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Résumé
Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) constituent un probléme majeur de

santé publique, aussi bien en Algérie qu’a I’échelle mondiale. Plusieurs agents étiologiques ont été
suspectés dans leur développement, parmi lesquels le papillomavirus humain (HPV) et le virus
d’Epstein-Barr  (EBV), particulierement impliqués dans les carcinomes oropharyngés et
nasopharyngés. Dans ce contexte, la présente étude visait, d’une part, a évaluer le profil
épidémiologique des cancers de VADS dans 1’ouest algérien sur une période de 8 ans (2012-2019),
et d’autre part, a explorer I’implication potentielle des virus HPV et EBV dans ces cancers a travers
une analyse moléculaire réalisée sur des échantillons tumoraux fixés et inclus en paraffine FFPE.

L’étude épidémiologique a été conduite a partir des données cliniques recueillies entre 2012
et 2019 et analysées a 1’aide des logiciels SPSS version 23 et Microsoft Excel®. Un total de 1124
cas de cancers des VADS a été recensé et classé selon les paramétres démographiques et
anatomiques.Pour 1’analyse moléculaire, 53 échantillons FFPE ont été sélectionnés. Apres
déparaffinage des coupes tissulaires, ’ADN a ¢été extrait puis soumis a une amplification en chaine
par polymérase (PCR) ciblant des régions spécifiques des génomes du HPV et de '’EBV. Les
produits d’amplification ont ensuite été visualisés par électrophorese sur gel d’agarose afin de
détecter la présence éventuelle de séquences virales.

L’analyse épidémiologique a montré un pic d’incidence en 2017, avec une prédominance des
cancers du larynx (60,3 %). La population masculine était la plus touchée (75 % des cas), et la
majorité des patients étaient agés de 60ans et plus.Concernant I’analyse moléculaire, les tests PCR
réalisés sur les 53 échantillons FFPE n’ont révélé aucune détection d’ADN viral, ni pour le HPV ni
pour ’EBV. Ces résultats suggerent 1’absence d’implication directe de ces deux virus dans les

échantillons tumoraux étudiés.

Bien que de nombreuses études aient démontré le rdle oncogéne du HPV et de I’EBV dans
certains cancers des VADS, notamment oropharyngés et nasopharyngés, les résultats de notre étude
n’ont pas confirmé cette association dans la population de I’ouest algérien. L’absence d’ADN viral
dans les échantillons analysés pourrait s’expliquer par des variations géographiques, des différences
de méthodologie ou encore par I’implication d’autres facteurs étiologiques, tels que le tabagisme,
I’alcool ou des expositions environnementales spécifiques.

Ces observations soulignent la nécessité d’une surveillance épidémiologique continue et d’études
complémentaires basées sur des échantillons frais et des approches moléculaires plus sensibles, afin
de mieux comprendre la diversité étiologique des cancers des VADS et d’adapter les stratégies de

prévention aux spécificités régionales.

Mots clés: Cancer de VADS, facteurs de risque, épidémiologie, HPV, EBV , PCR



Abstract
Cancers of the upper aerodigestive tract (UADT) are a major public health problem, both in

Algeria and worldwide. Several etiological agents have been suspected in their development, including
human papillomavirus (HPV) and Epstein-Barr virus (EBV), which are particularly involved in
oropharyngeal and nasopharyngeal carcinomas. In this context, the present study aimed, on the one
hand, to evaluate the epidemiological profile of UADCs in western Algeria over an 8-year period
(2012-2019), and, on the other hand, to explore the potential involvement of HPV and EBV viruses in
these cancers through molecular analysis performed on fixed and paraffin-embedded FFPE tumor
samples.

The epidemiological study was conducted using clinical data collected between 2012 and 2019
and analyzed using SPSS version 23 and Microsoft Excel® software. A total of 1,124 cases of head
and neck cancer were identified and classified according to demographic and anatomical parameters.
For molecular analysis, 53 FFPE samples were selected. After deparaffinization of the tissue sections,
DNA was extracted and subjected to polymerase chain reaction (PCR) targeting specific regions of the
HPV and EBV genomes. The amplification products were then visualized by agarose gel
electrophoresis to detect the possible presence of viral sequences.

Epidemiological analysis showed a peak incidence in 2017, with a predominance of laryngeal
cancers (60.3%). The male population was the most affected (75% of cases), and the majority of
patients were aged 60 years and older. With regard to molecular analysis, PCR tests performed on the
53 FFPE samples revealed no detection of viral DNA, either for HPV or EBV. These results suggest
that these two viruses are not directly involved in the tumor samples studied.

Although numerous studies have demonstrated the oncogenic role of HPV and EBV in certain
head and neck cancers, particularly oropharyngeal and nasopharyngeal cancers, the results of our study
did not confirm this association in the population of western Algeria. The absence of viral DNA in the
samples analyzed could be explained by geographical variations, differences in methodology, or the
involvement of other etiological factors, such as smoking, alcohol consumption, or specific
environmental exposures.These observations highlight the need for ongoing epidemiological
surveillance and further studies based on fresh samples and more sensitive molecular approaches in
order to better understand the etiological diversity of HEAD and neck cancers and to adapt prevention

strategies to regional specificities.

Key words: UADT cancer, risk factors, epidemiology, HPV, EBV , PCR.
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Le cancer des VADS, septieme cancer le plus fréquent dans le monde avec plus de
660000 nouveaux cas annuels (Gormley et al., 2022), touche plusieurs structures
anatomiques, dont la cavité buccale, ’oropharynx, le larynx, le nasopharynx et les sinus
paranasaux.Pour ce type de cancers, il n’existe pas d’appellation universelle. Dans les pays
anglo-saxons, on emploie le plus souvent I’expression Head and Neck Cancer, désignant les
tumeurs ou cancers de la téte et du cou. En France, I’expression la plus courante est cancers
des VADS, mais d’autres termes sont également utilisés, comme cancers ORL (Amourache,

2015).

Environ 90% des cancers des VADS sont des carcinomes épidermoides (Bray et al.,
2018). Ce type de cancer constitue un enjeu de santé publique complexe, caractérisé par des
différences d’incidence et de mortalité a travers le monde, influencées par la situation
géographique, de la diversité de la population et du niveau d'exposition aux facteurs de
risques (Gupta et Johnson, 2014). Les cancers de VADS touchent majoritairement les

hommes (Imard et al., 2014).

Le tabac et I’alcool, quelle que soit leur forme de consommation, restent les facteurs
de risque prépondérants des cancers des VADS (Kawakita & Matsuo, 2023). Toutefois, les
infections par le HPV et EBV sont désormais largement considérées comme des causes
majeures, surtout dans 1’augmentation de I’incidence chez les patients jeunes ou non-fumeurs

(Lescaille et al., 2011).

Une infection durable par le HPV est étroitement liée a 1’apparition de diverses
maladies, en particulier le cancer du col de I'utérus ainsi que les verrues génitales (Braaten
et al., 2008). Concernant les cancers des VADS, prés d’un quart des cas sont imputés a une
infection par des HPV oncogeénes de haut risque, principalement les génotypes 16 et 18

(Atallah, 2021).

Quant au virus d’Epstein-Barr, premier virus tumoral humain identifié, infecte plus de

90% de la population adulte, le plus souvent dés les premiers mois de vie, de maniére
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asymptomatique ou avec des symptomes bénins (Bouvard et al, 2009). Il est également
impliqué dans certaines formes de cancers des voies aérodigestives supérieures, notamment le
cancer du nasopharynx (Fernandes et al, 2018) ct de la cavité orale (Blanco et al., 2021).

La fréquence des infections a HPV et a EBV dans les cancers des VADS dépend du
type d’échantillon analysé, de la localisation anatomique des tumeurs et la sensibilité¢ des

techniques de détection utilisées (Gavid et al., 2014). I apparait donc nécessaire de développer

des recherches visant a approfondir la compréhension du lien entre ces virus et les cancers des

VADS, notamment en Algérie, ou les travaux dans ce domaine demeurent encore rares.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous présenterons les données de la littérature
concernant les voies aérodigestives supérieures, en abordant leur anatomie, leur classification
ainsi que les facteurs de risque majeurs associés au développement de cancers dans la présente
région. Nous mettrons également 1’accent sur les caractéristiques biologiques des HPV et du
EBV, en détaillant leur cycle viral, les mécanismes d’intégration virale et leur role dans la
carcinogenése. Enfin, nous aborderons la définition des biomarqueurs moléculaires ainsi que

les principales techniques récentes utilisées pour la détection de ces agents viraux.

La section expérimentale de ce travail a pour but, d’une part, d’évaluer le profil
épidémiologique des cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) dans 1’Ouest
algérien sur la période 2012-2019, en tenant compte de leur distribution selon différents
paramétres. D’autre part, elle s’attache a explorer le role des virus HPV et EBV dans ces

cancers, par le biais de 1’analyse moléculaire de leur génome.

A notre connaissance, il s’agit de la premiere étude menée en Algérie visant a
examiner spécifiquement les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) a travers

une double approche, a la fois épidémiologique et moléculaire.
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Chapitre 1 : Carcinome des voies aérodigestives supérieures ( VADS)

1. Généralités sur les VADS

Les voies aéro-digestives supérieures (VADS) comportent les structures anatomiques
responsables de nombreuses fonctions telles que la phonation, 1’¢locution, 1’alimentation, la
respiration, I’odorat, le gout et la salivation (Bonfils et Chevallier, 2017). Elles incluent les
fosses nasales et sinusiennes, la cavité buccale, le pharynx (subdivisé en trois régions : le
rhinopharynx, 1’oropharynx et I’hypopharynx ) ainsi que le larynx, lui-méme composé de trois
parties : la glotte contenant les cordes vocales, la sus-glotte et la sous-glotte. (Haguenoer et

al., 1982) (figure 1).

Head and Neck Cancer Regions
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Figure 1: Anatomie des voies aérodigestives supérieures( National Cancer Institute.

Salivary glands

Larynx

Head and Neck Cancers - NCI., 2025)
2. Epidémiologie des cancers de VADS

Les cancers des voies aérodigestives supérieures représentent, dans le monde, la
septieme localisation tumorale en termes de fréquence, totalisant plus de 660 000
nouveaux cas et 325 000 déces annuels (Gormley et al., 2022), sa prévalence est en
constante augmentation et elle varie selon le type et la région (Bray et al, 2018). Ces
cancers touchent davantage les hommes (ratio homme/femme de 3 : 1) avec un pic vers 50

- 60 ans (Badoual et al., 2022) .
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Prés de 90 % des cancers des VADS correspondent a des carcinomes épidermoides
(Bray et al., 2018). Sur le plan géographique, leur incidence présente d’importantes disparités
selon les régions du monde, les périodes étudiées ainsi que le rapport hommes/femmes.

Dans I’ensemble, les taux les plus €levés de cancers de la cavité buccale et du pharynx
sont rapportés dans certains pays européens, notamment la Slovaquie, le Portugal, la France et
la Belgique. Le carcinome du nasopharynx présente une distribution géographique particuliere
(Salehiniya et al., 2018), avec une forte prévalence au sein de trois groupes distincts : les
populations chinoises du Sud-Est asiatique, les Inuits de la zone arctique et les Arabes
d’Afrique du Nord. Dans la wilaya de Sétif, il constitue le cancer des VADS le plus fréquent

(Hamdi et al, 2010). Les cancers des voies aérodigestives supérieures traduisent

I’interaction entre la prédisposition génétique, 1’environnement et ’implication du virus
d’Epstein-Barr. Concernant les cancers naso-sinusiens, les principaux facteurs de risque sont
liés a I’exposition professionnelle aux poussieres de cuir et de bois. Enfin, le papillomavirus

humain de type 16 (HPV-16) est également reconnu comme agent cancérogene (Giger, 2016).

Selon le registre de cancer de Sétif, I’ Algérie a enregistré entre 1986 et 2018, 2 528
cas de cancers des VADS chez les deux sexes, dont 73,3% chez ’homme, soit un sex-ratio

male/femelle 2,7(Kara, 2024).
3. Classification TNM (Tumeur, ganglion, Métastase)

Il s’agit d’un systeme de classification mondial permettant d’évaluer le stade d’un
cancer, basé¢ sur la taille de la tumeur (T), I’atteinte des ganglions lymphatiques (N) et la
présence de métastases (M). La classification a été établie afin de visualiser les implications
pronostiques et de permettre 1'établissement d'algorithmes thérapeutiques systématiques
(Doescher et al., 2017). Depuis le début de I'année 2017, une version révisée de la
classification est appliquée. La classification des tumeurs oto-rhino-laryngologiques a
notamment été révisée en profondeur dans la 8™ édition, en partie sur la base de nouveaux
paramétres pertinents pour le pronostic, tels que l'infection par des sous-types oncogenes du

virus du papillome humain (HPV) (Vanessa et al., 2023). ( tableau 1)
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Tableau 1:Classification de la tumeur primitive des carcinomes des VADS selon la 8™

version de classification TNM (UICC, 2017).

T Tumeur primitive

Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

Pas de signe de tumeur primitive

Carcinome in situ

Tumeur £ 2 cm dans =a plus grande dimension et = 5§ mm de profondeur d'invasion”®

Tumeur = 2 cm dans sa plus grande dimension et dont la profondeur d'invasion est >
5 mm et =10 mm

ou tumeur dont la plus grande dimension est > 2 cm et £ 4 cm et la profondsur
d'invasion £ 10 mm

Tumeur dont la plus grande dimension est > 4 cm ou > 10 mm en profondeur
d'invasion

T4a (levre) - Tumeur envahissant la corticale osseuse, le nerf alveolaire inferieur, le
plancher buccal, ou la peau {de la jous ou du nez)

T4a (cavite buccale) : Tumeur envahissant la corticale osseuse du maxillaire, ou le
sinus maxillaire, ou Lla peau du visage.

Tab (levre ou cavite buccale): Tumeur envahissant lespace masticateur, les
apophyses pterygoides, ou la base du crane, ou englobant lartére carotide interne.

N Adénopathie régionales

Renseignements insuffisants pour classer l'atteinte des ganglions lymphatiques
regionac

Pas de signe d'atteinte des ganglions lymphatiques regionaux

Metastase dans un seul ganglion lymphatique homolateral = 3 cm dans sa plus
grande dimension sans extension extraganglionnaire

Metastases telles que .

Metastase dans un seul ganglion lymphatique homaolateral > 3 cm mais £ 6 cmdans
sa plus grande dimension sans extension extraganglionnaire

Metastases ganglionnaires multiples homoelaterales toutes ¢« 6 cm dans leur plus
grande dimension, sans extension extraganglionnaire

Metastases ganglionnaires bilaterales ou controlaterales, toutes = 8§ cm dans leur
plus grande dimension, sans extension extraganglionnaire

Metastase dans un ganglion lymphatigue > & cm dans sa plus grande dimension,
sans extension extraganglionnaire

Metastasels) ganglionnairels) unique ou multiples avec signe clinique d'extension
extraganglionnaire”

M Meétastases a distances

Pas de metastases a distance

Prasence de metastasels) a distance
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4. Biomarqueurs moléculaires dans les cancers de VADS
4.1 Définition d’un biomarqueur

L’institut national du cancer définit les biomarqueurs comme des molécules
biologiques présentes dans le sang, les fluides corporels ou les tissus qui révelent si un
processus, un état ou une maladie - comme le cancer - est normal ou aberrant. Ils sont
essentiels pour identifier les personnes atteintes ou non de la maladie. Les protéines, les
acides nucléiques, les anticorps et les peptides ne sont que quelques-unes des nombreuses

molécules qui composent un biomarqueur (Das et al., 2024) .

Pour étre utiles dans le contexte clinique, les biomarqueurs doivent répondre a des
critéres spécifiques. Ils doivent : étre quantifiables et reproductibles, avoir une bonne
performance de test [avec une bonne valeur prédictive positive (VPP) et une bonne valeur
prédictive négative (VPN)], étre mesurables dans du matériel accessible, en petites quantités
et avec peu de préparation, indiquer un risque de maladie ou de décés, avoir une utilisation
clinique prouvée, étre adoptés par l'ensemble de la communauté pour profiter des avantages

offerts par les tests, étre rentables (Hassanein et al., 2012 ).
4.2 Biomarqueurs moléculaires dans les cancers des VADS

Les marqueurs tumoraux aident a détecter les 1ésions précancéreuses, a prédire la
croissance tumorale, sa biologie invasive et a déterminer son potentiel métastatique. L’analyse
des antigénes tumoraux peut étre effectuée a 1’aide de I’immunohistochimie, de la
cytogénétique, de I’hybridation in situ fluorescente (FISH: Fluorescence In Situ Hybridation ),

de la transcriptase inverse et de la réaction en chaine par polymérase (Lutzky et al., 2008).
En I’¢état actuel, les biomarqueurs les plus utilisés dans les cancers des VADS sont :

> EGFR, Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR:epidermal growth
factor receptor) est surexprimé dans plus de 90% des cas de cancer de VADS (Grandis et
Tweardy., 1993). Cette surexpression correspond a la croissance et a la progression de la
tumeur, a la résistance au traitement et a un mauvais pronostic chez les patients atteints de

cancer de VADS (Rubin et al., 1998).
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> P53, la mutation du géne suppresseur de tumeur p53 et son expression constituent un
marqueur dans le cancer de VADS. Il peut également prédire la résistance de la tumeur a
la radiothérapie. L’anticorps sérique préopératoire pS3 est un marqueur pronostique

important pour les métastases ganglionnaires de ces cancers (Therkilden et al., 1993).

> CD 44, la tendance des tumeurs a métastaser a ét¢ fortement corrélée avec la régulation
négative de 1’expression de CD44v6 dans le cancer de VADS, et ’expression de CD44 h
dans le cancer du larynx et de la langue | (Spafford et al., 1996) ; (Masuda et al., 2000) |.

> Parmi les biomarqueurs liés a 1’existence de lésions précancéreuses ou cancéreuses,
figurent la mise en évidence et la caractérisation des HPV a haut risque ainsi que du virus

d’Epstein-Barr (Valentine et al., 2024).

II est presque peu probable qu’un marqueur puisse déterminer de maniére concluante
les métastases en raison de la complexité qu’il implique. La compilation de plusieurs
marqueurs peut aider a un meilleur pronostic qu’un seul marqueur isol¢ (Basheeth et al,
2019). Le tableau 2 répertorie les biomarqueurs les plus largement exploités en recherche
clinique, en soulignant I'importance croissante du papillomavirus humain dans la
physiopathologie du carcinome épidermoide oropharyngé (CEOP), ainsi que le rdle du virus
d'Epstein-Barr dans certains cancers des voies aérodigestives supérieures, notamment le

carcinome du nasopharynx (Eberly et al., 2024).
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Tableau 2 : liste des biomarqueurs moléculaires les plus fréquemment utilisé en

recherche clinique (Eberly et al., 2024)

Biomarqueurs Description

Statut EBV Des tests sérologiques visant a détecter les anticorps anti-EBV
IgA pour évaluer les patients chez lesquels on soupgonne un
carcinome nasopharynge.

P16 Un marqueur indirect de la maladie HPV-positive dans les
carcinomes ¢pidermoides de 1'oropharynx.

Séropositivité au HPV-E6 | Anticorps dirigés contre I'antigéne E6 du virus HPV. Associés a
un risque accru de développer un cancer de l'oropharynx..

Tumeur circulante HPV | Fragment d'ADN du HPV libéré par les cellules tumorales dans le
ADN sang,hautement spécifique a la malignité.

ADN du HPV oral L'ADN du HPV oncogene détecté dans les bains de bouche a été
associ¢ a la réponse au traitement et a la récidive aprées le
traitement, mais s'est révélé moins sensible que 'ADN du HPV.

TP53 et P53 Un gene suppresseur de tumeur qui régule la surexpression
génique dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou.

EGFR Récepteur du facteur de croissance épidermique, surexprimé dans
diverses tumeurs solides, avec une représentation significative
dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou.

Un biomarqueur capable d’orienter les cliniciens dans leurs décisions thérapeutiques
serait idéal, mais a ce jour, aucun marqueur prédictif de réponse, de résistance aux traitements
ou de toxicité n’a ¢té identifi¢ (Barthélémy, 2024).

5. Facteurs de risque

De nombreux agents sont considérés comme susceptibles d’induire ou de favoriser

I’apparition de cancers des VADS. La variabilité¢ de la fréquence de ces cancers et de leurs

sous-localisations suggere 1’influence de divers facteurs exogenes (Righini, 2006).
5.1 Le tabac et I’alcool

Parmi les facteurs de risque les plus notoires figurent la consommation d’alcool et le
tabagisme. L’effet cancérigéne du tabac a été démontré depuis les années 1960 dans le cas du
cancer laryngé. Le danger de survenue d’un cancer des VADS chez les fumeurs est environ
dix fois plus ¢élevé que chez les non-fumeurs (Jethwa et Khariwala, 2017).
Actuellement, plus de soixante-dix substances présentes dans la fumée du tabac sont
reconnues comme impliquées dans la carcinogenese des cancers des VADS, parmi lesquelles

figurent les nitrosamines et les hydrocarbures aromatiques polycycliques. Ces composés
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cancérigénes sont capables de provoquer des mutations en altérant la  structure de I’ADN,

soit par la formation d’adduits sous I’action d’enzymes oxydatives, soit par la génération de

radicaux libres (Badoual et al., 2022).

La consommation de tabac ne se limite pas a la cigarette industrielle. Le tabac a rouler
est considéré comme plus riche en substances toxiques que celui-ci. De plus, I’usage du cigare,
de la pipe, des cigarillos ou encore du narguilé est également associé a un ensemble de
pathologies comparables, voire plus graves, que celles liées au tabagisme classique (Arvers et

al., 2018).

L’alcool, quant a lui, représente un facteur de risque majeur des cancers des VADS, en
particulier ceux de I’oropharynx et de I’hypopharynx. L’acétaldéhyde, issu de son
métabolisme, alteére la synthese et la réparation de I’ADN en se liant aux protéines impliquées
dans ces processus et dans la méthylation de I’ADN. Il induit aussi un potentiel mutagene par
la formation d’adduits stables. Le risque relatif de survenue d’un cancer de la cavité buccale
ou du pharynx (oro- et hypopharynx) est proportionnel a la quantité¢ d’alcool consommée,

méme sur une durée bréve (Tramacere et al., 2010).

Enfin, une interaction synergique marquée entre le tabac et I’alcool est observée dans
le processus de cancérogenéese : le risque de survenue d’un cancer de la cavité buccale est
multiplié¢ par 13 en cas de consommation conjointe de ces deux substances [( Kawakita ,

2017); (Badoual et al., 2023)].
5.2 Facteurs nutritionnels

Une carence dans certains facteurs nutritionnels ont été mis en évidence comme étant
liés a la survenue des cancers de VADS. Une augmentation du risque de développement d’un
cancer serait ainsi associée a une carence de consommation de fruits et de Iégumes et a une
alimentation pauvre en vitamines A, C et E (Syrjidnen et Syrjinen., 2019), en acides gras
polyinsaturés ou en ail et oignons [(Galeone et al., (2015). L’effet protecteur des fruits et
légumes serait associé¢ a leur teneur en divers micronutriments et microconstituants, capable
d’agir sur des mécanismes potentiellement protecteurs : activités antioxydantes, modulation
du métabolisme des xénobiotiques, stimulation du systéme immunitaire, activités

antiprolifératives, etc (Latino-Martel et al., 2011).

9
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5.3 Facteurs professionnels

De nombreuses substances chimiques ont été étudiées pour leur réle dans la genése des
cancers des VADS. Parmi elles figure le formaldéhyde, couramment utilisé sous forme de
solution aqueuse (formol) ou de polymeéres solides (trioxane, paraformaldéhyde) dans la
production de résines destinées aux peintures, colles, panneaux de bois, textiles, papiers ou
encore a I’industrie du cuir. Il est également employé pour ses propriétés biocides, notamment
comme désinfectant, conservateur ou fixateur de tissus biologiques. Le Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC) I’a classé comme cancérogene avéré, en particulier pour son
lien établi avec le cancer du nasopharynx et son implication possible dans les cancers naso-

sinusiens (Baan et al., 2009).

Les poussieres de bois ont également été incriminées dans la survenue de cancers de la
cavité buccale, du pharynx et du larynx. L’exposition a certaines substances telles que
I’amiante, le goudron ou le nickel parait, elle aussi, contribuer au développement de cancers

dans différentes zones de VADS (Hans et Brasnu ., 2010).
54 Facteurs infectieux
5.4.1 Bactéries

Des études initiales ont identifié une prévalence de bactéries anaérobiques a Gram
négatif deux fois plus élevée chez les patients atteints d'un carcinome épidermoide buccal,
ainsi qu'une diminution de I'abondance, de la diversité et de la composition taxonomique des

bactéries par rapport aux sujets sains (Guerrero-Preston et al., 2016).

Une caractérisation plus poussée du microbiome de carcinome épidermoide buccal
révele un profil microbien enrichi par des pathogénes opportunistes, notamment
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Aggregatibacter segnis,
Peptostreptococcus stomatis et Catonella morbi (Bolz et al., 2014), cependant, des preuves
émergentes suggerent que la microflore altérée identifiée chez les patients atteints de
carinome ¢épidemoide des VADS peut jouer un role important dans la formation du
microenvironnement tumoral par le biais de différents mécanismes (Hooper et al, 2009), en
particulier, les produits bactériens tels que les endotoxines, les enzymes et les déchets métaboliques

peuvent également endommager I'ADN, modifiant ainsi le contrdle du cycle cellulaire et les voies de
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signalisation qui induisent des mutations des génes suppresseurs de tumeurs et favorisent l'activité des

proto-oncogenes (Miranda-Galvis et al., 2021).

5.4.2 Virus

Une infection virale est la cause principale de plus de 1 400 000 cas de cancer par an,
ce qui représente environ 10 % de la charge mondiale de morbidité due au cancer (Plummer
et al ., 2016) . L'infection par des virus oncogenes, principalement le HPV ou le EBV, a été
associée au développement et a la progression des néoplasmes au niveau de divers sous-sites

des voies aérodigestives supérieures (Blanco et al., 2021).

Les papillomavirus humains jouent un rdle majeur dans les affections des muqueuses
des voies aérodigestives supérieures, puisqu’ils sont capables d’infecter I’ensemble des
¢pithéliums malpighiens et des muqueuses. En moyenne, environ 25 % des cancers des
VADS sont attribués a une infection par le HPV, en particulier par les génotypes oncogénes a
haut risque, principalement les HPV 16 et 18 (Atallah, 2021). Par ailleurs, I’infection par
I’EBV est fortement associée au développement du cancer du nasopharynx et, dans une

moindre mesure, a certaines tumeurs de I’hypopharynx et du larynx (Carpén et al., 2020).

Les cancers de VADS peuvent étre causés par d’autres agents infectieux autres que le
HPV et le EBV (Tina et al.,2005). Certaines études ont montré une association entre le virus
de l'herpes simplex] (HSV-1) et les carcinomes de VADS (Starr et al, 2001). Aussi, de
nouvelles données indiquent également un rdle potentiel des virus de I’hépatite B et C dans le

cancer de VADS, bien que les données soient moins robustes (Hung et al., 2023).
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Chapitre 2 : Implication du HPV et de PEBYV dans les cancers des VADS

1. Papillomavirus humain (HPV)
1.1 Généralités

Les papillomavirus appartiennent a la famille des Papillomaviridae (Perez-Losada et
al.,, 2006). Ce sont de petits virus trés répandus dans la nature, capables d’infecter de
nombreux mammiféres. Leur transmission s’effectue par contact cutané ou muqueux entre
individus d’'une méme espéce. Ces agents infectieux, trés anciens et relativement stables,
auraient évolué lentement au sein des différents épithéliums de leurs hotes (Van Ranst ef al.,
1993). Ainsi, leur nomenclature consiste a adjoindre au suffixe « PV » (Papillomavirus)
I’abréviation de I’hdte infecté en anglais, comme HPV (Human Papillomavirus) ou BPV
(Bovine Papillomavirus) (Rebrikov et al, 2002). Ils sont impliqués dans 1’apparition de
tumeurs bénignes et malignes chez I’Homme et chez 1’animal, et ont permis 1’établissement
du premier modele de tumeur liée a un virus @ ADN, décrit en 1920 par Shope chez le lapin

(Sagna & Tani, 2012).

Plus de 200 génotypes de HPV ont été¢ identifiés au cours du siecle dernier et
regroupés en différents genres (Alpha, Beta, Gamma, Mu, Nu) en fonction de la structure du
génome viral et le tropisme pour les tissus épithéliaux humains. Le genre Alpha comprend des
génotypes qui ont été décrits comme étant a 1'origine de cancers, tandis que les infections par
les papillomavirus Beta- et Gamma sont généralement asymptomatiques, mais les états
d'immuno-suppression (greffe d'organe, infection par le VIH, épidermodysplasie verruciforme,
entre autres) peuvent déclencher l'apparition de papillomes cutanés ou augmenter la
prédisposition au cancer de la peau .Mu et Nu responsables du développement des verrues et

papillomes (Mac et Moody, 2020).

Douze types (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 et 59), également appelés types a
haut risque, ont été classés comme cancérogénes pour I'homme par le Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC). Les types a faible risque, dont le HPV6 ou le HPVI11,
provoquent généralement des maladies bénignes telles que les verrues génitales, tandis que les

autres types classés comme probablement ou possiblement cancérogeénes sont rarement
12
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retrouvés dans de grandes séries de cancers ou sont associés a d'autres facteurs, de sorte que

leur oncogénicité reste a éclaircir (Silvia et al., 2018) (Tableau 3).

Tableau 3: Classification des HPV en fonction du risque oncogene et des maladies

associées selon 1'évaluation du CIRC (Silvia et al., 2018).

HPV Génotypes Maladies associées

HPV a haut risque HPV16,18,31,33,35,39,4 | Cancer du col de l'utérus, de 1'anus, de la

oncogene 5,51,52,56,58,59 vulve, du pénis, de l'oropharynx
Cancer et 1ésions précurseurs associées.

HPYV abas risque HPV 6,11 verrues génitales, papillomatose

oncogéne respiratoire récurrente.

Probablement HPV 68 Cancer du col de 'utérus

cancérogene

Possiblement HPVS5.8 Carcinome épidermoide de la peau chez

cancérigene les patients atteints d'épidémodysplasie
verruciforme.

Possiblement HPV 26, 30, 34, 53, 66, | Incertain

cancérigene 67,69,70,73,82 et 97

1.2 Organisation structurelle et génomique

Structurés en particules de 52—55 nm de diamétre, les papillomavirus possédent une
capside a symétrie icosaédrique composée de 72 capsomeres formés par les protéines L1 et L2.
Ce sont des virus nus, particulicrement stables dans le milieu extérieur. Leur génome est
constitu¢ d’un ADN circulaire double brin d’environ 8 kb, dont un brin unique est codant

(Warburton et al., 2021), et comprend trois domaines distincts qui sont :
v Une région précoce (Early) : traduite précocement, et se divise en 6 régions (E1 a E7)

-La protéine E1: active la réplication de I’ADN viral.

-La protéine E2: intervient a la fois dans la réplication (dont I’activation implique une
synergie avec El) et la modulation de la transcription virale (une activité transcriptionnelle
s’exercant négativement sur E6 et E7 .

-La protéine E3 : pas de fonctions connues.
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-La protéine E4 : maturation de virion.

-La protéine ES5 : stimulation de la prolifération cellulaire.

-La protéine E6 : protéine oncogéne qui provoque la dégradation de la protéine P53.

-La protéine E7 : protéine oncogeéne qui provoque la dégradation de la protéine pRb (protéine

de rétinoblastome) (Monsonego, 2006). ;(Prétet et al., 2007).

v" Une région tardive L (Late) : traduite tardivement, englobe les geénes codants pour les

deux protéines structurales (L1 et L2) qui forment la capside :

-La protéine L1 : protéine structurale majeure de la capside indispensable a la formation des
particules virales vides ressemblant a des capsides et dénommées VLP (Virus-Like Particles)
qui se lient au récepteur de la cellule hote. Cette protéine L1 est hautement conservée entre les
papillomavirus et constitue la source d’antigénes pour le développement de tests sérologiques

ELISA et pour la production de vaccins.

- La protéine L2 : protéine structurale mineure de la capside, moins conservée que la protéine
L1. Cette protéine permet en association avec la protéine L1, I’assemblage du virus et la
stabilisation de la capside [(Monsonego, 2006) ; (Bishop et al, 2007) ; (Muiioz, 2009)
(Bernard et al., 2010); (Alain et al., 2010)].

v" Une région non codante de régulation LCR (Long Control Region) ou URR
(Uptream Regulatory Region) : est constituée des promoteurs et des séquences de
régulation, réplication et transcription, cette région est localisée entre L1 et E6

(Monsonego, 2006) (Figure 2).

14



PARTIE THEORIQUE

T

E

=
1

B8000/0

El

HPV
genome

E2

L2 . E5 -

] Oncoproteins[] Capsid proteins LCR: Long control region

] Replication  [] Origin of DMA replication
“Thercis in |

Figure 2 : Organisation génomique de HPV (Molina et al., 2024.)
1.3 Cycle de vie des HPV

Les HPV sont exclusivement des pathogeénes intra-épithéliaux et leur réplication
dépend de la machinerie de réplication et de réparation de 'ADN de la cellule héte (Pinidis et
al., 2016). Les cellules cibles des HPV sont les kératinocytes (Morshed et al., 2014)]. Au
niveau des voies aérodigestives supérieures, le cycle de vie du HPV suit un chemin similaire a
celui observé dans d'autres épithéliums stratifiés, mais avec des particularités dues a la
structure, a l'exposition et aux propriétés de ce tissu spécifique (Gillison et al, 2000). Les
¢tapes d'attachement, d'établissement et de maintenance du génome sont influencées par les
caractéristiques particulieres des VADS, comme les microenvironnements variés (zones
humides (cavité buccale) et seches (oropharynx)) et les types de cellules épithéliales

hétérogenes (Gillison, 2004).
1.3.1 Attachement, pénétration et décapsidation

L’infection par le HPV débute par I’attachement du virus a la cellule cible via
l'interaction entre la capside virale et les récepteurs cellulaires. Le virus se lie d'abord a la
lame basale, puis a la surface cellulaire, interagissant principalement avec les protéoglycanes
d'héparane sulfate (HSPG). Cette liaison entraine des modifications de la capside permettant

l'exposition de la protéine L2 et son clivage par la furine, facilitant ainsi le transfert du virus
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vers d'autres récepteurs cellulaires [(Beaudin et al., 2015) ; (Ozbun, 2019)].

La pénétration des HPV dans les cellules hotes s’effectue par endocytose (Siddiqa et
al., 2014). Apres leur internalisation, ils s’échappent des vésicules endocytiques ; la protéine
L1 y est dégradée, tandis que I’ADN viral est transporté vers le noyau grace a la protéine

mineure de la capside, L2 (Doorbar, 2006).
1.3.2 Maintenance du génome

Une fois a 'intérieur du noyau, I’ADN du HPV est maintenu sous forme d’épisome a
un faible nombre de copies. Ce nombre varie selon les 1ésions, étant estimé a environ 200
copies par cellule dans les Iésions cervicales, et entre 50 et 100 copies dans les papillomes
oraux bénins chez 1’animal, avec des variations possibles d’une Iésion a 1’autre (Doorbar,
2012). Pendant cette phase, les génomes viraux nouvellement synthétisés se répartissent dans
chaque cellule fille, la ségrégation de ces génomes lors de la division cellulaire étant assurée

par la protéine E2 (Guillet, 2010).
1.3.3 Prolifération cellulaire

Contrairement aux cellules non infectées, qui, une fois détachées de la lame basale,
arrétent leur division pour entrer dans un processus de différenciation en migrant vers la
région suprabasale, les cellules filles infectées continuent de proliférer. Cette prolifération est
favorisée par I’expression des protéines E6 et E7, qui désactivent le controle du cycle
cellulaire, permettant ainsi la poursuite de la réplication de I’ADN viral. Les protéines E6 et
E7 sont exprimées en faibles quantités, leur expression étant régulée par l’action trans-

inhibitrice de la protéine E2 (Beglin et al., 2009).
1.3.4 Assemblage et libération

La derniere phase du cycle viral va consister en I’assemblage de particules virales et a
leur libération a la surface de 1’épithélium grace a l'expression des protéines de la capside
immunogenes L1 et L2 dans des cellules suprabasales hautement différenciées. Les virions

sont libérés suite a la desquamation (Mac et Moody, 2020). Les virus ainsi libérés peuvent

16



PARTIE THEORIQUE

soit contaminer le méme tissu ou un autre tissu sain de l'individu soit étre transmis a une

tierce personne (Prétet et al., 2007).
14 Mécanisme de carcinogeneése

La transformation maligne par les HPV débute dans les cellules basales, avec 1'intégration du
génome viral dans les chromosomes des kératinocytes, ce qui provoque une instabilité
génomique. Cet événement, caractéristique des HPV a haut risque, survient apres la rupture
des ORF (Open Reading Frame) E1/E2, menant a la perte de la protéine E2. Cette perte libere
la synthese des oncoprotéines E6 et E7. E6 dégrade la protéine p53, empéchant l'arrét du
cycle cellulaire ou l'apoptose en cas de dommages a ’ADN. E7, quant a elle, inactive la
protéine pRb, libérant le facteur E2F (protéine indispensable a ’entrée de la cellule en phase
S et a I’activation de certains genes impliqués dans la réplication de I’ADN) et favorisant ainsi
la prolifération cellulaire. Ces actions conduisent a I'immortalisation des cellules. Par ailleurs,
la protéine ES peut renforcer ce processus en interagissant avec certains oncogenes comme

Ras (Miinger et al., 2004) ; (Prétet et al., 2007) Figure 3.

";Rb E2F
Prolifération | p53

aberrante

=8 -Rb | Prolifération |
1 [E8] esar DR Immortalisation
. : | hTERT
Deg;ad;‘;f’“ Deégradation E7 Instabilité
P de p53 E genétique

Transformation

Croissance tumorale
Dissémination métastatique

Figure 3 :Principales étapes de la carcinogenése associée a E7 et E6 des HPV haut risque

(Munger et al., 2004).
1.5 Cancers des VADS associés a ’HPV

Le role du HPV dans la carcinogenése des cancers des voies aérodigestives
supérieures est largement reconnu, de nombreuses publications confirmant son implication
tant dans des lésions bénignes telles que le papillome buccal, la verrue vulgaire ou le
condylome acuminé, que dans des Iésions malignes (Lewis, 2009). Cependant, la prévalence
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des infections a HPV dans les cancers des VADS varie considérablement selon plusieurs
facteurs, notamment la localisation anatomique des tumeurs. Ainsi, différentes études ont
rapporté des taux de prévalence tres variables, pouvant aller de 0 % a 100 %, en particulier au

niveau de I’oropharynx, illustrant I’ampleur de cette variabilité¢ (Gavid et al., 2014).
1.5.1 Cancer de la cavité buccale

Le cancer de la cavité buccale est le 16°™ cancer le plus fréquent dans le monde, avec
un nombre estimé de 377 000 nouveaux cas diagnostiqués en 2020 (Ferlay et al., 2020). En
2011, le IARC a conclu qu'il existait des preuves suffisantes d'un rdéle causal du HPV16 dans
le cancer de la cavité buccale. Cette idée a ¢été appuyée en 2013 par I'¢tude ARCAGE
( Alcohol-Related Cancers and Genetic susceptibility in Europe), a rapporté que 32 % des 359
cas de cancers de la cavité buccale étaient HPV16 positif, tandis qu'un réle du HPV18 était

considéré comme possible (Giraldi et al., 2021).
1.5.2 Cancer du larynx

Actuellement, l'incidence de l'infection par le HPV a haut risque est élevée dans les
Iésions laryngées bénignes et malignes. Elle est fréquente chez les non-fumeurs et les jeunes
patients atteints d'un cancer du larynx. Le HPV-16 a été le plus fréquemment observé dans ces

cancers. En outre, le HPV-18 est fréquemment isol¢ dans ces cancers (Liberale et al., 2023).
1.5.3 Cancer de I’oropharynx

Le carcinome épidermoide oropharyngé comprend les cancers des amygdales, de la
base de la langue, du palais mou et de la luette. Au niveau mondial, le pourcentage de cancer
de P'oropharynx qui sont HPV+ ¢était de 33% en 2021. Cependant, la prévalence varie
considérablement en fonction de la région géographique, avec des estimations allant de 0%

dans le sud de I'Inde a 85% au Liban (Lechner et al, 2022).
2. Epstein barr virus (EBV)
2.1 Généralités

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est le premier virus tumoral humain a avoir été isolé. Il

a été identifié¢ en 1964 par I’équipe d’Epstein dans une lignée cellulaire issue d’un lymphome
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de Burkitt (Epstein et al, 1964). L’EBV appartient a la famille des Herpesviridae, plus
précisément a la sous-famille des Gammaherpesvirinae, le genre Lymphocryptovirus et
l'espece herpesvirus Human 4 (HHV-4) (Houen et Trier., 2021). Ce virus infecte la majorité
de la population. Le premier contact avec le virus s’effectue en général dans les premiers mois
apres la naissance et est soit asymptomatique, soit accompagné d’une pharyngite. On estime
que plus de 90 % de la population adulte est infectée [(Longnecker et al, 2013) ; (Delecluse
et al., 2017)].

Deux types d'EBV sont identifiés dans la population humaine. Initialement appelés
type A et B, on les désigne actuellement comme EBV de type 1 et 2. Ces deux souches
présentent une distribution géographique distincte. L’EBV-1 est largement répandu a I’échelle
mondiale, avec une prédominance dans les pays occidentaux, tandis que ’EBV-2 se rencontre
principalement en Afrique surtout en Afrique centrale ainsi qu’en Nouvelle-Guinée (Zimber
et al., 1986). Elles se différencient par la séquence des genes codant pour les protéines de
latence EBNA-2, EBNA-3A, -3B et -3C, ce qui permet leur identification. Par ailleurs, le
génome d’EBV comporte plusieurs séquences répétées dans les régions IR (internal repeat) et
TR (terminal repeat), dont les variations peuvent donner naissance a des souches diverses

(Sixbey et al., 1989).
2.2 Structure de EBV et son organisation génomique

Comme tous les Herpesviridae, 'EBV est constitu¢ de l'extérieur vers l'intérieur d'une
enveloppe lipidique ou s'insérent des protéines et des glycoprotéines, d'un tégument constitué
de matériel fibreux protéique, d'une nucléocapside icosaédrique comprenant 162 capsomeres,
d'un noyau ou core composé d'une molécule d'ADN enroulée autour d'une structure protéique

(Baer etal., 1984). (Figure 4).
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Figure 4:structure du virus EBV en microscopie électronique (coloration négative) (Baer

et al., 1984).

- L’enveloppe délimite le virus avec un diamétre de 150 a 200 nm. C'est un double
feuillet lipidique dans lequel s'insérent des protéines et des glycoprotéines dont
certaines sont responsables, soit de la fixation du virus sur les cellules, soit de I'action
immunogene (David et al, 1992).

- Le tégument composé¢ de nombreuses protéines virales et cellulaires différentes, il
assure la jonction entre la capside et I'enveloppe. Il est de nature fibrillaire.

- La capside est de forme icosaédrique (20 faces et 12 sommets) mesure 100 a 120 nm
de diametre et comporte 162 capsomeres (150 hexameéres et 12 pentaméres).

- Le génome constitu¢ d'une molécule d'ADN linéaire double brin recouverte par la
protéine de capside et entourée par la couche de tégument, la taille du génome a une
longueur d'environ 192 kilo paires de bases et code pour environ 85 génes (Santpere

et al., 2014).

Ce génome comprend cinq domaines de séquence unique (Ul a US) séparés par des séquences
répétitives internes (IR1 a IR4) et, aux extrémités, deux séquences répétées terminales (TR)
permettent la circularisation du génome [(Prichett et al, 1976) ; (Zanella et al., 2019)].
(Figure 5).
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Figure 5:organisation génomique de EBV

a: linéaire dans le virion. b: circulaire dans la cellule infectée (Kieff et Rickinson 2007).
23 Cycle viral de EBV

L’EBV se transmet surtout par voie orale, bien qu’une transmission transfusionnelle
ait été décrite (Hjalgrim et al., 2007). Il peut infecter différents types cellulaires in vivo :
lymphocytes B, cellules épithéliales, cellules mésenchymateuses et lymphocytes T (Kutok et
Wang., 2006).

2.3.1 Primo-infection

L'EBV infecte principalement les lymphocytes B, mais peut aussi cibler les cellules
¢épithéliales. Le virus se propage par la salive ou les aérosols via les lymphocytes B infectés.
Dans l'oropharynx, 'EBV infecte d'abord les cellules épithéliales en utilisant des protéines
virales (gH/gL, BMRF1, gp350/220) qui se lient a des protéines cellulaires spécifiques
(EphA2, intégrines, CD21, CD35). Ces interactions déclenchent des changements dans les
protéines virales, notamment gB, qui permet l'entrée du virus dans la cellule hote (Hutt-

Fletcher , 2007).

Dans les cellules épithéliales dépourvues de CD21, le virus d’Epstein-Barr utilise
d'autres récepteurs, comme les intégrines avpl, avp6 ou avp8, via les protéines BMRF2 et
gH/gL. (Houen et Trier., 2021). Ces cellules constituent un site de réplication virale mais ne
servent que rarement de réservoir. Pour assurer sa persistance, le virus cible les lymphocytes
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B mémoires, son principal réservoir. Grace a la structure discontinue de 1’épithélium
oropharyngé, EBV peut atteindre les lymphocytes B des amygdales et les infecter via une
interaction entre les glycoprotéines virales (gp350/220, gp42) et les récepteurs CD21, CD35
et le CMH-II (Mohammed et al., 2021). Une fois la membrane cellulaire fusionnée avec

I’enveloppe virale, I’ADN du virus est libéré dans le noyau (Mourez et al., 2019).

Apres infection, les lymphocytes B migrent vers les centres germinaux, ou ils
maturent et deviennent des lymphocytes B mémoires, servant de réservoir au virus (Humans,
2012). Le génome viral se circularise alors en un épisome dans le noyau, initiant une phase

de latence (Mourez et al, 2019).
2.3.2 Lecycle lytique de EBV

Le cycle lytique de I'EBV, caractérisé par une forte réplication virale (amplifié
jusqu’a 1000 fois), se déroule dans les plasmocytes et les cellules épithéliales de
l'oropharynx lors des réactivations ou de la primo-infection. Il implique I'expression
successive de genes précoces (pour la réplication de I'ADN viral) et tardifs (pour les
protéines virales), la production de nouveaux virions dans le noyau et leur libération par lyse
cellulaire. La réactivation lytique peut étre déclenchée par divers facteurs affaiblissant le
systéme immunitaire, notamment les séjours en soins intensifs. Elle est également observée
dans certaines maladies auto-immunes, ou elle pourrait contribuer aux symptomes.
Cependant, la plupart des réactivations sont asymptomatiques et se manifestent par
I'excrétion du virus dans la salive [(Kerr., 2019) ; (Mourez et al., 2019)]. Chez les
individus immunocompétents, une prolifération virale excessive pousse le systeéme

immunitaire a forcer le virus a retourner en phase de latence (Houen et Trier, 2021).
2.3.3 Lalatence virale

Les lymphocytes B sont les cellules clefs de I’établissement de la latence virale de
I’EBV. Cette infection latente permet le maintien du génome viral sous forme d’épisome a
I’intérieur des noyaux cellulaires des cellules infectées, favorisant ainsi leur prolifération et la
persistance du virus sans production virale active (Thorley-Lawson et Gross,., 2004), cette

infection latente est associée avec 1’expression de 6 antigénes nucléaires (Epstein Barr
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Nuclear Antigen) EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3Cet EBNA-LP (leader
protein) , 3 protéines de membrane (latent membrane protein) LMP1, LMP2A et LMP2B, 2
petits ARN non polyadénylés codés par EBV (EBERI1 et EBER2) et des transcrits de la région
BamHI A (BARTs) [(Nanbo et Takada, 2002) ; (Wood et al., 2007) ; (Rechsteiner et al.,
2008)].

Quatre modalités de latence virale ont été décrites dans les lymphocytes B infectés par
I’EBYV : les formes dites de type III, II, I et 0. Chacune se distingue par un profil spécifique
d’expression des génes viraux (Gruffat et Manet, 2018) et Chaque programme de latence est

associ¢ a un type de pathologie [(Cohen, 2000) ; (Rickinson, 2001)]. (Tableau 4).

Bien que les lymphocytes B constituent le principal réservoir de latence, des études
ont également mis en évidence la capacité de ’EBV a établir une infection latente dans
certaines cellules épithéliales, notamment au niveau de I’oropharynx. Cette latence épithéliale,
moins fréquente, pourrait contribuer a la persistance virale et jouer un réle dans certaines

pathologies épithéliales associées a ’EBV (Goldenberg et al., 2004).

Tableau 4 :Profils d’infection latente des cellules infectées par ’EBV et génes exprimés

(Kempkes et Robertson, 2015).

Programme de latence Génes exprimés

0

concerne les lymphocytes B mémoires circulants ~ EBERs, (LMP2A)

I

concerne les lymphocytes B mémoires en EBERs, EBNAIL, BARTSs

division et est associée au lymphome de Burkitt

1

joue un role dans le lymphome hodgkinien etle ~ EBERs, EBNAIT, LMP2A, LMP1,
carcinome du nasopharynx . BARTs

111

participe au développement du syndrome EBERs, EBNAIL, LMP2A, LMPI,
lymphoprolifératif post-transplantation (SLPT) EBNA2, EBNA3C, EBNA-LP, BARTs

Lors des réactivations, les lymphocytes B mémoires peuvent migrer vers les amygdales
et se différencier en plasmocytes. Cela permet la réplication du virus dans les plasmocytes

et les cellules épithéliales, facilitant sa transmission par la salive (Andrei et al, 2019).
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L'alternance entre les phases de latence et les phases lytiques lors des réactivations
fait de 'EBV un pathogene persistant et efficace, capable de rester dans 1'organisme de 1'hdte

tout au long de sa vie (Trivedi et al., 2018).
24 EBY et cancers de VADS associés

Le virus d'Epstein-Barr a été identifi¢ comme le premier virus humain lié a la
cancérogénese. Depuis, il a été classé dans le groupe 1 des agents cancérigénes (Bouvard et
al., 2009). Ce virus est un agent causal de certaines variantes des cancers de voies
aérodigestives supérieures, comme le cancer du nasopharynx (Fernandes et al., 2018) et de la

cavité orale (Blanco et al., 2021).
2.4.1 Cancer de nasopharynx liée a PEBV

L'infection par I'EBV dans le nasopharynx est typiquement représentée par un modele
de latence de type II, dans lequel ’EBNA1, LMP1 et 2, et les ARN non codants sont exprimés
et induisent d'autres changements génétiques et épigénétiques, contribuant a l'acquisition de
plusieurs caractéristiques cancéreuses. Ces caractéristiques, énumérées par Hanahan et
Weinberg, comprennent : [1] un potentiel de prolifération infini ; [2] I'évasion des
suppresseurs de croissance ; [3] la résistance a 1'apoptose ; [4] la réplication immortelle ; [5]
l'angiogenese ; [6] l'invasion et les métastases ; [7] la reprogrammation métabolique et [8]
I'évitement de la destruction immunitaire (Hanahan et Weinberg, 2011). La dysrégulation
de multiples voies de signalisation induite par des mutations somatiques ou l'expression de
genes latents de I'EBV entraine une modulation du microenvironnement tumoral et de la
réponse immunitaire. Les protéines latentes favorisent en outre la progression de la tumeur en
entrainant une expansion clonale rapide des cellules infectées par 1'EBV, conduisant a
'accumulation d'événements génétiques et épigénétiques, entrainant la progression du cancer

du nasopharynx (Su ZY et al., 2023).
2.4.2 Cancer de la cavité orale li¢ a PEBV
Le virus d’Epstein-Barr qui persiste principalement dans la cavité orale, est impliqué

dans diverses maladies lymphoprolifératives orales ainsi que dans certaines tumeurs buccales,
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dont le carcinome épidermoide buccal. L’implication de ’EBV dans ces tumeurs malignes
varie, fonctionnant soit comme un cofacteur, soit contribuant a I’avancement de la tumeur en
lui conférant des caractéristiques malignes. La présence de I’EBV dans ces carcinomes varie
d’une population a 1’autre, allant de 0 a 100 %. Plusieurs oncoprotéines et ARN EBV, y
compris les EBNA, les LMP et les EBER, ont été associés au carcinomes épidermoides
buccaux en favorisant I’inactivation de p53 et la transcription EGFR, inhibant 1’apoptose des
cellules cancéreuses. De plus, il a ét¢ démontré que ’EBV induit une transition épithéliale a
mésenchymateuse, améliore la migration et I’invasion cellulaires et supprime 1’apoptose dans
les lignées cellulaires en association possible avec différentes voies de signalisation

(Srisathaporn et al., 2025).
2.4.3 Cancer de ’oropharynx lié¢ a ’EBV

Le role des cellules épithéliales de I’oropharynx dans le cycle viral reste débattu ; si
certaines ¢tudes ont détecté ’EBV dans ces cellules, d'autres 1'ont uniquement retrouvé dans
les lymphocytes B. L'absence d'infection EBV chez les patients dépourvus de lymphocytes B
matures confirme leur importance pour 1'établissement de la latence. Toutefois, des infections
latentes ont aussi été observées dans des cellules épithéliales, suggérant que ces derniéres

participent également au maintien du virus (Hoover et al., 2008).
3. Co-infection HPV / EBV dans les cancers de VADS

Les tissus épithéliaux sont sensibles et permissifs aux infections 8 HPV (cutanées et
muqueuses) et 8 EBV (muqueuses) (Blanco et al.,, 2021). Le terme "coprésence" est utilisé
lorsque le HPV et I'EBV sont détectés dans les tumeurs. Toutefois, la coprésence dans les
tumeurs n'est pas synonyme de coinfection, qui se produit lorsque le HPV et I'EBV infectent

tous deux la méme cellule épithéliale (Gupta et al., 2020).

La coinfection HPV/EBV a été démontrée dans 31,2 % des cancers des VADS, qui
comprennent des tumeurs malignes du larynx, de la l1évre et du cavum (Gupta et al, 2020) et
dans 25 % et 33,3 % des carcinomes de l'hypopharynx et des sinus paranasaux,

respectivement selon une étude de Tyan et son équipe (Tyan et al, 1993).
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4. Détection moléculaire de HPV et EBYV dans les cancers de VADS
4.1 Immunohistochimie (IHC)

L’immunohistochimie est une technique employée en histopathologie et en
cytopathologie, ayant permis des avancées majeures dans le diagnostic morphologique,
notamment des cancers. Son objectif consiste a détecter certaines protéines cellulaires —
qu’elles soient cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires — spécifiques d’un type ou d’une
fonction cellulaire. Le principe repose sur la réaction antigéne-anticorps, le complexe formé

étant révélé par un marqueur coloré qui le rend visible et localisable (Genton, 2006).

L’analyse par immunohistochimie de 1’expression de la protéine pl6, reflet indirect
d’une infection HPV, est une des méthodes les plus couramment utilisées dans nombreuses
¢tudes cliniques (Mirghani et al, 2015). Quant a 1’identification de la localisation cellulaire
précise de 1'EBV, des techniques basées sur la morphologie sont utilisées. L’IHC peut étre
utilisée afin de confirmer la présence, la répartition et la localisation de ’EBV dans les
cellules ou les tissus, tout en permettant de différencier I’infection latente de 1’infection
lytique a partir des profils d’expression protéique. La détection de I’EBV par IHC repose sur
la coloration de protéines virales clés, telles que EBNA1, EBNA2, LMP1, LMP2A et BZLF
(Tonoyan et al., 2020).

Comme toute approche technique, I’immunohistochimie présente des contraintes et des
limitations. Les anticorps utilisés possedent une stabilité temporelle restreinte, ce qui nécessite
leur conservation dans des conditions appropriées et leur utilisation avant expiration, sous
peine de générer des résultats faussement négatifs. Par ailleurs, seuls les tissus correctement
préservés doivent étre analysés. En effet, ’autolyse ou une fixation prolongée au formol
peuvent entrainer une altération des antigénes, entrainant des faux négatifs, ainsi qu’une
migration de ces antigénes vers les zones environnantes, ce qui peut produire un marquage
diffus et rendre I’interprétation difficile en raison d’une coloration non spécifique. La présence
de cellules normales dans une tumeur peut également induire des erreurs d’analyse, un
phénomene particulierement fréquent dans le cas des tumeurs des tissus mous. Enfin, le colt

¢levé de cette méthode en limite 1’usage généralisé dans 1’ensemble des laboratoires de
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recherche (Genton, 2006).

4.2 Micropuces tissulaires (TMA: Tissue microarray)

La TMA est une technique a haut débit qui permet d'analyser a grande échelle des
centaines d'échantillons de tissus cliniques archivés en utilisant I'approche "array". Cette
technologie consiste a prélever de petits disques de tissu sur des blocs de tissu individuels
inclus en paraffine chez un donneur et a les placer dans un bloc receveur avec des
coordonnées de réseau définies. Ces collections miniaturisées de taches tissulaires permettent
d'augmenter considérablement le débit pour I'examen In situ de 1'état et de l'expression des
genes a partir de spécimens d'archives. Un seul bloc TMA peut fournir des informations sur la
caractérisation moléculaire de 1000 échantillons a la fois (Radhakrishnan et al, 2008). La
principale critique de la TMA est que la quantité de tissu analysée a 1’aide de cette technique
est limitée et peut ne pas étre représentative de I’ensemble de 1’échantillon . Cela peut poser
un probleme important dans les tumeurs ¢&pithéliales malignes ou une hétérogénéité

intratumorale existe (Baisse et al., 2001).
4.3 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Cette méthode, la plus répandue, se distingue par sa sensibilité et sa rapidité, et peut
étre facilement intégrée au diagnostic (Monsonego, 2007). Elle consiste a utiliser plusieurs

amorces spécifiques pour repérer certains genes (Yang ef al., 2020).

Le principe de base de la PCR est la synthése d'ADN double brin par la réplication
d'une molécule d'acide nucléique spécifique en tant que matrice par l'extension de 1'amorce.
Outre I'ADN polymérase résistante a la chaleur, le controle précis du cycle de température est
¢galement une condition essentielle de la réaction. La technologie PCR comprend
principalement les trois étapes suivantes : (1) Dénaturation de I’ADN double brin a haute
température (2) hybridation aux -amorces spécifiques (3) Extension des amorces sous l'action

de I'ADN polymérase thermorésistante (Wang et al., 2024).

La PCR classique, bien qu’efficace pour amplifier des séquences d’ADN spécifiques,
présente plusieurs limites, dont I’amplification préférentielle de petits fragments, production

de séquences chimériques, difficulté de détecter des ADN peu représentés en particulier pour
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I’amplification de mélanges complexes d’ADN, ainsi qu’un risque élevé de contamination en

raison des nombreuses étapes de manipulation (Perez-toralla et al., 2015).
4.4 PCR en temps réel

La technologie de PCR en temps réel connait une adoption croissante dans divers
domaines d’activité. Elle repose sur la mesure et I’analyse d’un signal fluorescent, dont
I’intensité est directement corrélée a la quantité d’amplicons produits au cours de la réaction
de PCR. Grace a I'utilisation fréquente des systémes en tubes et a I’absence de manipulation
apres I’amplification, le risque de contamination par les produits amplifiés est fortement
diminué. De plus, I’ensemble du procédé est entiérement automatisé, ce qui rend cette
méthode particuliérement efficace pour des analyses a haut débit ou a grande échelle (Poitras

et Houde., 2002).
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Etude épidémiologique: Tendances épidémiologiques et analyse
statistique des cancers des voies aérodigestives supérieures dans 1'ouest
Algérien : Une étude rétrospective sur 8 ans

1.1  Objectif principal

L’objectif de cette recherche est d’étudier le profil épidémiologique des cancers des
voies aérodigestives supérieures (VADS) dans 1’ouest algérien durant une période de 7 ans
entre 2012 et 2019.

1.2 Objectifs secondaires

Etudier la répartition des cancers des VADS

v Par année sur une période de 2012 a 2019
v Selon la tranche d’age des patients

v Selon le sexe des patients

v Selon la topographie tumorale

v Selon la morphologie de la tumeur

v" Selon la sexe et la localisation de la tumeur
1.3 Méthodologie
1.3.1 Type de I’étude

Cette partie de travail se focalise sur une étude rétrospective descriptive s’étalant sur

une période déterminée de sept ans, entre le 1 janvier 2012 et le 31 décembre 2019.
1.3.2 Population cible

Tous les patients résidents au niveau de la Wilaya de Tlemcen ainsi que celle de Ain
Témouchent ayant présenté un cancer d’une (ou de plusieurs) zones des voies aérodigestives
supérieures diagnostiqués et/ou pris en charge au centre hospitalier universitaire (CHU) de

Tlemcen et I’établissement hospitalier (EH) de Ain Temouchent.
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1.3.3 Source d’information

Les informations exploitées pour la réalisation de ce travail ont été fournies par le
service d’épidémiologie et de médecine préventive du Centre hospitalier universitaire « Dr
Tidjani Damerd;ji » de Tlemcen, ainsi que par 1’Etablissement hospitalier « Dr Benzerdjeb »

d’Ain Témouchent.
1.3.4 Limite de I’étude

Dans cette étude, les facteurs de risque associé€s aux cancers des voies aérodigestives
supérieures comme la consommation d'alcool ou de tabac, ainsi que les facteurs viraux (HPV,
I'EBV) n'ont pas été pris en compte en raison du manque d'informations disponibles dans les

registres.
1.3.5 Analyse des données

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) version 23, complétée par la validation et la visualisation des données a
l'aide de Microsoft Excel®. Les statistiques descriptives ont été utilisées pour délimiter les
caractéristiques démographiques, la distribution des tumeurs et les tendances temporelles au

sein de la population étudiée.

1.3.6 Considération éthique
Nous avons effectué notre étude dans le respect strict des principes fondamentaux de

la recherche médicale.

1.4  Résultats
Cette étude nous a permis de contribuer a I’évaluation du profil épidémiologique de
1124 patients atteints de cancers de voies aérodigestives supérieures au niveau de différentes

régions de I’ouest Algérien citées précédemment entre 2012 et 2019.
1.4.1 Répartition des cancers de VADS par année

Cette étude rétrospective réalisée sur 1124 patients enregistrés durant la période de
sept ans a révélé que l'incidence des cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) a

présenté des variations notables. De 8% en 2012, la prévalence a connu une légére baisse en
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2013, suivie d'une augmentation progressive pour atteindre un pic de 29% en 2017, puis une

forte baisse jusqu'en 2019 (Figure 6).
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Figure 6:Répartition des cancers des VADS dans I’ouest algérien entre 2012 et 2019
1.4.2 Répartition des cancers des VADS selon les tranches d’age

Les cancers des voies aérodigestives supérieures €taient plus fréquents dans la tranche
d'dge de 60-70 ans, puis dans celle des plus de 70 ans, avec des taux respectifs de 30,01% et
27,85%. L'age moyen des patients de cette étude était de 55,95 ans, avec une répartition des
ages allant de 3 a 98 ans. Cette étude a également montré que des cas de ce cancer ont été

enregistrés chez des jeunes de moins de 30 ans, avec un pourcentage de 3,01% (Tableau 5).

Tableau 5: Répartition des cancers de VADS par tranche d'age

Tranche d’age Pourcentage
>30 3.01%
[30-39] 6.20%
[40-49] 10.44%
[50-59] 22.49%
[60-69] 30.01%
<70 27.85%
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1.4.3 Répartition de cancers des VADS selon le sexe

L'analyse de I'ensemble de la population étudiée a mis en évidence une nette
prédominance masculine, les hommes représentant 65,8 % (740) des cas de cancer VADS

contre 34,16 % (384) chez les femmes, soit un sex-ratio de 1,9 (Figure 7).

®m Homme m Femme

Figure 7:Répartition de cancers des VADS selon le sexe
1.4.4 Répartition de cancers des VADS selon la topographie

Le cancer du nasopharynx est apparu comme la tumeur maligne prédominante dans le
spectre VADS, constituant 42% (342 cas) de tous les cas enregistrés, suivi par le cancer du
larynx avec 27 %, le cancer de la cavité orale a enregistré 13%, et les cancers de 1’cesophage

et de l'oropharynx représentant respectivement 9 % et 8 % (Figure 8).
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Figure 8: Répartition des cancers de VADS selon la topographie
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1.4.5 Répartition de cancers des VADS selon la morphologie

L'analyse morphologique a révélé une prédominance des carcinomes, en particulier les
carcinomes épidermoides, qui représentaient 53,46 % des cas (601 cas). Les carcinomes sans
précision histologique sur le registre occupaient la deuxiéme place avec 37,45 % (421 cas),
suivis des autres types histologiques (néoplasme malin, épithéliome malin et autres) a 5,16 %,

et enfin des adénocarcinomes a 3,91 %.(Tableau 6).

Tableau 6:Répartition de cancers des VADS selon la morphologie

Morphologie N. cas Pourcentage
Carcinome épidermoide 601 53.46%
Carcinome sans aucune indication 421 37.45%
Adénocarcinome 44 3.91%
Autres 58 5.16%

1.4.6 Répartition des cancers de VADS par sexe et topographie tumorale

La prédominance masculine a été enregistrée dans toutes les zones de cancers des
voies aérodigestives supérieures, plus particulierement pour 1’oropharynx avec un taux de
86,56% chez les hommes vs. 13,43% chez les femmes a 1'exception du cancer de la cavité

buccale, pour lequel le pourcentage le plus €levé a été enregistré chez les femmes : 61,01%

(69 cas) vs. 38,93% (44 cas) chez les hommes (P <.0001) (Figure 9).
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Figure 7:Répartition des cancers de VADS par sexe et topographie tumorale
1.5 Discussion

Les cancers des voies aérodigestives supérieures représentent un défi important pour la
santé publique, en raison de leur caractere multidimensionnel. Les tendances internationales
révelent des fluctuations complexes de l'incidence et de la mortalité a I’échelle mondiale, avec

des variations selon les contextes culturels et socio-économiques (Gupta et Johnson, 2014).

Les données épidémiologiques sur les cancers des VADS sont généralement présentées
séparément pour chaque site spécifique, ce qui complique l'estimation de leur prévalence
globale et de leur classement par rapport aux autres cancers (Adeyemi et al., 2008). Selon les
données de GLOBOCAN 2022, le cancer du nasopharynx occupe la 12¢m place en Algérie
avec 1 608 nouveaux cas par an et 971 décés. Le cancer de larynx se classe en 17°™ place,
tandis que les cancers de la cavité orale et de I’oesophage occupent respectivement les 22

et 24°™ places (Ferlay et al., 2022).

Dans notre étude, 1124 cas de cancers de VADS ont été enregistrés sur une période de
7 ans. Ce résultat est similaire & celui d’une étude menée en Egypte, qui a identifié 1 140 cas
sur la méme durée (Attar et al.,, 2010). En revanche, il est supérieur aux données rapportées

dans d'autres études africaines. En effet, des études menées au Nigeria et en Ouganda ont
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rapporté respectivement 1 750 cas sur 14 ans et 194 cas sur 10 ans [(Bukola et al., 2008)
(Nabukenya et al., 2018)].

Une prédominance masculine a été observée dans notre étude (65,8 %), avec un sex-
ratio de 1,9, un résultat trés similaire a ceux rapportés par 1’étude d’Israa et ses collaborateurs
en Egypte (Attar et al., 2010), ainsi que par celle de Rochefort et al. en France (Rochefort et
al., 2024), et plusieurs autres travaux de la littérature qui indiquent que les hommes présentent
une susceptibilité accrue aux cancers des voies aérodigestives supérieures, avec un risque
généralement deux a cinq fois plus élevé que celui des femmes (Imard et al., 2014). Dans la
littérature, la prédominance des hommes parmi les personnes atteintes de ces cancers est le
plus souvent associée a une exposition plus importante aux facteurs de risque, notamment

I’alcoolisme et le tabagisme (Amana et al., 2016).

I1 convient toutefois de noter que les femmes constituaient une proportion significative
des cas (34,16 %). Cette constatation pourrait s’expliquer par ’impact de facteurs de risque
autres que la consommation de tabac et d’alcool dans 1’étiologie de ces cancers.En effet, les
facteurs culturels et religieux en Algérie limiteraient vraisemblablement la prévalence de ces
comportements a risque chez les femmes. De maniere générale, tant chez les hommes que
chez les femmes, des facteurs environnementaux tels qu'une mauvaise hygiene bucco-dentaire,
certaines habitudes alimentaires ainsi que des infections virales, notamment par les
papillomavirus humains (HPV), pourraient jouer un réle déterminant dans la carcinogenése
des VADS, contribuant ainsi a I’incidence observée dans les deux sexes (Badoual et al,

2023).

En ce qui concerne 1’age des patients, cette étude a révélé un pic d’incidence chez les
patients agés de 60 a 69 ans. Ce résultat était plus élevé que ceux généralement rapportés dans
la littérature, qui suggérent que la majorité des cancers des VADS surviennent principalement
entre la cinquiéme et la sixiéme décennie (Wierzbicka et al, 2025). Au Maroc, par exemple,
le cancer du cavum, une localisation trés caractéristique des VADS, affecte majoritairement
des individus dont 1’Age moyen se situe entre 55 et 57 ans chez les hommes (registre des
cancers a Rabat, 2005). En Tunisie, ce cancer se développe également chez les adultes d’age

moyen atteignant un pic a environ 60 ans (Jmal et al, 2005). Il convient néanmoins de
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souligner que I’apparition de tumeurs chez des patients agés de plus de 60 ans reste

fréquemment observée dans d’autres études (Bernardi et al., 2005).

Il convient également de mettre en évidence 1’apparition de cancers des VADS chez
des sujets agés de moins de 30 ans, une population généralement peu exposée au tabac et a

I’alcool. Les données du consortium INHANCE, issues de 25 études cas-témoins, ont en effet

montré que le tabagisme et l'alcoolisme étaient moins fréquemment impliqués dans les
cancers VADS chez les jeunes adultes que chez les sujets plus agés. Cela suggere une
¢tiologie différente de la maladie, impliquant des facteurs tels que la prédisposition génétique,
le régime alimentaire, le HPV et le EBV ainsi que les expositions professionnelles [(Auguste,

2019);(Kallel et al., 2023)].

Dans notre étude, le nasopharynx représentait la localisation prédominante des cancers
des VADS avec une proportion de 42 %, suivi des cancers du larynx et de la cavité buccale.
Selon I’étude menée par Bendjemana et al. en 2011, le cancer du nasopharynx constitue le
premier cancer des VADS chez la femme tant en Algérie qu’en Tunisie, et le deuxiéme chez
I’homme, apres le cancer du larynx (Bendjemana et al,, 2011). Son incidence est également

¢levée en Libye (Salehiniya et al., 2018).

Toutes les localisations des cancers des VADS ont montré une prédominance
masculine, a I’exception du cancer de la cavité buccale, qui a été plus fréquent chez les
femmes (61,01 % contre 38,93 % chez les hommes). Cette particularité contraste fortement
avec les données de la littérature, qui s’accordent largement sur une prédominance masculine
de cette pathologie (Jemal et al, 2011). Toutefois, des études menées par Bambara et
Kayembé ont également rapporté une prédominance féminine dans des proportions similaires
a Ouagadougou et en République démocratique du Congo, respectivement (Bambara et al.,
2015). Ce résultat pourrait s’expliquer par plusieurs hypothéses. L'implication du HPV
constitue 1'une d’entre elles, puisque de nombreuses études ont démontré son role dans la
pathogenése de ces carcinomes a des taux variables (Herrero et al, 2003). Cependant,
aucune ¢tude épidémiologique n’a encore évalué la prévalence de cette infection au sein de la

population algérienne. Par ailleurs, une mauvaise hygiéne bucco-dentaire pourrait ¢galement
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étre un facteur déterminant, plusieurs recherches ayant récemment mis en évidence son rdle

direct dans I’apparition des cancers de la cavité buccale (Akram et al, 2013).

Le carcinome épidermoide est une tumeur maligne d’origine ¢épithéliale, se
développant généralement a la surface cutanée ainsi que dans les muqueuses des voies
aérodigestives et de la région anogénitale. Dans le contexte des cancers des VADS, il
correspond le plus souvent au type histologique prédominant, dont certaines variantes
représentent des entités anatomo-cliniques spécifiques (Badoual er al., 2023). Dans la
présente étude, il constituait plus de la moitié des formes morphologiques observées
(53,46 %), en accord avec les données rapportées dans la littérature [(Badoual et al., 2009);

(Ranoharison et al., 2013)].

1.6 Conclusion

Cette recherche vient compléter le nombre limité¢ d’études portant sur les cancers des
voies aérodigestives supérieures en Algérie, notamment dans la région occidentale. En
analysant divers parametres et sous-types tumoraux, elle offre un éclairage pertinent sur la
situation épidémiologique dans cette population et souligne la nécessité d'interventions de

santé publique adaptées visant a alléger le fardeau des cancers de VADS en Algérie.

Cependant, il faut garder a ’esprit certaines limites, notamment 1'absence de données
détaillées sur les facteurs liés au mode de vie, tels que le tabagisme et la consommation
d'alcool, ainsi que sur le statut infectieux (HPV, EBV), ce qui restreint I’interprétation de

certains résultats.

Des ¢études prospectives incluant des échantillons plus larges et une collecte de
données plus compléte sont nécessaires pour confirmer ces observations et mieux comprendre

les mécanismes impliqués dans la carcinogenése des VADS.

Enfin, les résultats obtenus insistent sur l'importance d'aborder les facteurs de risque
modifiables en particulier le tabagisme, la consommation d'alcool ainsi que les infections
virales dans les stratégies de prévention et de prise en charge des cancers des VADS. Cette
¢tude pose ainsi les bases de recherches futures visant a explorer l'interaction complexe entre

les facteurs génétiques, environnementaux et le mode de vie dans 1’étiologie de ces cancers.
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Etude moléculaire: détection de PADN des virus HPV et EBV dans les
cancers des voies aérodigestives supérieures a partir des tissus inclus en
paraffine

2.1 Objectif

Cette étude vise a explorer la participation du HPV et de I’EBV dans le développement
des cancers des voies aérodigestives supérieures, en procédant a 1’analyse moléculaire
d’échantillons tissulaires fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE: Formalin-Fixed,

Paraffin-Embedded)), recueillis sur des tumeurs de patients originaires de I’ouest algérien.
2.2 Lieu d’étude
Cette section de I’é¢tude a été effectuée au sein de divers laboratoires.:

v La coloration a I’hématoxyline et a 1’¢éosine (HE) a été effectuée au niveau du laboratoire

du Dr Khebess a Maghnia.

v L’ADN a été extrait au Laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire, au

Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) et 4 Wiragen Academy.

v' L’amplification de I’ADN du HPV et de I’EBV a été réalisée au laboratoire LAMAABE,

suivie d’une confirmation a la WiraGen Academy.
23 Echantillonnage

Des prélévements tissulaires fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE), récoltés a
partir des hopitaux et des laboratoires privés des wilayas de Tlemcen et Ain Témouchent, ont
fait I’objet de cette étude.

Dans notre travail, seules les tumeurs présentant un caractére métastatique ont été
retenues, tandis que toutes les tumeurs primaires ont été exclues conformément aux critéres
d’inclusion.

Au total, 63 échantillons de biopsies FFPE de cancers des voies aérodigestives
supérieures ont été collectés. Dix biopsies ont été retirées de 1’étude en raison de leur

mauvaise qualité, conduisant & un échantillonnage final de 53 biopsies, comprenant 33
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hommes et 20 femmes.
24 Matériel et Méthodes

2.4.1 Préparation des tissus
Pour chaque bloc FFPE renfermant un tissu provenant d’une région précise des VADS, et a
I’aide d’un microtome, quatre sections d’une épaisseur comprise entre 10 pm et 15 pm ont été
réalisées. Une cinquiéme section, de 0,5 um, a servi a la coloration a I’hématoxyline et a 1’€osine
(HE). Chaque coupe HE a ensuite ét¢ examinée au microscope optique par un médecin

anatomopathologiste afin d'identifier la zone tumorale.

2.4.2 Déparaffinage

C’est 1’étape qui précede I’extraction de I’ADN, les blocs FFPE ont subi un
déparaffinage a ’aide d’une solution fourmie dans le kit « WiraSpin ® FFPE Genomic DNA
Extraction Kit ». Pour cela, 300 pL de solution de déparaffinage ont été ajoutés dans chaque
tube Eppendorf contenant 0,03g de tissu FFPE préalablement gratté a 1’aide d’un scalpel. Une
incubation a 90°C pendant 20 min a été réalisée, suivie d’une centrifugation a 13 000 tours
pendant 5 min afin de séparer les particules de paraffine. Enfin les lysats obtenus ont été

transférés dans de nouveaux tubes eppendorf pour procéder a I’extraction de I’ADN.
2.4.3 Extraction d’ADN

Apres déparaffinage, 1'extraction d'ADN a été réalisée a l'aide d'un kit QIAamp®DSP
DNA selon les instructions du fabricant. En bref, I’échantillon est d’abord lysé avec 200 pL
de tampon de lyse et 20 pL de Protéinase K a 56°C pendant 1 heure, suivi d’une incubation a
90°C pour inactiver les protéines. Apres ajout de 300 pL d’isopropanol, le lysat est transféré
dans une colonne de spin et centrifugé pour fixer I’ADN. Les contaminants sont éliminés par
des lavages successifs avec 500 puL. de tampons de lavage. Enfin, apres séchage de la colonne,
I’ADN est ¢lué avec 30 a 100 pL de tampon d’¢lution chauffé a 65°C. L'ADN obtenue fait
I’objet ensuite d’une étape de controle de qualité puis une analyse moléculaire.

La qualité¢ de I’ADN a été évaluée a I’aide d’un spectrophotomeétre NanoDrop®. Les
mesures ont été réalisées aux longueurs d’onde de 260 nm et 280 nm, puis le rapport 260/280

nm a été calculé pour estimer la pureté, laquelle doit se situer entre 1,8 et 2. L’ADN obtenu a
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ensuite été stocké a -20 °C en vue d’une utilisation ultérieure.

2.4.4 L’amplification de ’ADN viral par la réaction de polymérisation en
chaine (PCR)
» Amplification de gene L1 d’HPV par MY09/MY11

Une réaction de PCR a été réalisée a I’aide des amorces MY09/MY 11 qui amplifient
un fragment d'environ 450 paires de bases (pb) dans la région L1 du génome du HPV codant
pour la protéine de capside majeure du virus. Cette région est hautement conservée parmi les
différents génotypes de HPV, ce qui permet une détection efficace d’un large éventail de types
viraux en une seule réaction PCR. Cette caractéristique en fait un outil précieux pour les

¢tudes épidémiologiques et le dépistage du HPV (Depuydt et al., 2007).

Pour une réaction, un mélange réactionnel de 25uL a été constitué a partir des réactifs

du kit WiraGen comme indiqué dans le tableau suivant :

Tableau 6 :les réactifs utilisés pour la réaction de PCR pour les amorces MY09/MY11

Composant Concentration Volume (pL)
10X Taq buffer 1X 2.5

2,5 Mm dNTPs 200 uM 2

Amorce F 0,25 uM 0.625
Amorce R 0,25 uM 0.625

Taq polymerase 2,5U 0.5

H20 - 11.75

ADN - 7

Les amorces utilisées étaient :
MY09 : 5'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3'
MY11: 5'-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3

L'amplification PCR a été réalisée suivant ces étapes : dénaturation initiale a 95°C

pendant 15min, 40 cycles de dénaturation a 95°C pendant 30 s, hybridation a 53°C pendant 45
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s et extension a 72°C pendant 1 min, suivi d'une extension finale a 72°C pendant 5 min.

> Amplification de géne EBNA-1 et LMP-1 d’EBV

La recherche de I’ADN du virus EBV par amplification des génes EBNA-1 et LMP-1
codant pour des protéines impliquées dans la persistance du génome viral et I'oncogénicité du
virus. Cette approche permet une détection sensible de I'EBV, notamment dans les tissus
tumoraux et les fluides corporels. Ces deux genes sont donc des cibles privilégiées pour la
détection de 'EBV par PCR, notamment dans les études épidémiologiques et les diagnostics

cliniques (Ryan et al, 2004).

v Une réaction de PCR a été réalisée a I’aide d’amorces spécifiques du géne EBNA-1,
produisant un amplicon d’environ 262pb. Le mélange réactionnel de 25pula été

constitu¢ des réactifs du kit WiraGen comme indiqués dans le tableau 7.

Tableau 7: Les réactifs utilisés pour la réaction de PCR pour les amorces EBNA-1

Composant Concentration | Volume (uL)
2x MasterMix | 1X 12.5
Amorce F 0,4 uM 1

Amorce R 0,4 uM |

H20 - 9.5

ADN - 1

Les amorces utilisées :

EBNA-1F : 5>-TGAATACCACCAAGAAGGTG-3’

EBNA-1R: 5-AGTTCCTTCGTCGGTAGTC-3’
L'amplification PCR a été réalisée dans les conditions suivantes : dénaturation initiale a 94 °C
pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles de dénaturation a 94°C pendant 30 s, hybridation a
56°C pendant 30 s, extension a 72°C pendant 1 minute, et une étape finale d'élongation

unique de 10 minutes a 72 °C.

v Une réaction de PCR a été réalisée a ’aide des amorces LMP 1produisant un amplicon
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de 509 bp. Le mélange réactionnel de 25ul a été préparé avec les mémes réactifs que

pour MY09/MY11.

Les amorces utilisées étaient :

LMP-1F : 5-AATAGACAGCCCAGTTGAAA-3'
LMP-1R: 5’-GCAGTGCCATATCTGACGTG-3’

L'amplification PCR a été réalisée dans les mémes conditions que pour MY09/MY11.
2.4.5 L’électrophorése sur gel d’agarose

Apres amplification, les produits de PCR ont été séparés par électrophorése sur gel

d’agarose a 2% pour les amplicons de moins de 200 bp et 1,5% pour les amplicons de plus de

200 bp.

L’agarose a été dissoute dans 100 mL de tampon TAE et chauffée au four a micro-
ondes pour obtenir un mélange homogeéne. Une fois refroidi, 3 pL de Golden View ont été
ajoutés, puis le mélange a été coulé lentement dans le plateau de moulage afin d'entourer
correctement dents du peigne. Lorsque le gel s’est complétement solidifié, 5 pL d’ADN ont
ét¢ mélangés au tampon de charge ont été déposés dans les puits. Un témoin positif, un

témoin négatif et un marqueur de taille ont également été déposés dans les puits du gel.

La migration a été effectuée sous une tension d’environ 90V pendant 40 minutes,
permettant une séparation efficace des fragments d’ADN. Le gel a ensuite été placé sur une

table UV pour visualiser les différentes bandes d’ ADN.
2.5 Résultats
2.5.1 Caractéristiques clinico-histopathologique

Le tableau 8 illustre les données de 1’évaluation clinico-histopathologique des patients
présentant des cancers des voies aérodigestives supérieures, en prenant en compte le sexe, les

divers sites tumoraux, le nombre de cas observés et le type morphologique.
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Tableau 8 : Les caractéristiques clinico-histopathologiques des patients

Localisation Nombre Morphologie de la tumeur
total (histo-pathologie)

Cavité orale 20 18 CE
1 1Thommes -9 femmes 2 ADC
Oropharynx 6 3CE
Shommes-1Femme 2 Lymphomes

1 ADC
Larynx 17 7 ADC
12hommes-5femmes 10 CE
Cavum 10 10 CE
Shommes-5femmes

La cohorte étudiée regroupait 53 patients atteints de cancers des voies aérodigestives

supérieures, avec un age moyen de 55 ans et des extrémes allant de 18 a 92 ans.

La répartition par sexe a montré une prédominance masculine, avec une prévalence de
62,26%, tandis que les femmes étaient moins touchées, représentant 37,73% des cas avec un

sexe ratio de 1,6.

Le cancer de la cavité orale était le plus fréquent, avec 20 cas (37,73%), suivi du
cancer du larynx, qui enregistrait 17 cas (32,07%). Enfin, le cancer de I’oropharynx était le

moins représenté, avec 6 cas (11,3%).

Sur le plan histopathologique, le carcinome ¢épidermoide (CE) prédominait,
représentant 58,5% des diagnostics. Les adénocarcinomes (ADC) suivaient avec 18,87%,
tandis que les lymphomes constituaient 3,73% des cas.

2.5.2 Résultats de détection de PADN de HPV

La figure 10 illustre les résultats de 1'électrophorése sur gel d'agarose pour le HPV,
obtenus apreés a une amplification avec les amorces MY09/MY11. Aprés migration des

fragments amplifiés, aucune bande correspondant aux amplicons de 450 pb n’a été détectée, a
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I’exception du témoin positif. Ainsi, I’analyse des échantillons a révélé une absence

totale d’ADN du HPV.

Figure 8 :Gel d’agarose a 1,5 % illustrant le profil électrophorétique obtenu avec les
amorces MY9/MY 11 pour ’identification du géne HPV-L1, correspondant a une taille
d’environ 450 pb.

M= Marqueur de taille, C+ = Contréle positif, C-= Contrdle Négatif, E : Echantillons
2.5.3 Résultats de détection de ’ADN de EBV

L’analyse de ’ADN par électrophorése sur gel d’agarose n’a révélé aucune bande
correspondant aux amplicons de 262 pb générés par les amorces EBNA-1, ni aux amplicons

de 509 pb issus des amorces LMP-1. Ainsi, tous les échantillons ont été considérés comme

négatifs pour la détection de I’ADN d'EBV (0/53). (figure 11).

(a) (b)

Figure 9:(a) Amplification de ’EBV par les amorces de LMP1 (509 pb)
(b) Amplification d’EBV par EBNA-1 (262bp),

M : marqueur de taille, C+ : contrdle positif, C- : contrdle négatif, E : échantillon.
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2.6 Discussion

La fréquence des infections par le HPV et ’EBV dans les cancers des voies aérodigestives
supérieures fluctue selon la nature des échantillons examinés, le site anatomique des tumeurs et la
sensibilité des méthodes de détection employées. Plusieurs travaux ont signalé des taux de prévalence

allant de 0 % a 100 % dans ces cancers [(Gallo et al, 2009) ; (Gavid et al., 2014)].

Pour détecter 'HPV dans les cancers de VADS, les méthodes les plus couramment
utilisées comprennent la PCR pour amplifier I'ADN viral, I'hybridation /n situ (HIS) pour
localiser I'ADN viral dans les tissus, et lI'immunohistochimie (IHC) pour identifier la
surexpression de p16, un marqueur indirect de l'infection par I'HPV a haut risque (Singhi et
al., 2010). En ce qui concerne 1'EBV, la PCR permet une détection sensible de 'ADN viral,
I'hybridation in situ (EBER) est reconnue comme la méthode standard pour établir le lien
entre 'EBV et les tumeurs, et 'THC pour LMP1 sert a identifier les protéines exprimées par le
virus. Ces approches combinées offrent une évaluation précise et corrélée du role viral dans

ces cancers (Turunen et al., 2017).

Dans le contexte de cette analyse, des échantillons provenant de différentes
localisations des voies aérodigestives supérieures, notamment cavité orale, I’oropharynx, le
nasopharynx et le larynx ont ét¢ analysés. La recherche de ’ADN du HPV a été effectuée par
PCR conventionnelle seule en utilisant le couple d’amorce universelles MY09/MY11 qui
cible une région hautement conservée du geéne L1. Cette amplification génére un fragment
d’environ 450 pb, permettant la détection d’un large éventail de génotypes de HPV. La région
L1, I'une des plus conservées du génome viral, constitue une cible privilégiée pour la
détection de divers types de HPV. De plus, sa position éloignée de la région E2 (site de
cassure le plus fréquent lors de I’intégration virale) permet de réduire considérablement le

risque de détection erronée (Monsonego et al., 2007).

Les analyses réalisées pour la détection de I’ADN du HPV dans notre cohorte se sont
avérées négatives. Ces observations concordent avec une étude menée en Asie, qui a évalué
par PCR la présence d’ADN du HPV dans des lignées cellulaires de carcinome oral, et dont
les résultats ont également révélé une absence compléte de cet ADN viral (Hamid et al,

2007). De méme, Dans une cohorte chinoise, 0% d’ADN du HPV a été enregistré au niveau
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des tumeurs des amygdales (Li et al, 2003). Par ailleurs, dans une étude de Nahet et al.,

portant sur le génotypage de ’ADN du HPV dans des cas de cancers anogénitaux, de
cancers des VADS et de cancers cutanés dans la population de 1’Ouest algérien,10 cas de
cancers des voies aérodigestives supérieures ont ét¢ analysés. Seuls 10 % d’entre eux étaient
HPV positifs. Cette étude a utilisé le test INNO LIPA HPV Genotyping Extra, une méthode
d’hybridation moléculaire, reposant sur des sondes spécifiques fixées sur une bande
permettant la détection de I'ADN amplifié¢ par PCR, et I’identification précise des génotypes
du HPV (Nahet et al, 2016). Dans une autre étude réalisée sur une cohorte de patients
taiwanais atteints de carcinomes épidermoides des amygdales, 12.6% des 111 échantillons
analysés se sont révélés HPV positif (Chih-Yen et al, 2008). De plus, une étude sur la
prévalence de ’ADN du HPV dans les cancers des voies aérodigestives supérieures entre
deux groupes géographiques (Europe centrale et Amérique latine) a également mis en
¢vidence une prévalence relativement faible de ce virus dans les deux régions, avec une
prévalence globale de I’ADN du HPV16 de 3,1% (6 cas sur 196), répartie entre 4,4% dans
I’oropharynx, 3,8 % dans I’hypopharynx/larynx, et aucune détection dans la cavité buccale

(Ribeiro et al., 2011).

En outre ,plusieurs travaux antérieurs indiquent que 1’implication du HPV varie selon
le site anatomique de la l1ésion et 1’origine géographique des patients et que I’infection est
davantage observée chez des patients plus jeunes, souvent moins ou non consommateurs de
tabac et/ou d’alcool (Tran et al., 2007). A titre d’exemple, en Asie, la prévalence du HPV

dans les cancers des VADS est estimée entre 0 % et 34,4 %. (Lam et al., 2016).

En 2005, Kreimer et al. ont réalisé une méta-analyse mondiale de 60 études incluant
5046 échantillons biopsiques de carcinomes épidermoides des voies aérodigestives
supérieures en utilisant la PCR pour détecter et génotyper I’ADN du HPV. Cette analyse a
révélé que 26% étaient HPV positifs, toutes localisations confondues (Kreimer et al., 2005).
Par ailleurs, en Amérique du Nord et en Europe du Nord, la prévalence des carcinomes
¢pidermoides de 1’oropharynx associés au HPV est particulicrement élevée.Des études
récentes estiment que 60 a 80 % des carcinomes épidermoides de 1’oropharynx seraient liés a

une infection par le HPV, principalement le génotype 16 (Badoual et al., 2023).
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L’absence de détection d’ADN du HPV dans notre travail pourrait étre attribuée a

divers facteurs environnementaux et comportementaux : consommation ¢levée de tabac et/ou
d’alcool, hygiéne bucco-dentaire insuffisante, infections chroniques (notamment par Candida
albicans) (Bensadoun et al., 2011), déficits nutritionnels, ainsi qu’une exposition
professionnelle a des agents cancérigenes (Luce, 2022). Il est également possible que le HPV
ne représente pas un facteur de risque majeur dans 1’étiologie des cancers des VADS au sein

de la population de 1’Ouest algérien analysée.

Par ailleurs, la qualité des prélévements a une importance capitale. En effet, les tissus
frais sont généralement privilégiés pour la détection de 'ADN viral en raison de la meilleure
préservation de l'intégrité de I'ADN, facilitant ainsi I'amplification et réduisant le risque des
faux négatifs (Pérez et al, 2005). De plus, la sensibilit¢ des techniques de détection est
cruciale. Certaines méthodes, telle que la PCR conventionnelle, peuvent é&tres moins
performantes comparativement a la PCR en temps réel (qQPCR) ou a la PCR dégitale (dPCR),

ce qui peut entrainer une non-détection en cas de faible charge virale (Boukharta et al., 2011).

Dans cette étude, seules les amorces MY09/MY 11 ont été appliquées pour la mise en
¢vidence de I’ADN du HPV. La PCR avec ces amorces génériques est une technique
couramment employée pour la détection du HPV et est considérée comme l'une des plus
sensibles. Cependant, la longueur du fragment amplifié¢ (450 pb) constitue une limitation, en
particulier dans les échantillons ou ’ADN est dégradé (Vietia et al, 2014). En revanche, Les
amorces GP5+/GP6+ peuvent constituer une alternative plus efficace dans ces cas (Venceslau
et al., 2014). En effet, Remmerbach et a/, en analysant des frottis de muqueuse buccale de
patients suspectés de Iésions carcinomateuses, ont montré que 'ADN HPV a été détecté dans
2,8 % des échantillons lorsque la PCR était réalisée avec les oligonucléotides MY09/MY11,
contre 35,8 % avec ceux de GP5+/GP6+. Ces résultats suggérent que la sensibilité¢ des
amorces GP5+/GP6+ est supérieure a celle des MY09/MY 11, ce qui pourrait étre attribué a la
plus courte longueur du fragment d'ADN amplifié par le systéeme GP-PCR (Remmerbach et
al., 2004).

Dans le contexte de notre étude, deux PCR spécifiques ont été réalisées pour détecter

I’ADN de I’EBV, ciblant respectivement la région codant pour la protéine membranaire
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latente 1 (LMP1) et I’antigéne nucléaire EBNAI1. Cette approche permet d’optimiser la

détection de I’EBV. La détection de ’ADN de ’EBV par PCR a été démontrée comme un

outil utile de dépistage de carcinome de voies aérodigéstives supérieures(Blanchard et al.,

2018).
Cette étude n’a pas mis en évidence la présence de I’ADN de ’EBV dans les

¢chantillons de cancers des VADS. La prévalence et l'impact de 'EBV paraissent fluctuer
selon la région géographique et la nature de la tumeur (Al-Anazi et al., 2023). Ce résultat
concorde avec I’étude de Sham et al, qui en recherchant la présence de EBV dans 73 biopsies
prélevées a partir de la cavité nasale et des sinus paranasaux par hybridation in situ (ISH)
n'ont détecté aucun ADN viral (Sham et al., 2012). Des résultats similaires ont été rapportés
par I’étude de Liorente et al (Liorente et al., 2003). De méme, Goldenberg et son équipe ont
analysé 300 échantillons de cancers de VADS, a l'exclusion des carcinomes du nasopharynx.
Ces cruciale. Certaines méthodes, telle que la PCR conventionnelle, peuvent étres moins
performantes comparativement a la PCR en temps réel (qQPCR) ou a la PCR dégitale (dPCR),
ce qui peut entralner une non-détection en cas de faible charge virale (Boukharta et al.,

2011).

Cependant, d’autres études suggerent une implication notable de 'EBV dans les
cancers des voies aérodigestives supérieures. Par exemple, une étude menée en Syrie sur 80
¢chantillons de cancers des VADS a révélé la présence de I'EBV dans 51,2 % des cas détectée
par PCR et immunohistochimie ciblant les génes LMP1 et EBNA1 (Gupta et al., 2020). De
méme, en Chine, Tung ef al. ont analysé 88 échantillons de tissus frais de carcinomes du

nasopharynx par PCR, révélant une positivité a 'EBV dans 83 % des cas (Tung et al., 1999 ).

Ces résultats mettent en évidence, en comparaison avec nos données, une différence
marquée liée a la localisation géographique entre les deux régions, mais également au type de
tissu utilis¢ pour les analyses (tissu frais versus tissu inclus en paraffine),ainsi qu’aux

techniques utilisées.
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2.7 Conclusion

Dans le contexte de cette recherche, une analyse moléculaire a été réalisée sur plus
d’une cinquantaine d’échantillons de tissus tumoraux FFPE des voies aérodigestives
supérieures dans le but de rechercher la présence de deux agents viraux impliqués dans la
carcinogenese : le papillomavirus humain et le virus d’Epstein-Barr . L’amplification de
I’ADN viral a ét¢ effectuée par PCR conventionnelle. Aucun des échantillons analysés n’a
présenté de signal positif pour I’un ou ’autre des virus. Cette absence de détection des deux
virus , bien qu’en contraste avec les données internationales rapportant une implication virale
dans certains sous-types de cancers des VADS, suggere une faible prévalence ou une
implication limitée du HPV et de I’EBV dans la population étudiée. Toutefois, plusieurs
¢léments doivent étre pris en considération : le type de tissu utilisé (échantillons fixés et
inclus en paraffine), la sensibilité des techniques employées, ainsi que les particularités

géographiques dans la distribution des génotypes viraux.

Ces résultats soulignent I’intérét de compléter 1’approche diagnostique par des
méthodes plus sensibles, telles que la PCR en temps réel (qPCR) ou le séquencage de
nouvelle génération (NGS), et de renforcer la représentativité des échantillons par une

extension du nombre de cas.
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Les cancers des voies aérodigestives supérieures posent un défi important et complexe
pour la santé publique, dont I’incidence et la mortalité varient considérablement selon les
contextes culturels, socio-économiques et géographiques. Leur analyse épidémiologique reste
fragmentée, car les données sont souvent rapportées par site anatomique distinct, rendant
difficile I’évaluation de leur prévalence globale et leur position par rapport aux autres types de
cancers. Il est largement établi que ce type de cancer est fortement lié a la consommation de

tabac et d’alcool, qu’éventuellement associé a I’infection par les virus HPV et EBV.

Cette recherche a permis de dégager des données clés sur I’épidémiologie des cancers
des voies aérodigestives supérieures dans la région ouest de 1’Algérie, tout en s’intéressant au
role possible de deux agents viraux prédominants, a savoir le papillomavirus humain et le virus

d’Epstein-Barr.

L’analyse rétrospective des cas sur une période de sept ans (2012-2019) a révélé une
prédominance notable des cancers du larynx, ainsi qu’un net déséquilibre entre les sexes, les
hommes étant majoritairement touchés. La tranche d’age des patients <60 ans a également été

identifiée comme la plus vulnérable.

Sur le plan virologique, I’analyse moléculaire de plus de 50 échantillons des tissus
tumoraux de voies aérodigestives supérieures inclus en paraffine n’a révélé aucune détection
d’ADN viral, ni pour le HPV, ni pour 'EBV. Ces résultats suggérent une implication
¢tiologique limitée de ces virus dans cette population. Toutefois, cette absence pourrait
résulter d’une dégradation de I’ADN, de la sensibilit¢é modérée de la méthode utilisée, ou de

variations géographiques dans la distribution des génotypes viraux.

Dans la continuité de ce travail, il serait pertinent d’envisager une étude plus large
englobant I’ensemble des cancers des voies aérodigestives supérieures, afin de permettre une
interprétation plus approfondie des résultats en les confrontant aux données disponibles dans
la littérature. Il serait également utile d’intégrer des questionnaires destinés aux patients afin
de mieux cerner leurs habitudes éthylo-tabagiques et d’évaluer I’impact de ces facteurs
comportementaux sur la survenue des cancers de VADS. Par ailleurs, pour [’analyse
moléculaire, 1’utilisation d’amorces de plus petite taille pourrait améliorer la sensibilité de

détection des acides nucléiques dans les échantillons FFPE, souvent dégradés, et ainsi affiner
53
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les résultats obtenus.
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| Abstract
Uscantralled cell profiferathos characsienizes cancer, driven by abnormal gene
expressian Iniricarely bedeed 8o cell cycle dysregulaion. Algeria bas wimnessed a
slpnificant escalation in cancer incidenoe and momality rairs, with 32 802 deaths
i i g recordod o 00 This sunge 1s argedy atiribuied io presalest risk famors gech
Shepied Yol ey - pohacen and alcohol oonsumpiion, cowpled with Inadequage inlake af froiis and
- vepetables, all magor conirtbutors s upper arrodigestve wan ([UADT) canoors.
Addiginnally, viml faciors, notably Human Papiiiomavines [HFY) and Epsein-
Baar Wirus {(EBV]. play significant rodes In UADT mncer etialogy. This calegany
enoompasses umars affeciing the ol cavity, pharyns, ed lanmex, prisnarily
chamacterized by ephdermald histodogical features. This study represents a
comprebensive stavistica’l anadvsis of UADT mocer pailenis i western Algeria
wilizing SPS5 software, over the period spaoning 2002 oo 3019, wherras a ol
| of 1,124 cases of UADT cancer were documengsd In western Algeria, praking
motably In 2017 The lanymo energed as the most frequently affecied siee,
comprisieg 60.3% of recomled cases. Males exhibiced a higher sosoepiibilivg,
| constmning 75% o the adfecied popalaion, with e gge group =60
| demonsirmting the  highest  represesdation,  This  reoenl epidemiologlcal
| investigation Bokds slgnificant lmplications for chinical practice and proventive
| bealihcare srmlegies almeid & addressing the borden of UADT cancer.
| Keywords: Cancer, Risk Faciors, Epldemiology, Public Heahh, Algeria.
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Intreduction

Cancers affecting the upper asrodigesiive wacl [UADT), encompessing anatomical meghns
such g the bps, ol cavity, phanme, |y, salbvary glands, and esopbagus, conslisuie 3
formidable globel bealih callenge Wik 14 milllon sew cns disgnosed In 2018 UADT
camcrrs rank & the sixih mos) prevalisd mallgnancies, sccouniing for 8.1°% of all cancer sibes

1] This collecive ierm sorves © underscore the nefdcae baorp ey of vardoes physiological
sviimms wiihin the wpper digestbe and reipliaoey pathwas

The ettology of UADT camcers |s mabifacesed. reflecting a comples imerplay betwe on genetic
pedispauion and seimnnmsenml oopesunes. | fearyie Cacotes, incheding sleahol oomsanmjiboe,
clgamtie smsoking, beel mn chiaisg, and poor oral bygiene, oollectively conribase 50 &
elevaied rish of developing mulsiple squamous cell carcinomas (500} withdn g UALTT [2]
Mareover, distary Babis charaoerisad by inadequase btake of grees vegetables and frais
further exacerbake shis risk peoflle. MNotabshy, the emerpence of oncogenbc strains of the homas
papillamavins [HPY), pradominanily HPY-186, hes gamered significant attention in recent

yeurs, pastkularly in the coniexs of oropharyngesal emors. lnfection with HPY represents a
phvotal risk facior, mplicaied b e pathagesesds af LADT capcers, allell 00 a lesser exsent

commyarsd io ipadbiional carcinogens | 3], Simillarly, the Epstein-Barr vieus (EBV]. o member of
the ber pesvings family. his beon Imglicated i nasopharyngeal carcinoma, further wedeescoding
the diverse vienl sthologies underying UADT malignseles.

Agains this backdrop, this work endmvors 1o fumish a comprehensive overvies of the
epldemiological bodscape of UADT cancers b western Algeria over @ span of seven years. By

synifsiing exisiing data and elucldasing key monds, this sudy aims 1o shisd lght on the
porvalence, distribution, and detenmisants of UADT cancens within the region. Throogh a

mesmneed undersianding of these epldemicdogical panems, slakeholders can Inform evidence
bad Indorvenitions and pollcy Inliksches almsed ol midgming che Banden of UADT cancers s

this populaticn.
Materials and Methods

Data codber i

Data acquisition far this retrospedctive study wies Cacllitated throegh collabaratios with the
Epademiclogy Depanment of the Western Algeria Hospital Centre. A comproebeniive dataset
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comprising 1,124 cases of upper arrodigestive ract (LUADT) cancer disgecsed betwoen 200E
and 20149 was meticulously cursted For analysis.

Inchslon criteriz sncompassid  pagienss. with  histopaihologicnl confirmed LDADT camcer
diagniscs wihin the specified e frame. Fawclusbon criterla were applied v eesoane the
Imegrity and haomogenelty of the shady cohort, excluding cases with Incomgdete ar Bnconsissent
clinkral recoms

Data anabysis

Siatistbral @nalysis was conduced wilizing SPSS [Smistiml Package for the Soclal Scimors)
version £ supplemested by dada validation and visualizotlon throsgh Microsaft Exee] &
Descriptive simlstics wese employed w0 dellseate demographlc chamcterisibes,  wmor
distritmilon, and temparal rends whhin de sudy popalsibon.

Eihiles

Erhical considemilons wene paramount throsgiom the rescarch process, with adherrnce 1o
csmblished pubdellmes and peniocols gowerning pailent confidemtiality and dala privacy.
Institutional revies board approval was obdatned 1o ensse compliance with ethical standaeds
and saleguard ihe rights and welfare of soedy parilcipanes.

Hesulls

Orer the Toypear stdy period, dhe Incidence of upper acmdigesibve maor (UALT) concers
exhibived notalde variation. Commencing al 2% n 20012, the prevalence cxpericnced o shighe
decline in 20003, followed by a pmgressive escalaton calminating in a peak of 29% I 2017,

subseequently declining sharply @il 200% {Fig 1.

I chis szudy cobort, the gge distribotion of UADT camcer pattents revealed disgsine pattems.
with the age groop breaeen 5 and 69 eadhibiling dwe bighest provalence al 20.00%, followed
clesely By Individuals over 70 years old, comprising 27.H5% of cases. The mean age at
dizgnosls was 55 51 years. Motably, a nnieacnhy percentage of .00 % was ohsrviad among
patienis under 30 vears obd [Tab. 1]

Nasophanymgeal cascer emerged & the predominani maligrancy wighin the UATFT speconem
constiraiing 2% (342 coses) of all doosnened cases. Laryngeal cancer Fallowed closely,

accnunilesg for % of ciees, with esaphageal and oropharyegeal camcers reprrseniing 5% and
=%, respecthecly (Fig. 2.
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Analysis of the cogire siudy population undescored a clear nule prodominasoe. wid pales
comprising E5.8% (740) of UADT cancer casis comparced o 4. 16% (384) In Bemales,
resuliing o a sex ratho of 1.9 (Fig 3).

baphological aalysls revealed 2 prodomines occurrence of sqoamous cell cancinoma
among these canorr Cases, comprising 53.46% (G010 cases), followed by cainamas ar 47.45%
(421 cases). Chher histologlcal typrs. inchading wemueows cancinoma, spiadie cell carcinmma,
mucnepidemendd  carcinoma,  and  odhers, arcounted  for 506%  collecively, aigh
ademocarcinomas ralling s 2491% (Tab F).

A male predomdrance wis ohserved scross all areas of upper acrodigestbve ract cancers, with
the nasophanvea shoswing 57 .89% cases In men versus 42 1% in women, the nyne with
Bl 44% in men versus 14.55% In women, the seophages with 65 20% in men vwersus 21.75%
Ini wamen, and the ceopharyma with 25 555 in men vemsus 13.43% In women. hoeably, aral
cavity canter eahdhiied a devision fram this rend, with the highesi peroeniage oocurnies in
s 2 §1.401% {64 cases) compared o 38.93% (6 coses) mmen (F = 0001] [Fig. 4).

Effective
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Figure 1. Disrtbution of UADT cncers betacen 200E and 2015

Tabde 1. Dsribution of UADT Cancers by Age Grosp
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Figure 2. Topography of DADT cancers

Figure 2. Distribuiion of LIADT Cancers by sex

‘Tabde 2. Disiributian of upper arsnd kgesibve iraci cancers by morphalogy
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ST cell
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Figure 4. Distribugion of UADT cancers by gender and s lncation
Discusginn

Cancers af the head and neck (HNC) or wpper ammdigesibve tract (UADT) consiinse a
significant pubfic bealth burdem globally, acoouming for 10%,: of all camcrrs and ranking filth
in eerms aof incldence, and sixih i werms of camcer morality (4], In 2030, Algeria reporied
Z6T1 new coses and 1,650 deaths anrieged to UADT cancers [G]. Owr study wndersconms a
pronodnced male predaminance in UADT cancers, with males comprising G5.0% of cases
These findings alksm with epidemiological data from Afrkca. the Magheeh region, and
worldwide, where men mdibli 2 heighiesed suscepiibdlliy in HNC. ofien experencisg a
rwolodd w0 flvefold greater risk dan women [ While precise daia on dwe peevalenoe of
smaking and akohod consumption amoeag fenmales In our gengraphical area are lacking,
culiural and melighows feciors likely coniribuie 5o a kower prevalence of these risk Brhavioes
among wamee Addilonally, ceviromenental famors sech as poor dental hygbene, disary
kahim. and viral Infrcibors. pariicalasly beman papllbomavinises (HPWY), may play s1igniflcaes
rodies Gn UADT carcimogencsls, potentialhy coniribuibsg in ihe ohserved incldenee among
wiormen |¥]. Cor siudy conmborates, previous liezare indicating a peak imchdence of UADT
cameoegs in the age growp bevsce 50 and &5 vears, conslssent with glohal trends [7]. Momnkdy,
UADT cancers exhibit a male predominance, wigh a male-in-female miso of 3.0, praking a
argund 5{-G0 years of age [7].
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‘While dhemdcal risk feciors such & smoklng and alcohol consumgpsion have been extersively
studied, smerging cvidenor implicases HPY infection in 2 sebeet of bepd and neck squanmous
cell mrcincemas [HRSOC], particalarly orophacyngea SCC [QOFSCC]. HEY bas cmezgred asa
major driver of malignaes raesformagion i 20-30% of OPSCC oases. Independesd of
trddiiboral fsk Faciors [, Smilarly. the Epsiein-Bar vinss (EBVY) bas long been assoclnied
with nasophanvmgeal carcinoma, potenilally explaining @ ohserved Incidemce  amang
indhviduals under 20 years of age In our sudy cobon (4],

Reganding cancor inpography, nasopbarvegeal cancir emerged & the mast prevalent, Followed
by larynpgeal and ol covity cescors. Mombly, msophanegeal corclnoma exhibis

peographical and mckal varlackms, with a higher incidence ohserved o regions such as Scarh
China. Southeast Asia, and Mank Afrkca, panicularly Litva and Tunisia [9).

Squamons cell carcinoma (SCC) ks o type of eplitelial mallgnancy tho commanly emerges oo
the skin's surface, as well as inihe linings of the aenodigestive mact and anogeniial reglon. The
incidence rades of these lumors are oo the rise, largely dee o signEicant risk Foctoes such
ahraviodet  light  rgposure, =moking, eecessive  aloobal  consumspeion, and  beeman

papiliomavinis (HPV] infeciton. They sepresens ghe moss prevalent malignancies within apper
arrodigestive tract cancers (13, 1o our study, squamoss cell carcinoma accouneed  for oves

balf ol all cdher morphalogical gypes [53.46%) . consksteng with Findings In existisg liemiure.

Cerall, malke dominance wes obeerved in UADT {upper arrodigesiive tracl) cancers, exoepl
fer orall cavity cancer, which was the mosa fregeent siie in G1L0G6G% of women. This esult
slightly diverges from the Hierstune, possibly atiributahle g0 diciary babis, partbcolarky the
inadequate consumspdion of frulis, vegeinhlis, and vimming among women in the smdbed
Feographical area {western Algeria). Maritional factors such as diee wetghi, alonhol niaior,
and physical activity ane recognized infleencers an e amset of variows cancer pppes. Whilks
sciemific evidence ks bess abwendant, their impact on nemor progeession s alsn wnderscoeed [14)
PFaciors ke insadficient physical activity ar poientlally higher rates of HIY infection among
some women, ghven the increased prevalence. of HIY in this population, could further
contribiuie in these observations. Dur stody contributes (o the linsdied body of reseasch focused
on LADT cancers In Algerla, paribculardy in the wrsiern reglon. By anabvzing warlois
parameiers and  canger sshiypes, our (indings peosdde valmble imsighis nes  the
epldemictegkeal landscape of UADT cancers In this populaition. This e stigaghon repersenis
a oucial siep sowands informing argesed Egervemtions and bealihcare policies almed ai
alleviining the burden of LADT cancers In Algreia.
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Hoswever, It's Impories W scknowledge comain Bmiions n our ssady. These Include g
absence of dewlbed dota on Eestyle factars sech i smoking wod alooho] consumgeion, as well
s the bck of mformation on HFY and EBY infectlon siaius among sdy  participanis.
Addiionally, the rerospective sajure of the sody may nroduce bbias and constrain the
peneralizabibity of fAndings Fuomber prespective sisfies with Laper sample sizes snd
comprehensive dota collecilon are waraped o validale our Ondings and ebscidaie the
wmderlving mechanbas drivieg UADT carcinogresis. Desplte lis lmiations. our siudy shods
lighi on the epldemislogy of UADT cancers In western Algeria, highlightisg the need for
targeied intenvenioes and bealthcare policis so milkgair e bunden of these malignancies. Our
findizgs undetsoore the imporaece of addressing modiflablke risk facors sach as smokisg,
alcahal consumpiion, and viml infeciions in the prevenilon and managemest of LUADT cancoms
Mnreover, o studly pnovides a fosndarion for funire resosrch smed st elucidating che complex
inderplay betwers genetic. environmessial. and Bfesiyle faciors in UADT cardinogenesis

I i B by

Cancers of the upper serodigesive sac ([UADT) conssiiule a significent proportion of
maligeancies, pericularly among mes, anking foend among the mast frequess cascers. Our
stdy in e west of Algeria over & T-year period reaffirms the male predominesce of LLALTT
carcers, wilh the most affected age group bedeg beoween 80649 years, and sasopbanyegeal cancer
emeigieg as e most prevabes subiype. Desplis these Nmitations. i increasing Incldence of
UADT cancers in Algerie. a3 evidesced by the significant numbir of mrw coses and deaths
recorded i 2020, underscores ihe urgent need for Enproved disgmostic sechnigques, Incheding
makcular deeification metes. Addressieg these challenges and gaps In knowledge I
essarntlal for developing effective ssmingies for ithe prevesmson, diagnosis. and masagrmes of
LALIT comewrs in Adgeria

A koo fedgmenis

The suihors extend dhelr grabiude w bir. Ben Hiih Kied, o voloed ooember of bModss Chabafs
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esvemmed members of the Pahological Ansceny Lsbormtory a0 the Popubar Hospital
Establishiment of Besanuds Besesedjeh i Aln Temowhen Thelr ivabable ssisance in
selocting upper acrodipestive iract dia from cancer roghiries s the western Algerlan reglon (s
Freatly appreslated
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