexe :

Homme 28 (70%) 18 (66,66%) 10 (76,92%)
Femme 12 (30%) 9 (33,33%) 3(23,07%)
Age :

>45 6 (15%) 4 (14,81%) 2 (15,38%)
45-60 8 (20%) 6 (22,22%) 2 (15,38%)
<60 26 (65%) 17 (62,96%) 9 (69,23%)
Degré de différenciation :

A. bien différencié 11 (27,5%) 9 (33,33%) 2 (15,38%)
A. modérément différencié 22 (55%) 13 (48,14%) 9 (69,23%)
A. mal différencié 7 (17,5%) 5 (18,51%) 2 (15,38%)

A : Adénocarcinome

3.5. Discussion

La caractérisation systématique des mutations somatiques dans les génomes cancéreux

est essentielle pour comprendre la maladie (Kan et al., 2010). Dans le CG, un certain nombre

de génes ont été identifiés comme conducteurs, y compris APC, ARID1A, BRAF, CDH1,
TP53,CTNNBL1 et KRAS [(Cancer Genome Atlas Research Network, 2014) ; (Nemtsova
et al., 2020)]. La détection de mutations dans les principaux génes moteurs peut avoir une

valeur pronostique significative pour les patients atteints de CG et fournir un ensemble
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indépendant de données génétiques cliniques et moléculaires liées a ce cancer (Nemtsova et
al., 2020).

Le premier rapport sur les mutations de KRAS dans ce cancer a été publié en 1986. Depuis
lors, de nombreuses études ont examine le statut mutationnel de KRAS (Gursoy et al., 2022),
dont la fréquence a varié de 10 % a 15% (Won et Choi, 2022). Les mutations les plus fréquentes
de ce géne dans le CG affectant spécifiqguement les codons 12 et 13 de I'exon 2. Cependant,
les informations sur les mutations KRAS en dehors de ces hotspots soient rares (Queirds et
al., 2015).

Ces mutations sont fortement associées & une résistance aux traitements anti-EGFR
(Alkader et al., 2023), car il a été démontré in vitro que la mutation KRAS pourrait étre
responsable d’une activation acquise de la voie de signalisation RAS/MAPK en aval de
I’EGFR qui serait indépendante de la liaison du ligand au récepteur, et qui pourrait donc
induire une résistance aux anticorps anti-EGFR (Perkins et al., 2010). La surexpression et les
mutations activatrices des EGFR dans le CG ont été rapportées (Kwon et al., 2019), et l'utilité
des inhibiteurs de I'EGFR dans le traitement du CG fait toujours I'objet de débats [(Ayatollahi
et al., 2018) (Gursoy et al., 2022)]. En 2011, Lui et al. (2011) ont suggéré qu'un petit sous-
ensemble des patients atteints d'un adénocarcinome gastrique pourrait répondre a un traitement
anti-EGFR detype TKI. De méme Shimozaki et al. (2023) ont rapporté que les mutations de
KRAS dans le CG étaient un facteur pronostique indépendant de faible survie et pouvaient
prédire une faible efficacité du trastuzumab. Ainsi que peut étre utile comme marqueur
prédictif chez les patients atteints de CG métastatique et récidivante traités par chimiothérapie
combinée SP (Matsusaka et al., 2016).

Afin de clarifier le statut mutationnel KRAS dans la cancérogenese gastrique dans une
population de l'ouest de 1’ Algérie, la fréquence des mutations dans I'exon 2 de ce gene a été

étudiée au sein de 40 cas.

Diverses méthodes de laboratoire ont été utilisées pour détecter les mutations du géene
KRAS. La plupart des méthodes incluent l'utilisation de la PCR pour amplifier la région
appropriée du géne KRAS, y compris les exons 2 et 3, puis utilisent différentes méthodes pour
distinguer le type sauvage des séquences mutantes dans les codons clés. Les méthodes de
détection comprennent séquencage des acides nucléiques, méthodes de PCR allele-spécifiques,
analyse du polymorphisme conformationnel simple brin, analyse de la courbe de fusion,

hybridation de sondes et autres (Anderson, 2011). Pour notre analyse, nous avons utilisé la
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méthode de séquencage de Sanger. Historiquement, le séquencage de Sanger a été la méthode
de choix pour détecter les mutations dans ’ADN tumoral. Le séquencage de Sanger reste une
technologie polyvalente, car il peut lire de longues étendues d’ADN jusqu’a 800 paires de
bases. Il peut détecter des variations nucléotidiques jusqu’a environ 10% de fréquence
allélique et est trés sensible aux insertions et aux délétions. Le séquencage de Sanger étant
une technologie chevronnée, il a été entierement automatisé et les colts des consommables
sont faibles (Timar et Kashofer, 2020). Le plus grand défi de cette méthode est la possibilité
d’un faible contenu tumoral. La microdissection de la tumeur, et donc 1’enrichissement en
cellules tumorales de 1’échantillon avant 1’extraction de I’ADN, est fortement recommandée
et constitue un outil puissant pour améliorer 1’analyse des mutations, une pratique qui a été

mise en ceuvre dans cette étude (French et al., 2011).

Suivant cette étude, le taux de mutation de I'exon 2 de KRAS dans 40 échantillons de
patients de I'ouest de I'Algérie était de 67,5 %. Les résultats d’une étude iranienne menée par
Ayatollahi et al. (2018), ont révélé que les mutations de KRAS étaient de 30 % dans la
population étudiée. Au japon, une étude a signalé des mutations KRAS dans 18,51% des cas
(Yashiro et al., 2005). Les taux de mutation de KRAS dans ces études sont considérés comme
élevés par rapport aux valeurs généralement trouvé dans le CG. Cependant, le taux détecté

dans la présente étude est significativement supérieur a ces valeurs.

Dans une série d'études chinoises, des mutations de KRAS sont survenues chez 0 %, 4,1
%, 6,67 % et 9,8 % des patients atteints de CG [(Chen et al., 2011) ; (Peng et Zhao, 2014) ;
(Yang et al., 2018) ; (Fu et al., 2019)]. Il en était de méme pour la Corée, ou la fréquence des
mutations de KRAS variait entre 2,8 % et 9 %. [(Lee et al., 2003) ; (Kim et al., 2003) ; (Kim
et al., 2017)]. Dans diverses études japonaises, moins de 8% des tumeurs de I'estomac avaient
une activation mutationnelle de KRAS [(Van Grieken et al., 2013) ; (Kuboki et al., 2016) ;
(Matsusaka et al., 2016) ; (Shimozaki et al., 2022)].

La fréquence des mutations KRAS dans les échantillons de tissus cancéreux gastriques,
tels que testés a Singapour, en Inde et au Royaume-Uni, s'élevait a 1,5%, 3,19% et 5,8%
respectivement [(Van Grieken et al., 2013) ; (Ponnala et Madireddi, 2019)]. Selon 1’étude
réalisée par Lordick et al. (2010) dans sept institutions en Allemagne et en Autriche, une
seule mutation KRAS (3,12%) a été trouvée sur une cohorte examinée de 32 échantillons. Ces
variations soulignent I'nétérogénéité des taux de mutations de KRAS dans différentes régions
géographiques et populations étudiées.
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Les mutations de KRAS sont principalement des mutations ponctuelles d'un seul
nucléotide (Tan et Du, 2012). Dans le cadre des cancers, les génes Ras sont souvent porteurs
de mutations faux-sens (Won et Choi, 2022). Les codons 37 (74,07%), 25 (51,85%), 31
(33,33%), 35 (29,62%), avaient les taux les plus élevés de mutations de I'exon 2 de KRAS
dans les tissus testés ce qui ont conduit a la production des substitutions Glu37Stop,
GIn25Asp, GIn31Stop, et Thr35Thr ceci est incompatible avec la littérature, car les codons 12
et 13, 61 et 146 sont connus pour étre les quatre hotspots du géne KRAS (Cook et al., 2021),
dont les modéles de substitution les plus courantes sont G12D et G13D (Mufioz-Maldonado
etal., 2019).

Selon la base de données du catalogue des mutations somatiques dans le cancer COSMIC

(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic, consulté pour

la derniere fois le 02/06/2023), les mutations dans le codon 19 et le codon 20 ont été signalées,
en revanche les mutations dans les codons 37, 35, 31, 28, 26, 25 et 23 étaient détectées pour la
premiére fois dans la présente étude. Un certain nombre de facteurs peuvent étre la raison du
profil caractéristique identifié et la question de savoir si ces mutations fournissent des
informations sur l'applicabilité du géne KRAS en tant que biomarqueur dépend de divers
éléments, notamment la réponse au traitement, des études de corrélation avec des parametres
cliniques et des essais fonctionnels pour déterminer I'impact biologique de ces mutations, ce
qui souligne l'importance de mener des futures enquétes spécifiquement axées sur la

population de I'ouest Algérien afin d’approfondir davantage cette étude.

Dans notre population, un pourcentage important des mutations a été observé chez des
patients de sexe masculin, 4gés de plus de 60 ans et dans des cas d'adénocarcinomes gastriques
modérément différenciés. Ces résultats suggerent que les mutations de KRAS pourraient avoir
un role spécifique chez les hommes, exercer une influence sur les patients plus agés et
contribuer au développement et a la progression de la tumeur. Ces observations pourraient
s'expliquer de maniére différente comme étant les caractéristiques clinico-pathologiques les
plus courantes dans cette population. Dans des études antérieures, aucune association
statistiquement significative n'a été rapportée entre les caractéristiques clinico-pathologiques et
les mutations du géne KRAS [(Liu et al., 2009) ; (Hewitt et al., 2015)].
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3.6. Conclusion

En résumé, suite a cette étude moléculaire, nous avons constaté un taux tres élevé de
mutations de I'exon 2 du géne KRAS, avec un statut exceptionnel par rapport a ce qui est connu
a I'échelle mondiale. Cela nous a conduits a nous interroger sur le réle et la spécificité des

mutations KRAS chez la population algérienne.

Ces reésultats soulevent la possibilité que les mutations de KRAS dans les tissus
gastriques pourraient contribuer a la carcinogenese chez les patients algériens. Il est crucial
d'entreprendre des étudessupplémentaires pour corroborer ou refuter nos résultats, ainsi que
pour examiner d'autres mutations génétiques en vue d'une meilleure compréhension du profil
moléculaire et d'évaluation I'efficacité du traitement chez les patients atteints de CG. Une telle

démarche permettrait d'élucider la relation entre ces mutations et le pronostic de la maladie.
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Le CG est une affection fréquente qui présente un rapport élevé entre la mortalité et
I'incidence, son pronostic est souvent sombre en raison du manque de dépistage précoce et de
traitements efficaces. Parmi les tumeurs malignes liées aux infections, ce cancer occupe une
place prépondérante a I'échelle mondiale. Il est largement reconnu que cette forme de cancer
est etroitement associée a l'infection par H. pylori, qu'éventuellement par les virus EBV et
HPV. Sur le plan morphologique et moléculaire, cette maladie se caractérise par une grande
diversité et son développement se déroule sur une longue période en plusieurs étapes,
influencées par divers facteurs, notamment les mutations génétiques dans des genes clés tels
que TP53, KRAS, ARID1A, et PIK3CA.

Par conséquent, les chercheurs se concentrent sur I'identification des facteurs de risque et
I'analyse approfondie du profil moléculaire du CG. Cela permet non seulement de comprendre
les bases moléculaires de la maladie, mais aussi d'identifier les genes ayant une utilité
clinique, en particulier les cibles thérapeutiques potentielles et spécifiques, dont I'objectif est de
développer des biomarqueurs moléculaires qui pourraient améliorer la précision du

diagnostic, prédire la progression de la maladie et guider les décisions de traitement.

Cette étude nous a donné l'occasion d'évaluer le profil épidémiologique du CG dans la
Wilaya de Tlemcen, de rechercher I'éventuelle contribution des virus oncogenes (HPV, EBV)
en tant que facteurs de risque au sein d'une population de I'ouest algérien, et de caractériser les
mutations du gene KRAS dans cette méme population, de ce fait, au cours d'une période de
cing ans (2011-2015), nous avons enregistré 394 cas de CG, ce qui en fait I'un des dix cancers
les plus fréquents dans la wilaya de Tlemcen. La prédominance était masculine (60,4%), les
patients de 50 a 70 ans représentaient la tranche d'age prédominante, soit 50,3% des cas.
Quant au risque de CG lié aux des infections virales, 1,36% des cas (1/73) étaient positifs
pour le HPV, tandis que aucun cas d'infection par I'EBV n'a été détecté. En ce qui concerne le
statut de I'exon 2 du gene KRAS, letaux de mutation dans la population de I'ouest algérien
était de 67,5% (27 sur 40). Les résultats obtenus indiquent que le CG est I'un des cancers les
plus fréquents dans la wilaya de Tlemcen, soulignant qu’il est essentiel de sensibiliser la
population a l'importance du dépistage précoce. Les initiatives de dépistage devraient étre
mises en place pour encourager les personnes a se faire examiner régulierement, en particulier

celles qui présentent des symptdmes tels que des troubles digestifs persistants, une perte de
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poids inexpliquée ou une anémie. Ainsi que, il est essentiel de mettre en place des
programmes de sensibilisation sur les facteurs de risque et les mesures de prévention du CG.
De plus, nos observations révélent que les virus (EBV, HPV) ne constituent pas un facteur de
risque dans la population de I'ouest algérien. En revanche, les mutations du gene KRAS sont
tres frequentes par rapport aux données de la littérature mondiale, ce qui nous ameéne a nous

interroger sur son réle dans la carcinogenése gastrique.

Il serait intéressant de poursuivre cette étude par des futures investigations portant sur un
échantillon représentatif de tumeurs gastriques. D'une part, il serait pertinent de se concentrer
sur la détection des virus oncogénes en utilisant des techniques de biologie moléculaire telles
que la PCR avec des amorces ciblant une petite région spécifique de I'ADN tumoral, ou encore
la PCR nichée afin d'augmenter la sensibilité de la méthode et de valider de maniére plus précise
les résultats positifs par l'utilisation de la méthode ISH ainsi que de compléter ces résultats
positifs en déterminant les types d'EBV et du HPV associés, car une étude approfondie de la
prévalence de ces infections dans la population locale pourrait fournir une meilleure
compréhension de leur impact sur le développement du CG. D'autre part, il serait important
d'analyser les mutations dans le géne KRAS afin de vérifier si le profil mutationnel découvert
est caractéristique de la population de I'ouest algeérien. Il conviendrait également d'approfondir
I'étude du profil moléculaire en recherchant d'éventuelles altérations (épi) génétiques dans
d'autres genes clés, ce qui est essentiel pour la caractérisation moléculaire des génomes du CG

en Algérie.

Il est important de souligner que la mise en place d'une collaboration étroite
multidisciplinaire impliquant des oncologues, des gastro-entérologues, des spécialistes des
maladies infectieuses et des généticiens peut contribuer a améliorer les stratégies de

prévention, de dépistage et de traitement du CG en Algérie.
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