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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) est la troisieme cause la plus fréquente de déces liés au
cancer dans le monde. En Algérie, il occupe une place significative en termes de prévalence et
de morbidité, le nombre de cas a connu une augmentation progressive ces dernieres années, ce
qui constitue un probléme de santé majeur. Il peut étre lié a plusieurs facteurs notamment les
facteurs infectieux tels que le papillomavirus humain (HPV) et le virus d'Epstein-Barr (EBV).
L'objectif principal de cette étude consiste a évaluer la prévalence et le rdle potentiel d'HPV et

d'EBV dans le développement du cancer colorectal.

Dans le cadre de cette étude, la détection de la présence d'ADN de I’'HPV et de 'EBV
a été réalisée sur dix échantillons de tissus colorectaux tumoraux fixés au formol et inclus en
paraffine, en utilisant la méthode de PCR classique.

Aucune détection de ’ADN d'HPV ou d'EBV n’a été révélée dans les échantillons
examinés. Cetteabsence dedétection peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment la taille
de I’échantillonnage, qualité de 'ADN, le choix des génes amplifiés, les caractéristiques des

prelevements, les méthodes de détection utilisées et la population étudiée.

Cependant, ces résultats ouvrent la voie a de futures perspectives prometteuses dans la
recherche sur le cancer colorectal et I'implication des virus HPV et EBV. Il serait intéressant
d’élargir la taille d’échantillonnage, de revoir le choix des amorces utilisées et d'explorer
d'autres techniques de détection utilisées. Ces avancées pourraient nous permettre de mieux
comprendre le role de ces virus dans le développement du CCR et d'explorer de nouvelles
approches de prévention et de traitement.

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



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cause of cancer-related death
worldwide. In Algeria, it occupies a significant place in terms of prevalence and morbidity, and
the number of cases has risen steadily in recent years, constituting a major health problem. It
can be linked to several factors, notably infectious factors such as human papillomavirus (HPV)
and Epstein-Barr virus (EBV). The main objective of this study is to assess the prevalence and

potential role of HPV and EBYV in the development of colorectal cancer.

In this study, detection of HPV and EBV DNA was performed on ten formalin-fixed,

paraffin-embedded colorectal tumor tissue samples, using the conventional PCR method.

No HPV or EBV DNA was detected in any of the samples examined. This lack of
detection can be attributed to several factors, including sample size, DNA quality, choice of

amplified genes, sample characteristics, detection methods used and study population.

However, these results open up promising future prospects in colorectal cancer research
and the involvement of HPV and EBV viruses. It would be interesting to broaden the sample
size, review the choice of primers used and explore other detection techniques. These advances
could enable us to better understand the role of these viruses in the development of CRC, and

to explore new approaches to prevention and treatment.

Keywords: Colorectal Cancer, HPV, EBV, Virus.
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Introduction

Chaque année 2,2 millions de nouveaux cas de cancers découleraient d’une infection
par un agent pathogene. Huit virus, une bactérie et trois parasites ont €té répertoriés comme

cancérogenes de classe I par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) de

'Organisation mondiale de la sant¢ (CIRC, 2017).

Parmi les virus, les papillomavirus humains a haut risque (HPV-HR), les polyomavirus,
le virus de I'hépatite B (HBV), le virus de I'hépatite C (HCV), et le virus Epstein-Barr (EBV)
peuvent contribuer au développement de plusieurs cancers tels que le cancer de col de 'utérus,
le cancer du nasopharynx, le cancer primitif du foie, les cancers ORL, le cancer gastrique, le

cancer colorectal, etc. (Sabouret et al., 2020).

L'incidence du cancer colorectal (CCR) dans le monde est de plus en plus préoccupante.
En Algérie, il est considéré comme le troisiéme cancer le plus fréquent chez 'homme, aprées les
cancers du poumon et de la prostate. Chez les femmes, il occupe le deuxi¢éme rang apres le

cancer du sein (Globocan, 2020).

Le CCR est une maladie complexe et multifactorielles (Gupta et al, 2020), comprenant
le cancer du coOlon et du rectum qui font partie du gros intestin (Diant et al, 2018).
L'augmentation de l'incidence du CCR est principalement attribuée a une forte exposition aux
facteurs de risque environnementaux résultant d'une consommation excessive d'alcool, du
tabagisme, du surpoids et d'un régime alimentaire riche en graisses et pauvre en fibres
(Aleksandrova et al, 2014), ainsi que des facteurs héréditaires (antécédents familiaux et
maladies génétiques) mais aussi des facteurs viraux dont les papillomavirus humains, le virus

d’Epstein-Barr et le cytomégalovirus humain (HCMV) etc. (Mahmoudvand et al., 2015).

Les HPV HR, plus particulierement le HPV 16, 18 et 33 [(Afshar et al, 2018) ;
(Ibragimova et al., 2018)] et EBV sont les oncovirus les plus courants (Ayee et al, 2020),
contribuant a environ 10 % a 15 % de toutes les tumeurs malignes. Ces virus peuvent
déclencher une activité oncogénique par ’expression de leurs onco-protéines virales], ce qui
peut conduire a I'initiation et a la progression de cancer colorectal, en présence de cofacteurs
(environnementaux, alimentaires ou encore génétiques) essentiels pour que l'infection des

cellules par I'un de ces virus oncogenes déclenche leur transformation en cellules cancéreuses
[(Prétet et al, 2007) ; (Badoual et al., 2013).

L’objectif de cette ¢étude est de chercher la présence d’HPV et d’EBV par la détection
de ’ADN de ces deux virus a partir des prélévements des tissus colorectaux tumoraux inclus

en paraffine d’une collection de LAMAABE par PCR classique.

1
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Revue bibliographique Chapitre 1 : Le cancer colorectal

1. Epidémiologie
Le cancer colorectal par sa fréquence et sa gravité (Belhamidi et al., 2018) est le
troisiéme cancer le plus fréquent chez les hommes aprés le cancer de prostate et le cancer de
poumon et le deuxiéme chez les femmes aprés le cancer de sein, en termes d’incidence et de
mortalité a I'échelle mondiale (ferlay et al., 2019). Selon les estimations de I'Organisation

mondiale de la santé (OMS), il y a eu environ 1,9 million de nouveaux cas de cancer colorectal

etpres de 935 000 décés en 2020 (OMS, 2020). Ce qui représente un probleme de santé majeur.

L'épidémiologie du CCR varie considérablement entre les différentes régions du monde
avec destaux plus élevés dans les pays développés, ainsi qu'entre les différents groupes d'age,
de sexe et de race (Baidoun et al., 2021). Environ les deux tiers des cas incidents surviennent
dans les pays développés (Martin et al., 2020), ou il est le 3éme cancer le plus répandu dans
I'némisphere occidentale et son incidence augmente brusquement avec I'age (vers 40 a 50 ans)
(GLOBACAN, 2020). Selon la féderation francophone de cancérologie digestive, les taux les
plus €levés sont enregistrés dans les pays d’Europe, d’ Amérique de nord, en Australie et new -
Zélande (Abid, 2016).

Dans les pays en développement, le CCR est le cinquieme cancer le plus fréquent chez
les hommes et les femmes (Sung et al., 2021). L’incidence de CCR est plus rare en Afrique
noire par rapport au pays de monde (Belhamidi et al., 2018), néanmoins ; au cours des
derniéres décennies, une tendance a la hausse de I'incidence du cancer colorectal a été observée
dans certains pays africains, attribuée a des changements de mode de vie, a l'urbanisation et a

I'adoption de régimes occidentaux (AKinyemiju et al., 2017).

En Algérie l'incidence du cancer colorectal a quadruplé en deux décennies et continue
d'augmenter selon les registres du cancer de I'Institut National de Santé Publique (INSP),
chaque année le pays enregistre pres de 6.500 nouveaux cas du CCR, dont 3.500 chez les
hommes et 3.000 cas chez les femmes (INSP, 2021). Selon le Journal Algérien des sciences
de la santé, cette affection est classée la premiere parmi tous les types de cancers prévalents en
Algérie, en général, la premiere chez les hommes, suivi du cancer du poumon, et deuxieme chez

les femmes, apres le cancer du sein en 2020 (AJHS, 2020).
2. Geénéralités sur le cancer colorectal

Les cancers colorectaux regroupent les cancers du colon et les cancers du rectum
(Elodie, 2013). Le c6lon est responsable de I'absorption d'eau et de nutriments, ainsi que de la

formation des matieres fécales avant leur passage dans le rectum pour I'élimination. Ces
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derniers font partie du gros intestin qui est la partie terminale du tractus gastro-intestinal
(Habak et Kole, 2022).

Les CCRs surviennent dans I’extréme majorité des cas (96%) au niveau des glandes de
la muqueuse intestinale, ce sont des cancers glandulaires ou dits « adénocarcinomes ». lls se
développent le plus souvent sur des adénomes préexistants, aprés une période de latence de
plusieurs années, ce qui les rend accessibles au dépistage et la prévention secondaire
(Belhamidi et al., 2018).

Un adénome est considéré comme malin lorsque les cellules épithéliales néoplasiques
franchissent la lame basale de la muqueuse et infiltrent la sous-muqueuse. Bien que les CCRs
surviennent fréqguemment a partir de polypes, tous ne vont pas se transformer en tumeur
maligne. On ne peut également pas exclure I’apparition de cancer de novo sur une muqueuse

intestinale saine (Ponz de Leon et Di Gregorio, 2001).
3. Classification des cancers colorectaux

Les cancers colorectaux se divisent en deux grandes catégories : sporadiques et
héréditaires, qui représentent respectivement 70 a 80% et 5a 10% de I’ensemble de ces cancers
[(Karoui et al., 2007) ; (Moghtit, 2014)].

3.1 Cancers colorectaux sporadiques

Les formes sporadiques représentent la majorité des CCR. Ce type de cancer est
représenté par tous les CCR isolés pour lesquels il n’existe pas d’histoire familiale. Ils sont
caractérisés par une apparition tardive, peu fréquentes avant 50 ans avec une augmentation
sensible aprés 60 ans (Moghtit, 2014).

3.2 Cancers colorectaux héréditaires

Bien que les formes sporadiques soient majoritaires, les cancers colorectaux peuvent
survenir dans le cadre de syndromes héréditaires bien définis. Selon I’institut de veille sanitaire
(InVS), les CCR héréditaires surviennent principalement avant 40 ans, plus particulierement au
niveau du colon droit (Ducreux, 2014). Les principaux syndromes de prédisposition au CCR

sont :
3.2.1 La polypose adénomateuse familiale (PAF)

C’est le syndrome le plus connu de prédisposition héréditaire au cancer colorectal, il se
transmet a la descendance sur un mode autosomal dominant. Elle représente ~ 0,5% de

I’ensemble des CCRs (Fearon, 2011). Il se caractérise par I'apparition de multiples polypes

5



Revue bibliographique Chapitre 1 : Le cancer colorectal

adénomateux, survenant le plus souvent dans la partie distale du c6lon, surtout aprés la puberté.
Chez les patients non traités, ces polypes peuvent se transformer en CCR vers I'age de 40 ans
(Moghtit, 2014). Ce syndrome est d( & une mutation germinale sur le géne suppresseur de

tumeur apc (Jasperson et al., 2010).
3.2.2 Le syndrome de lynch

Le cancer colorectal héréditaire non polyposique (ou Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer, HNPCC), encore appelé syndrome de Lynch, est la forme la plus fréquente
de prédisposition héréditaire au cancer colorectal avec une incidence estimée a 1/5000
naissances [(Hampel et al., 2008) ; (Jasperson et al., 2010)]. C’est une maladie genétique a
transmission autosomique dominante qui est causée par une mutation dans I'un desquatre genes
du systeme de réparation des méesappariements de I'ADN et confére un risque nettement accru

de divers types de cancer, en particulier du colon et de ’endométre (Verena et al., 2013).
4. Les facteurs de risque du cancer colorectal

Le cancer colorectal n’est pas forcément lié¢ a une cause unique, mais plusieurs facteurs

connus qui entrent en jeu pourraient augmenter la survenue de ce cancer (Moghtit, 2014).
4.1 L >age et le sexe

Le risque de développer un CCR concerne essentiellement les personnes agées (Marina
et Jean, 2006). Il augmente progressivement a partir de I’age de 50 ans. Les taux d’incidence
sont faibles et proches entre les deux sexes puis augmentent avec 1’age, plus rapidement chez

I’homme que chez la femme (Manceau, 2014).
4.2 L’alcool

Multiples études ont montré un lien entre la consommation d’alcool et le cancer
colorectal, et qu’un alcoolisme chronique présente le risque d’un adénome avancé et joue un
role dans la carcinogenese colorectale d une maniere identique chez les hommes et les femmes
(Lee et al., 2016). Ainsi d’autres études ont mis en évidence une liaison spécifique I’alcool et
le risque d’adénome de taille supérieur a 1cm ; ce qui justifie que I’alcool intervient dans les

lers stades de la progression du cancer (Boutron et al., 1995).
4.3 Le tabac

Le tabac est un important facteur de risque. Des agents cancérogenes de la fumée de
cigarette peuvent favoriser le développement de tumeurs au colon et au rectum. Des études ont

montré que le risque est proportionnel aux nombres de cigarettes fumées et aux nombres
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d’années passées du tabagisme ; les gros fumeurs (20 cigarettes ou plus par jour) sont trois fois
plus susceptibles de développer un cancer du c6lon et cing fois plus susceptibles de développer

un cancer du rectum avec I’apparition de gros adénomes que les non-fumeurs (David, 2018).

La période de latence avant I’apparition du cancer colorectal est d’au moins 35 ans ;
ceci explique que le lien entre le tabagisme et le cancer colorectal n’ait parfois pas été établi en
raison de tres long délais entre I’exposition au tabac et le développement de tumeurs

cancéreuses du colon (Marina et Jean, 2006).
4.4 1.’obésité

L’obésité et le surpoids sont associes a une augmentation du risque relatifs de plusieurs
types de cancer notamment le cancer colorectal de la méme facon chez les hommes que chez
les femmes, mais le lien semble étre plus fort chez les personnes malades obeses sans activité
physique (Schlienger et al., 2009). Cette derniere a montré un effet protecteur dans la survenue

du CCR, ce qui explique qu’on peut réduire ce risque en perdant du poids (Moghtit, 2014).
4.5 Les facteurs alimentaires

L’alimentation occupe une place primordiale dans la survenue du CCR. D’aprés une
étude, ils estiment que 70% des cancers colorectaux pourraient étre prévenue par une
intervention nutritionnelle. Un régime alimentaire tres calorique et riche en graisses animales,
contenant peu de legumes et de fibres associé a la sédentarité et une désorganisation au rythme
des repas pourrait agir comme facteur promoteur de la cancérogénése (Park et al., 2005). Ainsi
la consommation importante de la viande rouge et les charcuteries augmentent fortement le
risque du CCR, I’effet nocif de’association de ces 2 aliments est diia la forte teneur en graisses
saturées et en fer qui oxyde les lipides de notre régime alimentaire, formant des composes
toxiques qui attaquent les cellules épithéliales du célon et provoquent la carcinogénése
[(Marina et Jean, 2006) ; (Clinton et al., 2020) ; (Imad et al., 2020)].

En revanche, la consommation du foie joue un effet protecteur en raison de leur richesse
en minéraux essentiels et il est assez pauvre en lipides et contient moins de 10% de matiéres
graminées ; donc il peut étre consommé en remplacement de la viande rouge. Les fruits et les
légumes constituent aussi 1’une des principales sources en vitamines, fibres, minéraux et autres
composants biologiquement actifs, ce qui assure un effet protecteur qui pourrait expliquer une

diminution de la concentration des substances cancérogenes (Imad et al., 2020).
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4.6 Les facteurs héréditaires et génétiques

En plus des facteurs environnementaux qui influencent le risque de développer un
cancer colorectal, des facteurs génétiques peuvent également jouer un réle dans le
développement de ce type de cancer (Moghtit, 2014). Le risque d’avoir un cancer colorectal
est plus élevé lorsqu’un ou plusieurs parents du premier degré ont déja été atteints par la

maladie, notamment avant 1’age de 50 ans (Jasperson et al., 2010).
5. Les facteurs de risque infectieux

Parmi les agents exogeénes associés a I’initiation et a la progression du cancer colorectal,
on trouve les agents infectieux qui peuvent étre d’origine bactérienne telle que Escherichia coli
mais principalement Helicobacter pylori [(Zumkeller et al., 2006) ; (Butt et Epplein, 2019)],
ou d’origine virale comprenant les Papillomavirus humains (HPV), Virus d’Epstein-Bar (EBV),
John Cunningham Virus (JCV), Cytomégalovirus humain (HCMV), etc. (Coelho et al., 2010).

5.1 Helicobacter pylori

L'infection a Helicobacter pylori est I'une des infections bactériennes chroniques les
plus courantes dans le monde, en particulier dans les pays en développement. Cette bactérie est
a l'origine de nombreuses maladies telles que le lymphome, la gastrite, les ulcéres peptiques et
le cancer de I'estomac. l'infection a H. pylori peut étre considérée comme un facteur de risque
du cancer du colon et des polypes adénomateux. Cette bactérie pourrait étre impliquée dans la
carcinogenése colorectale en augmentant la libération de gastrine qui peut agir comme

mitogene. Il a été montré que H. pylori induit une hypergastrinémie (Butt et Epplein, 2019).
5. 2 Papillomavirus humains (HPV)

Des études ont démontré que le HPV est présent dans le colon et le rectum de certains
patients atteints d’adénocarcinome colorectal, ce qui suggére que ce virus pourrait étre impliqué
dans I’étiologie ou la pathogénese du cancer colorectal. Des enquétes ont mis en évidence que
les HPV a haut risque sont présent dans environs 40 & 84% des cas de CCR chez I’lhomme
[(Damin et al., 2007) ; (Ala-Eddin et al., 2016)].

5.3 Epstein-Bar Virus (EBV)

Des études ont mis en évidence que la structure similaire et [I'histogenese et
I'embryogenese communes de I'estomac et d'autres organes du tube digestif suggerent un réle

possible de 'EBV dans le développement de tumeurs épithéliales, y compris le cancer
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colorectal. L’EBYV peut étre incriminé dans la carcinogénéese destumeurs colorectales avec une
prévalence de 20 a 52% [(Liu et al., 2003) ; (Oleynicova et al., 2021)].

5.4 Cytomégalovirus humain (CMVH)

Le CMVH est un virus qui a été impliqué dans la promotion de la croissance tumorale
et présent dans les tumeurs du cancer colorectal (Chen et al., 2014). Certaines preuves et
découvertes suggéerent que les acides nucléiques de ce virus se localisaient spécifiqguement dans

I’épithélium muqueux néoplasique du CCR (Chen et Chan, 2014).

5.5 John Cunningham Virus (JCV)

Le JCV a été associé au cancer colorectal et pourrait contribuer au phénotype du cancer
d’une maniére directe ou indirecte par plusieurs mécanismes. Parmi les protéines, deux en
particulier, le grand antigene T et I'agnoprotéine peuvent interférer avec les mécanismes de
contrle du cycle cellulaire et d'instabilité génomique, bien que d'autres protéines virales
puissent également contribuer au processus. Ce virus n’est peut-étre pas la cause du CCR, mais
il peut étre un facteur de risque pertinent et capable de favoriser le développement a un ou
plusieurs stades de la progression tumorale [(Maginnis et Atwood, 2009) ; (Coelho et al.,
2010)].
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1. Papillomavirus humains

1.1 Historique

Les papillomavirus sont des virus trés anciens et extrémement stables. Leur étude a
commence tres t6t dans I'histoire grace a la découverte des virus du papillome du lapin (CRPV)
et du papillome bovin (BPV) (Fradet-Turcotte, 2011) mais leurs caractérisations fut
relativement longue, car il n'existe pas de systéme cellulaire leur permettant de se reproduire In
vitro (Lopes, 2005). Leur 1 découverte a eté en 1907 par Giuseppe Ciuffo, ces virus sont
restés largement non étudié jusqu’a I’avénement de la virologie moléculaire (Boulet et al.,
2007).

Les papillomavirus sont responsables de tumeurs bénignes et malignes chez I’homme et
chez I’animal, et ont été a ’origine du premier modéle de tumeur liée a un virus a ADN,
découvert en 1920 par Richard SHOPE chez le lapin [(Alain, 2010); (Sagna, 2012);
(Bruyere, 2019)].

Dans les années 1970, le professeur allemand Harald Zur Hausen a mis en évidence les
papillomavirus humains par des méthodes moléculaires. Les HPV oncogenes qui sont exprimés
dans les cellules néoplasiques sont impliqués dans leur transformation et leur immortalisation,
et peuvent accélérer la progression vers la malignité (Zur Hausen, 2002). Son travail et tous
ses recherches ultérieures sur les cancers associés au HPV lui ont valu le prix Nobel 2008 de
physiologie et médecine (Cohen et Enserink, 2008).

1.2 Phylogénie

Les papillomavirus représentent un grand groupe de virus de la famille des
PAPILLOMAVIRIDAE (Doorbar et al., 2015). Ce sont des virus qui ont évolué parallélement
avec I’hote qu’ils infectent, d’ou I’ajout de I’abréviation désignant I’hote infecté dérivée du
terme anglais au suffixe PV. Ces virus sont classés en 16 genres en fonction de leurs
caractéristiques génétiques communes, dont les plus connus chez les humains sont les Alpha,
Beta, Gamma, Mu et Nu papillomavirus (Figure. 1) [(Van Doorslaer, 2013) ; (Lepiller et al.,
2021)].
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Alpha-papillomavirus

mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus

cutaneous

cutaneous
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papillomavirus

cutaneous

Beta-papillomavirus

cutaneous

Figure. 1 : Arbre phylogénétique des HPV (Doorbar et al., 2015).
1.3 Définition
Papillomavirus du latin-papillo (« mamelon »), et oma (« tumeur ») (Baseman et
Koutsky, 2005). Les papillomavirus humains sont de petits virus, capables d'infecter les
cellules épithéliales dela peau et desmuqueuses [(Duport, 2008) ; (Queenie et al., 2020)]. Ces
virus sont ubiquitaires, trés anciens et trés stables, ils ont évolué avec leurs hotes respectifs.

L'infection au HPV est considérée comme une infection sexuellement transmissible, mais peut

également étre transmise par des voies non sexuelles (Szydlowski et al., 2014).
1.4 Structure

Les Papillomavirus humains sont des virus nus de petite taille (de 45 a 55 nm de

diametre), dont la capside est constituée d’une protéine majeure L1 ainsi qu’une protéine
mineure L2 [(Favre etal., 1997) ; (Doorbar et al., 2015)].

Son génome est un ADN double brin circulaire d’environ 8000 pb, dont les séquences
codant les protéines virales sont regroupéees sur un seul brin [(Duport, 2008) ; (Tommasino,
2014)]. On distingue trois régions principales : 2 régions codantes : précoce E (early) et tardive

L (Late) et une région non codante de contréle (Figure. 2) (Zheng et Baker, 2006).
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La premiere région E contient les génes précoces E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 et E8 qui
codent pour des protéines non structurales impliquées dans les premieres étapes du cycle viral.
Les génes E5 et E8 ne sont pas présents dansle génome detous les types de HPV [(Tommasino,
2014) ; (Burley et al., 2020)].

La deuxieme région L contient les génes tardifs L1 et L2 qui codent respectivement les

protéines structurelles majeures et mineures qui forment la capside virale (Tommasino, 2014)

Enfin la troisieme région non codante de controle appelée LCR (Long Control Region)
ou URR (Up stream Regulatory Region) située entre les génes L1 et E6 et contient 1’origine de
réplication, ainsi que I’¢lément de régulation de réplication et de transcription virale

(Tommasino, 2014).

Oncoproteins

LCR

Major capsid
protein DNA helicase

Viral DNA replication

Minor capsid

protein
Transcriptional control
Tethering of viral episome
Viral DNA replication
Genome amplification Genome amplification
Cellular proliferation Interaction with cytoskeleton/keratin

Figure. 2 : Organisation génétique de ’HPV16 (Abramo et Archambault, 2011).

1.5 Classification des papillomavirus humains

1.5.1 Classification basée sur la sequence génomique

I1s'agit de la séquence nucléotidique dugéne L1, qui constitue la base de la classification
des papillomavirus. Pour identifier un nouveau HPV, le génome entier du virus doit étre
séquence et sa séquence L1 doit montrer plus de 10 % de différence par rapport a la sequence
L1 du type connu le plus proche génétiquement [(Segondy, 2008) ; (Leto et al., 2011)].

1.5.2 Classification basée sur le tropisme

Typiquement, on distingue les HPV a tropisme cutané et muqueux (Hantz, 2021). Ceux

qui infectent les muqueuses appartiennent au genre alpha, tandis que ceux qui infectent la peau
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appartiennent principalement aux genres béta et gamma mais aussi aux genres mu et nu
Papillomavirus (Segondy, 2008). Cette distinction n'est pas toujours absolue, et certains types
d'HPV n'ont pas un tropisme strict pour la peau ou les muqueuses (Kloul et Oussadou, 2022)
(Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des HPV selon leur tropisme (De Villiers et al., 2004)

Tropisme Type

Cutané HPV 1, 2, 4,5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,25, 27, 36, 37, 38, 41, 47,
48,49, 50, 57, 60, 63,65, 75, 76, 80, 88, 92, 93, 95, 96
HPV 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42,44, 45, 51, 52, 53, 54, 56,58,
Muqueux | 59, 61, 62, 66, 67,68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 86,87, 89,90

Mixte HPV 3,7, 10, 28, 29, 40, 43, 78, 91, 94

1.5.3 Classification basée sur le potentiel oncogéne

Cetteclassification concerne les alpha papillomavirus qui ont été le centre d’intérétd un
grand nombre de recherches en raison de leur pouvoir oncogéne, ils peuvent a la fois provoquer
des pathologies cutanées et muqueuses, et peuvent étre divisés en HPV a haut risque, HPV a
faible risque et probablement a haut risque selon la pathogénicité (Burd et Dean, 2016)
(Tableau 2).

Tableau 2 : Classification des HPV selon le potentiel oncogéne (Segondy, 2008)

Classification Type
Haut risque 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Haut risque probable 26, 53, 66, 68, 73, 82
Bas risque 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89
Risque indéterminé 30,32,34,62,67,69,71,74,83,84,85,86,87,90

1.6 Cycle viral

.....

épithéliotropes (Beaudin et al., 2015). Leur cycle viral est parfaitement li¢ et adapté au
programme de différenciation des cellules infectées (McBride, 2008). Les étapes de cycle viral

sont expliquées ci-dessous :
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1.6.1 Attachement, internalisation et décapsidation

La premiére étape de I’infection est lorsque le virus rencontre la cellule cible. Aprés
reconnaissance entre le motif antigénique présent a la surface du virus et les récepteurs
spécifiques présents a la surface des cellules cibles, le virus s’attache (Beaudin et al., 2015).
Les interactions initiales de liaisons a la surface cellulaire dépendentdela protéine dela capside
L1 et les récepteurs de la membrane basale qui semble étre des protéoglycanes a sulfate
d'héparine (HSPG). Lors de la liaison HSPG, la capside virale passe par des changements
conformationnels [(Graham, 2017) ; (Kombe et al., 2021)].

Ensuite le virus sera internalisé lentement par un mécanisme d’endocytose par la voie
des clathrines ou cavéoline (Abban et Meneses, 2010), apres il se décapside en quittant la
vésicule d’endocytose et la protéine L1 est dégradée. Le transfert de ’ADN viral au noyau est

alors facilité par la protéine mineure de la capside L2 (Doorbar, 2006).
1.6.2 Maintenance du génome viral

Comme de nombreux autres virus a ADN, la réplication de ’ADN viral des
papillomavirus a lieu dansle noyau (Reinson et al., 2015). Le virus maintient son génome dans
les cellules basales (Guillet, 2010). 11 est considéré que dans ces cellules le nombre de copies
virales s’établit entre 10 et 200 copies (Doorbar, 2005). Les génomes d’HPV nouvellement
synthétises se répartissent, comme I’ADN cellulaire, dans chaque cellule fille, la protéine E2
joue un réle essentiel dans la ségrégation des génomes viraux au cours de la division cellulaire
(Lehman et Botchan, 1998).

1.6.3 Prolifération cellulaire

L’entrée de ce virus dans la cellule hote est suivie d’une période d’hyperprolifération
des cellules de I’épithélium supra-basal. Cette prolifération et croissance est sous ’effet des
oncogeénes E6 et E7. Ainsi, au cours de I’infection, I’activité de ces génes permet a certaines
cellules de la couche basale de se diviser afin de former une couche de cellules entretenant le

virus sous forme épisomique (Doorbar, 2005).
1.6.4 Amplification du génome viral

La phase d’amplification ou réplication végétative de ’ADN viral se traduit par une
amplification élevée dunombre de copies du génome viral. Elle se fait par une réplication en

cercle roulant qui permet de générer de grandes quantités d’ADN viral (McBride, 2008). Cette
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phase, étroitement dépendante du processus de différenciation des cellules épithéliales, ne se

déroule que dans les couches les plus superficielles de 1’épithélium (Monsonego, 2006).
1.6.5 Encapsidation et libération des virions

Dans la derniére phase du cycle viral, les virions s'auto-assemblent, ainsi L1 et L2
s'expriment pour permettre I'encapsidation du genome de 'ADN du HPV (Modis et al., 2002).
Les HPV n’étant pas des virus lytiques, ils profitent de la desquamation naturelle des cellules
épithéliales pour étre libérés dans le milieu extérieur. A ce moment, le cycle est qualifié de
cycle productif et la transmission serait donc importante [(Doorbar, 2005) ; (Monsonego,
2006) ; (Mougin et al., 2008)] (Figure 3).

J Libération des virions

Cellules
lifférenciées

V 12,11 Assemblage des virions
<

E4, €2,E1, €5
ADN viral | Amplification du génome vira

Prolifération cellulaire

E6, E7

E1,E2,E4, ES S

Cellules
basales
Lame basale

Maintenance du génome vira

7

Figure. 3 : Déroulement du cycle viral des HPV apres infection d'un épithélium malpighien
(Moody et Lamnis, 2010).

1.7 Réle de HPV dans le processus de cancérisation

Selon I'Organisation mondiale de la santé, on n’estime qu'environ 1 personne sur 3 est
infectée par le HPV, prés de 80% a un moment donné de sa vie (OMS, 2022). Certains de ces
virus a haut risque oncogéne sont responsables d’environ 5% des cancers (Badoual et al.,
2015). Les protéines E6 et E7 sont les principales protéines possédant des propriétés
oncogeniques (Prétet et al., 2007). Le pouvoir oncogéne va dépendre de I’'intégration du
génome de HPV HR dans le génome de I’héte (Oyouni, 2023).

L’oncoprotéine virale E6 se lie a la protéine p53 qui est pro-apoptotique. Une fois
dégradée, la protéine p53 ne peut plus exercer son role de « gardien du génome », pouvant
conduire a ’immortalisation de la cellule. Alors que ’oncoprotéine virale E7 se lie a la protéine

du rétinoblastome pRb et conduit a sa dégradation par le protéasome. Ceci peut aboutir a la
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dérégulation du cycle cellulaire et & la transformation cancéreuse de la cellule [(Munger et
Howley, 2002) ; (Yim et Park, 2005)].

1.8 Prévention

La prévention de I’infection liée a ce virus doit se faire par vaccination qui est une
prévention primaire et/ou par dépistage qui est une prévention secondaire (Szymonowicz et
Chen, 2020).

1.8.1. Vaccination

La méthode la plus prometteuse et passionnante pour la prophylaxie de l'infection par
le HPV et de ses complications est la vaccination, étant donné que les vaccins peuvent prévenir
mais aussi traiter ces infections liées aux HPV [(Akhtar, 2004) ; (Gilla, 2022)]. Deux types de
vaccins HPV ont été developpés ; les vaccins prophylactiques et thérapeutiques. Les premiers
induisent des taux €élevés d’anticorps neutralisants spécifiques qui se lient aux particules virales
et empéchent leur entrée dans les cellules hotes (avant I’infection). Trois types de ces vaccins
sont disponibles : Bivalent (HPV16, 18), Tétravalent (HPV®6, 11, 16, 18), non avalent (vs.
HPV®6,11, 16, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) [(Monsonégo, 2006) ; (Garbuglia et al., 2020]. Alors
que les vaccins thérapeutiques stimulent les réponses immunitaires cellulaires T spécifiques des
protéines E6 et E7 d’HPV16 (lymphocytes T CD4+ et CD8+) pour détruire les cellules

tumorales associés aux HPV (aprés I'infection) (Villada, 2013).
1.8.2. Dépistage

L’HPV est principalement associé aux cancers ducol de l'utérus dont le dépistage se fait
géneralement par des frottis (examen cytologique), colposcopie ou biopsie cervicale (examens
histologiques) (OMS, 2013), mais il peut également étre présent dans d'autrestypes de cancers,
y compris les tissus tumoraux de cancer colorectal (Tran et al., 2007). Pour détecter la présence
de HPV dans les tissus tumoraux du cancer colorectal, différentes méthodes moléculaires

peuvent étre utilisées :
e Détection de I'ADN viral par PCR

Cette méthode consiste a extraire I'ADN des échantillons de tissus tumoraux et a
réaliser une réaction de polymérase en chaine (PCR) spécifique au HPV. Cela permet

d'amplifier et de détecter I'ADN viral, s'il est présent dans I'échantillon.
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e Hybridation in situ

Cette technique, permet de visualiser la présence du HPV directement dans les tissus.
Elle utilise des sondes spécifiques qui se lient & I'ARN viral ou a I'ADN viral dans les cellules

tumorales, ce qui permet de les détecter au microscope.
e Immunohistochimie

Cette technique peut étre utilisée pour détecter les protéines virales spécifiques du HPV
dans les tissus tumoraux. Des anticorps spécifiques dirigés contre ces protéines virales sont

utilisés pour marquer et détecter leur présence.

D’autres techniques sont utilisées telle que Southern Bloth, Dot Blot, Western Blot....
Ces méthodes de dépistage d’HPV dans les tissus tumoraux du cancer colorectal sont utilisées
dans le cadre de la recherche et des études scientifiques [(Monsonego, 2007) ; (Yang et al.,
2019) ; (Zito Marino et al., 2021)].

1.9 Traitement

Il n'y a pas de remede contre l'infection au HPV. Dans environ 90% des cas, notre
systéme immunitaire I'élimine spontanément. La plupart des personnes infectées par le HPV ne
présentent aucun symptéme et ne sauront jamais qu'elles sont ou ont été infectées, pour cela le
dépistage est primordial afin d'informer et de prévenir une infection a HPV [(Rebibo, 2019) ;
(Delpero et Selk, 2022)].

1.10 Cancers associés aux HPV

Les principaux cancers associés au HPV sont le cancer du col de l'utérus (100 %), le
cancer anal (90 % a 93 %), le cancer de l'oropharynx (12 % a 63 %), le cancer du pénis (36 %
a 40 %), le cancer du vagin (40 a 93 %) et le cancer de la vulve (40 a 51 %) (Chaturvedi,
2010). Il est aussi associé a d'autres cancers, notamment ceux de la prostate, de la vessie, de la
gorge (cavité oropharyngee) , du poumon, le cancer du sein et du colon (Ouhoummane et al.,
2013).

Les HPV16 et 18 sont les principaux types de risque oncogéne détectésdans le CCR,
ou l'infection colorectale au HPV 16 semble étre courante dans les tissus cancéreux colorectaux
et les tissus adjacents non tumoraux, ce qui suggére que le HPV pourrait jouer un role dans la

pathogenése du cancer colorectal (Bodaghi et al., 2005).
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2. Epstein-Barr Virus
2.1 Historique

En 1964, Michael Anthony Epstein et son éléve Yvonne Barr découvrirent le premier
gamma-Herpes-virus humain, par I’analyse d’une biopsie d’un spécimen de tumeur un virus
dans des cultures de cellules de lymphome de Burkitt africain (L.M) grace a la microscopie
électronique. Cette découverte a constitué une avancée majeure en accréditant pour la premiere
fois I'idée qu’un cancer humain pouvait étre d’origine virale et ce n’est qu’en 1978 que
I’association entre EBV et lymphome de Burkitt a pu étre démontrée grace a une étude
épidémiologique de grande ampleur (Manet et Gruffat, 2022). Il fut appelé le «Virus
d'Epstein-Barr (E.B.V)» ou «Virus du type IV» (Pujals et al, 2013). Ce virus,
morphologiquement similaires aux Herpes virus connus a cette epoque, étaient completement

différents du point de vue biologique et antigénique (Manet et Gruffat, 2022).

Par ailleurs, Sa relation avec la mononucléose infectieuse (M.I) a éte établie en 1968 par
le Dr. Henle et son équipe de recherche qui ont observé qu’une laborantine présentait cette
maladie ainsi qu’une séroconversion vis-a-vis du virus. La méme année, Niederman et ses
collégues ont démontré la présence d'anticorps anti-EBV dans le sang périphérique des patients
ayant une M.I. (Amiel, 2013). Deés 1987, la responsabilité du virus dans I'apparition de la M.I.
fut établie (Sotisse, 1994).

En 1990, des recherches approfondies sont menées sur le cycle de vie de I'EBV, sa
capacité a infecter les cellules du systéme immunitaire, ainsi que ses mécanismes de latence et
de réactivation. Depuis les années 2000, les études sur I'EBV se poursuivent, mettant en
évidence son role potentiel dans d'autres maladies, telles que la sclérose en plaques, certaines

maladies auto-immunes et certains cancers (Harley et al., 2018).
2.2 Définition

L’EBV est le premier virus oncogéne découvert chez ’homme, il est tres répandu et
ubiquitaire, retrouve chez 90 a 95 % de la population mondiale (Maréchal et Quignon, 2013)
appartenant a la famille des HERPESVIRIDAE, dans la sous-famille des
GAMMAHERBESVIRINAE et au genre des lymphocryptovirus. Les plus connus d'entre eux
étant le HSV-1 et le HSV-2 (Maréchal et Piolot, 2001).

2.3 Structure

Comme les autres virus del’herpes, ’EBV est un virus enveloppé et présente une forme

sphérique (Figure. 4) d’un diameétre de 120 a 180 nm [(Carbone et al., 2008) ; (Olivieri,
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2019) ; (Voisin, 2021)]. Le génome est intégré dans une capside de forme icosaédrique.
L’ensemble capside-génome est quant a lui entouré par une structure fibrillaire asymétrique
appelée le tégument. Cette derniére est a son tour recouverte d’une enveloppe, constituée d 'une
bicouche lipidique parsemée de diverses glycoprotéines qui sont essentielles pour la liaison du

virion aux différents récepteurs situés sur la membrane plasmique de la cellule héte (Lupo et

al., 2019).
/ Envelope glycoproteins

-— Envelope

Tegument

Viral capsid

Viral genome

Figure .4 : Schémas représentatif de la structure de virus EBV (Sall, 2021).

Son génome se présente sous la forme d’un ADN double brin d’environ 172kb et code
pour plus de 85 geénes, dont des oncogenes viraux d’Epstein-Bar Nuclear Antigen (EBNAL,
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C et EBNAD) et deux protéines membranaires latentes
LMP1 et LMP2, ainsi que divers ARN non codants EBER (Epstein-Barr Virus-Encoded
RNA) : ARN encodé par le virus d'Epstein-Barr et miIARN (microARN) (Gupta et al., 2020).

Il est composé de 2 domaines uniques : un domaine court (US, Short Unique region), et un
domaine long (UL, Long Unique region). Ces deux domaines sont séparés par des sequences
répétées en tandem qui constituent la région répétée interne 1 (IR1, internalrepeat 1) (Voirin,
2018).
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(Young et Rickinson, 2004).

TR : séquences uniques ; IR ; séquence internes répétées ; OriP : origine de réplication

latente ; DL et DR : séquence homologues contenant les origines de réplication lytique Orilyt

2.4 Tropisme et transmission

L'héte duvirus EBV est entierement humain ou il se transmet par voie orale par lasalive

et présente un double tropisme en infectant deux cibles physiologiques principales qui sont les

lymphocytes B et les cellules épithéliales tels que les oropharyngées (Denesvre, 2003). Le virus

ne survit pas longtemps dans le milieu extérieur et nécessite un contact direct (Kaye, 2021). La

voie sexuelle est aussi incriminée dans la propagation du virus. Il se transmet également par

voie sanguine (transfusion, blessure) [(Aslane, 2018) ; (Ayee et al., 2020)].

2.5 Cycle viral

Il est important de noter que le cycle viral d'EBV peut varier légerement en fonction des

types de cellules cibles et des conditions environnementales (Larrat, 2010). De plus, EBV est

souvent associé a des infections persistantes et peut causer diverses maladies y compris les

cancers (Cressot etal., 2023).
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2.5.1 Adsorption et internalisation

Les lymphocytes B peuvent étre facilement infectés. En revanche, dans certaines
cellules épithéliales, la pénétration du virus serait facilitée par la fixation préalable
d'immunoglobulines A sur les antigénes de capside virale VCA (viral capsid antigens) [(Zong
et al., 1992) ; (Marelle et al., 1993)].

L'entrée virale dans les lymphocytes B se fait par I'interaction entre la glycoprotéine gp
350/220 du virus et la protéine de surface (la molécule CD21) [(Nemerow et al., 1985) ;
(Denesvre, 2003)]. La fixation a la surface des lymphocytes est suivie par endocytose du virus
(Ballout, 2005). Une seconde glycoprotéine gp85, assure la fusion du virus a la membrane
cellulaire, entrainant la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme des lymphocytes B.
Une troisieme glycoprotéine gp42, est essentielle a la pénétration par des interactions avec les
molécules du CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) a la surface des cellules de classe
Il [(Molesworth et al., 2000) ; (Hutt-Fletcher, 2007) ; (Sueur, 2011)].

Dans les cellules épithéliales, I’attachement du virion nécessiterait les protéines
cellulaires CD21 et la gp350/220 virale. La pénétration, quant a ¢lle, requerrait I’interaction des
glycoprotéines gp85/gp25 avec une protéine de surface suivi par une transportation de génome
virale dans le noyau de la cellule épithéliale (Imai et al., 1998). Il existe cependant des voies
d’infections alternatives pour les cellules épithéliales qui n’expriment pas la molécules CD21
ou qu’ils font intervenir soit la fixation et I’internalisation de complexes formé entre des IgA
anti-EBV et des virions, soit une pénétration du virus par contact direct entre des lymphocytes
B infecté et des cellules épithéliales [(Pegtel et al., 2004) ; (Hadinoto et al., 2009)].

2.5.2 Multiplication

L'EBV  peut se répliquer de  deux manieres soit par la
prolifération des cellules B infectées ou par la production de virions lytiques (Miinz, 2019).
Deux phases peuvent donc étre établies : lytique productrice et latente non productrice (Bahri,
2017).

e Lalatence

Apres l'entrée, le génome viral de 'EBV s'associe au noyau de la cellule B et n'entraine
pas la production de virions, mais permet la persistance virale dans les cellules hétes (Salem,
2010), tout en réduisant I’expression d'antigénes viraux, ce qui constitue un mécanisme clé

permettant a I'EBV d'échapper au systéme immunitaire et de persister dans l'organisme.
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Contrairement a la phase lytique de I'EBV, qui exprime plus de 80 antigénes, la phase de latence

n'exprime que quelques protéines qui sont EBNA, LMP et EBER (Ratouit, 2022).

L'EBV a quatre programmes de latents connus, décrivant des profils d'expression
génique distincts de l'infection latente In vivo et In vitro ou les type de latence varient selon les

différentes tumeurs malignes associées au virus (Aranda et Epstein, 2015) (Tableau 3).

Tableau 3: Programmes de latence de ’EBV (Miinz, 2019)

Programme de . o Stade de différentiation de g
Les génes exprimés Cancers associés
latence LB
EBNAL, 2, 3, LMP1, Lymphome de
Latence I11 Blastocyste ymphom
2, EBERs Hodgkln
EBNAL, LMP1, . Carcinome
Latence Il Cellule B du centre germinatif ! .
EBERS nasopharyngé
Latence | EBNA1, EBERs Cellule B mémoire Lymphome de Burkitt
Latence O EBERS Cellule B mémoire

e Latence 0 : estun stade précoce de l'infection par EBV « pré-latence » se caractérise par
une expression tres limitée des protéines virales dans les cellules nouvellement infectées,
avant que le virus ne passe a l'un des trois types de latence.

e Latence | : 'EBV exprime un nombre limité de genes viraux, tels quEBNA-let les
miARN. EBNA-1 joue un rdle essentiel dans le maintien du génome viral dans les cellules
hotes et dans la réplication du virus lors des divisions cellulaires.

e Latence Il : 'EBV exprime des génes viraux supplémentaires, tels que les protéines virales
impliquées dans la prolifération des cellules B, comme les protéines LMP1 et LMP2A.
LMP1 joue un réle dans la survie et la prolifération des cellules B infectées par I'EBV,
tandis que LMP2A est impliqué dans la signalisation cellulaire.

e Latence Ill : 'EBV exprime la majorité de ses genes viraux, y compris les protéines
nécessaires a la production de nouvelles particules virales. Pendant cette phase, les cellules
infectées peuvent produire des particules virales, mais elles sont généralement en nombre
limité et ne sont pas totalement infectieuses. Cette phase permet au virus de maintenir une
infection chronique et se réactiver périodiquement pour propager l'infection a de nouvelles
cellules hotes ou causer des complications cliniques chez les individus immunodéprimes
[(Faulkner et al., 1999) ; (Larrat, 2010) ; (Ratouit, 2022)].
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e Réactivation

C'est le passage spontané de la latence au cycle lytique. Elle est caractéristique des

lymphocytes B. Les protéines virales EBNA initient I'activation du génome viral. In vitro, on

peut provoquer la réactivation avec des substances chimiques comme les phospho-esters des

euphorbiacées, le butyrate de sodium, et des analogues des nucléosides (Maréchal et Piolot,

2001).

e Réplication virale

Le cycle lytique correspond & 1’expression des différentes protéines virales

permettant la fabrication de nouveaux virions. En effet, une fois ’ADN viral entré dans le

noyau de la cellule héte. On distingue 3 périodes (Marelle et al., 1993)

v

Une période précoce immédiate ou seules les protéines précoces immediates sont
produites ; Ce sont les protéines de latence composées en grande partie d'enzymes

(transcriptases, réplicases, etc.) et les ARNS.

Une période précoce caracterisee par I'expression des protéines précoces et des

éléments constitutifs de la nucléocapside.

Une période tardive marquée par I'assemblage desproteines constitutives de la capside
et du génome. Les protéines sont synthétisées dans le cytoplasme mais l'assemblage se
passe dans le noyau. L'acquisition de l'enveloppe se fait par bourgeonnement a partir
des membranes nucléaires, golgiques, endoplasmiques et plasmiques de la cellule. Les
glycoproteines s'insérent par la méme occasion dans l'enveloppe. Les virions sont

libérés apres lyse de la cellule infectée (Miinz, 2019).

La phase lytique est caractéristique des cellules épithéliales de I'oropharynx mais dans de rares

cas, elle se passe dans les lymphocytes (Shannon-Lowe et al., 2009).
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Figure. 6: Cycle biologique d’Epstein-Barr (EBV) (Ratouit, 2022).

2.6 Propriétés Oncogéniques de virus EBV

La présence de ’EBV a I’état latent dans les cellules peut altérer certaines fonctions cellulaires

et conduire a la transformation tumorale et ce sont principalement les protéines de latente

EBNA-1,EBNA-2,EBNA-3ainsi que les LMP qui sont impliquées dansl’oncogenése associée

a ce virus (Pujals et al., 2013)

» EBNA-1est retrouvée danstous les types de latence et de ce fait, dans toutes les pathologies

associées a ’EBV. C’est un transactivateur transcriptionnel qui contribue a ’oncogenése

par différents mécanismes tels que la régulation du cycle cellulaire, la migration cellulaire

et ’apoptose (Marongiu et Allgayer, 2021).

EBNA-2 est un puissant activateur transcriptionnel qui recrute, par son domaine de

transactivation, des protéines de la machinerie transcriptionnelle, comme elle est aussi

responsable de la surexpression de certains génes cellulaires comme I’oncogéne c-myc, C-

FGR ou le géne codant la protéine membranaire CD21 (récepteur d’EBV) (Pujals et al.,

2013).

EBNA-3 joue un role essentiel dans la tumorigenése associée a 'EBV en régulant la

prolifération et le cycle cellulaire des cellules infectes (Olivieri, 2019).
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> LMP1 est exprimée dans toutes les pathologies malignes, et constitue I'oncogéne majeur
duvirus. Ces propriétés oncogeénes sont liées a sa capacité d'activer de fagcon chronique des
voies de signalisation cellulaire impliquée dansdes processus prolifératifs ou de résistance
a I’apoptose (Tan-Sothéa, 2008).

2.7 Epidémiologie et maladies associées a PEBV

L’EBYV est un virus présent dans toutes les régions géographiques infectant plus de 90%
de la population adulte (Sall, 2021). La primo-infection par ’EBV est le plus souvent pendant
la petite enfance de maniére asymptomatique, mais lorsqu’elle survient plus tardivement (chez
I’adolescent ou chez 1’adulte), elle peut provoquer une maladie lymphoproliférative bénigne :

la mononucléose infectieuse [(Young et Rickinson, 2004) ; (Manet et Gruffat, 2022)].

L'infection a EBV est couramment associée a des lymphomes a cellules B (lymphomes
de Burkitt et de Hodgkin) ainsi qu'a des tumeurs malignes épithéliales (carcinomes
nasopharyngés, gastriques et probablement colorectaux) (Tsang et Tsao, 2015). De plus, il est
aussi associé a la maladie lymphoproliférative des lymphocytes T et/ou des cellules tueuses
naturelles (NK) ainsi qu'a celles trouvees chez les personnes immunodéprimées (infectées par
le VIH ou les patients ayant subi des chirurgies de transplantation) [(Fernandes et al., 2020) ;
(Gupta et al., 2020) ; (Manet et Gruffat, 2022)].

2.8 Diagnostic
Le diagnostic d’EBV se fait par les méthodes suivantes :
2.8.1 Tests sérologiques (détection des anticorps)

La recherche d’anticorps spécifiques par des techniques sérologiques reste la méthode
recommandée pour le diagnostic des infections primaires a EBV. Les antigénes les plus
fréguemment utilisés pour la détection des anticorps sont VCA et EBNA (Dumoulin et Eyer,
2018).

2.8.2 L'immunohistochimie
Elle implique la coloration des protéines clés de latence de 'EBV telles que LMP-1,
LMP-2A, EBNA-1 et-2 dans les biopsies tumorales, elle est utilisée pour confirmer la présence
du virus et pour distinguer entre les tumeurs associées et les tumeurs non associées a I'EBV
(Ayee et al., 2020).

2.8.3 Diagnostic moléculaire

La PCR est la méthode actuellement de choix qui permet de mettre en évidence le

génome d’EBV ainsi que la quantification de la charge virale par la PCR en temps réel
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[(Dumoulin et Eyer, 2018) ; (Abusalah et al., 2020)]. La détection du génome EBV peut
également étre effectuée par hybridation in situ qui offre I'avantage de pouvoir identifier le type

et le pourcentage de cellules infectées (Hess, 2004).

2.9 Traitement
La primo-infection survenant chez le sujet immunocompétent ne requiert qu’un
traitement symptomatique. Un traitement par corticoide, court est possible en cas de
symptomatologie bruyante. En revanche, au cours des infections graves a EBV chez un patient
immunodéprimé, des antiviraux tels que ’aciclovir, le ganciclovir, le foscarnet et le cidofovir
ont été essayés avec des résultats inconstants. Dans le cas des lymphoproliférations, outre la
radio et la chimiothérapie, des essais de stimulations ou de restauration de la réponse

cytotoxique sont en cours (Biomnis, 2012).
2.10 EBV et le cancer colorectal

Le virus Epstein-Barr est I'un des oncovirus les plus courants qui représente environ 10
a 15% detous les néoplasmes malins (Oleynikova et al., 2021). L'EBV est associé a une variété
de cancers, dont la plupart apparaissent desannées apres l'infection initiale. Ainsi, les tumeurs
malignes épithéliales associées a la présence d'EBV dans les cellules épithéliales comprennent
les cancers du nasopharynx, de I'estomac, du sein y’compris le cancer colorectal ou le virus
influence le développement de ce cancer, en outre, il existe une corrélation statistiquement
significative entre la persistance virale et le stade de la maladie (Marogiu et Allgayer, 2021).
La plupart des études manquent d'informations sur la localisation du virus détecté (cellules
épithéliales ou cellules du tissu lymphoide), ce qui est fondamental pour apprécier le stade de
développement de 'EBV, d'une part, et établir son role pronostique d’autre part (Oleynikova
et al., 2021).
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Partie expérimentale

I. Méthodologie
1. Recherche d’HPV et EBV a partir des tissus paraffinés
1.1 Objectif

Cette étude vise a détecter la présence d'’ADN des virus HPV et EBV en utilisant la

méthode de PCR classique sur les échantillons de tissus provenant de patients atteintsde CCR.
1.2 Lieu d’étude

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée a

I’agroalimentaire, au biomédical et a I’environnement (LAMAABE).
1.3 Echantillonnage

Ce travail porte sur une collection de LAMAABE, comprenant un total de 10 lames
provenant de blocs FFPE (formalin-fixed-paraffin-embedded) découpés a partir de biopsies de

patients atteints de CCR (issus d'une population de la région de I'ouest d'Algérie).
1.4 Matériel et méthodes

Cette étude qui consiste en la détection de ’ADN des virus HPV/ EBV dans le cancer
colorectal est basée sur trois grandes étapes principales qui sont : I’extraction d’ADN,

amplification par la PCR et une électrophorése sur gel d’agarose.
1.4.1 Préparation des tissus

En utilisant les 10 lames contenant des tissus tumoraux inclus en paraffine, avec une
épaisseur comprise entre 10 um et 15 pum, seules les parties contenant du tissu ont été grattées,

puis les coupes tissulaires obtenues ont été placées dans des tubes Eppendorf.

Figure. 7 : lame contenant le tissu inclus en paraffine.
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1.4.2 Extraction d’ADN par la méthode « GenElute FFPE DNA Purification kit »
s Objectif

L’objectif est d’isoler la molécule d’ADN de toute autre molécule organique, et d’en
obtenir une quantité suffisante et de pureté satisfaisante pour permettre toutes les manipulations

ultérieures de biologie moléculaire (Sigma-Aldrich, 2015).
¢ Principe

Les Kits de purification d'ADN servent a extraire et a isoler des échantillons d'ADN
contenu dans les échantillons en éliminant les impuretés chimiques et biologiques. Cette
purification permet de preparer I'ADN et de le rendre prét a étre utiliseé pour diverses
applications en aval, telles que le clonage, I'édition génomique, I'hybridation in situ,
I'amplification par PCR, etc. (Benayed et Rebai, 2022).

¢ Protocole
> Déparaffinage des tissus inclus en paraffine

Dans chaque tube eppendorf contenant les coupes tissulaires, 300uL de Xyléne a été
ajouté a I'aide d’une micropipette tout en évitant de toucher I’échantillon, suivi d’une agitation
manuelle pendant quelques secondes, puis les laisser incuber pendant 3 a5 min a température
ambiante. Suivi d’une centrifugation pendant 2 min a vitesse maximale (12000 tours/min).
Apres centrifugation, le surnageant est jeté et cette étape est répétée au culot encore 2 fois pour

assurer 1’élimination de la paraffine.

Ensuite, 300ul d’éthanol est rajoutée au culot pour la réhydratation des tissus
(échantillon), suivi d’une agitation manuelle pendant quelques secondes et une centrifugation
pendant 2min a vitesse maximale (12000 tours/min). Apres centrifugation le surnageant est jeté

et cette étape est répétée au culot encore 2 fois afin d’obtenir un meilleur déparaffinage.
» Purification d’ADN

Dans chaque tube eppendorf, contenant les coupes tissulaires, 300uL de la solution de
lyse (Digestion Buffer A) et 10uL de protéinase K et 1ul d’ARNase ont été ajoutés au culot.

Les tubes sont vortexés et mis dans une étuve a 55°C pendant une nuit.

Aprés une nuit, 300uL de tampon RL est ajoutée, puis le mélange est agite a l'aide d'un
vortex pour assurer une bonne homogénéisation. Ensuite 250uL d’éthanol est rajoutée suivi

aussi d’une agitation au vortex pour bien mixer. Une micro-colonne de purification d’ADN est
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assemblée avec chacun des tubes collecteurs fournis, et on ajoute jusqu'a 600uL du lysat clarifié
avec de I’éthanol sur la colonne puis, une centrifugation pendant 1min a vitesse maximale
(12000 tours/min) est effectuée. Apres, le précipitant est jeté et cette étape est répétée jusqu’a
3 fois pour récupérer le maximum de quantité d’ADN. Ensuite 400uL de la solution de lavage
(Wash Buffer)est ajoutée sur la colonne, et centrifugée pendant 1min a vitesse maximale. Aprés
cela, le précipitant est jeté. Cette étape est répétée aussi 3 fois pour assurer un meilleur lavage

de la molécule d’ADN et de la solubilisation de toutes les impuretés indésirables.

La colonne (qui contient le surnageant) est placée dans un nouveau tube eppendorf, et
20 pL dela solution d’élution (Elution Buffer B) est ajoutée. Une centrifugation pendant 1min
a vitesse maximale est réalisee. Puis, 20uL de la solution d’élution est encore ajoutée suivi
d’une 2¢Me centrifugation pendant 1 min a vitesse maximale et la 3¢Me centrifugation est lancée
directement sans rien ajouter juste pour récupérer une maximum quantité d’ADN. A la fin, le
culot est récupére dans le tube et les colonnes sont jetées. Les tubes qui contiennent de ’ADN

pur-seront bien fermés prét au stockage a -20° apres avoir ajouté 20uL de TE (Tris-EDTA).

La figure. 8 une illustration qui résumé toutes les étapes d’extraction et purification d’ADN
par la méthode « GenElute FFPE DNA Purification Kit » .
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Procédure de purification d’ADN par par la méthode
« GenElute FFPE DNA Purification kit »

Tissus FFPE

DU Déparaffinage avec le xyléne
Lavage avec I’éthanol

L’ajout de solution de lyse « Digestion Buffer
A, Proteinase K, RNase. Incubation

1 L’ajout de Buffer RL, L’éthanol

i; Récupération d’ADN
Rotation %

T:; Lavage d’ADN
Rotation %

i_ Elution d’ADN
Rotation | %

L’ADN purifié

Figure. 8 : Procédure de purification d’ADN en utilisant le kit commercialis¢ « GenElute
FFPE DNA purification kit » (Sigma-Aldrich, 2015).
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1.4.3 Controle de qualité de PADN par spectrométrie
< Objectif

Le dosage d’ADN par la spectrométrie a pour but de mesurer I’absorbance (ou densité
optique) a une longueur d'onde 260nm pour I’ADN et 280nm pour les protéines. Cette méthode
permet d’analyser et quantifier la pureté de I’ADN aprés sa purification fournissant ainsi une

analyse guantitative (Denis et al., 2018).
% Principe

Etablir le rapport de la mesure de I’absorbance d’ADN aux longueurs d’ondes de 260 et
280nm, comme indicateur de pureté (Ben Larbi et al., 2014).

% Mode opératoire

Les tubes contenant ’ADN ont été dilués au 1/100 pour permettre une bonne lecture.
Ensuite le spectrométre a été calibré en utilisant un blanc (cuve d’eau ultra pure). Enfin, les
échantillons ont été transférés dans la cuve en quartz pour la mesure. Les lectures étaient

effectuées simultanément a 260 et 280nm pour évaluer la pureté de I’ADN.
1.4.4 Amplification de PADN cible par PCR
% Objectif
L’amplification par PCR permet d’obtenir d’importantes quantités d’un fragment ou un

tres grand nombre de copies d'une séquence d'ADN choisie et de longueur définie pour
’analyse (Jaton et Greub, 2007).

% Principe

La PCR est une technique d'amplification d'’ADN Invitro. Cette technique comporte de
nombreux cycles dont chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes : une denaturation de
I'ADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le composent, une hybridation des amorces
aux extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace a l'action d'une ADN
polymérase. Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication
exponentielle de la séquence d'ADN cible (Gil, 2007).

% Mode opératoire

L’amplification par PCR a été réalisée dans un volume réactionnel de 25 pL détaillé

dans le tableau ci-dessous (Tableau. 4) :
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Tableau. 4 : Composition de mélange réactionnel

Composant Concentration Volume (ul)
10X Taq buffer 1X 25

2,5 Mm dNTPs 200 uM 2

Amorce F 0,25 pM 0,625
Amorce B 0,25 pM 0,625

Taq polvmerase 250U 0.5

H:0 ultrapure - 17.75

ADN - 1

Un témoin positif ainsi qu’un témoin négatif dépourvu d’ADN (contenant de I’H20 ultra
pure) sont nécessaires a chaque amplification, afin d’éliminer la possibilité des faux négatifs

et des faux positifs d0 & une contamination lors de la préparation du mélange réactionnel.

La technique PCR se réalise par le biais d'un appareil programmable appelé
un « thermocycleur » dans lequel sont placés les microtubes contenant le mélange réactionnel.
Cet appareil permet le contréle du changement de températures a différentes étapes de la

réaction.

Le programme d’amplification de PCR pour la détectiond ’HPV en utilisant les amorces

(MY09/11) (Tableau. 5) a été réalisé comme suite :
» PCR MY09/11

e Pré-dénaturation a 95°C pendant 15 min
e 40 cyclesde:
Dénaturation a 95°C pendant 30 s,
Hybridation a 53°C pendant 45 s,
Extension a 72°C pendant 1 min,

e Post-extension a 72°C pendant 5 min.
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Figure. 9 : le programme de thermocycleur pour le test (HPV).

La deuxiéme PCR pour la détection d’EBV en utilisant I’amorce LMP1 (Tableau. 5) a été

réalisée comme suite :
> PCR LMP1 D’EBV

e Pré-dénaturation a 94°C pendant 5 min.
e Post-extension a 72°C pendant 10 min.
e 35cycles:
Dénaturation a 94°C pendant 30 s.
Hybridation & 55°C pendant 1 min.
Extension a 72°C pendant 3 min.
Post-extension a 72°C pendant 5 min.

Tableau. 5: les amorces utilisées en PCR des deux virus d’HPV et d’EBV.

Taille des | Gene

Virus Amoreces utilisées ) iblé
amplicons | CIble

) ) MY09: 5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3'
Papillomavirus 450 pdb L1
MY11l: 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3.

) LMP1 F: 5> AATAGACAGCCCAGTTGAAAZ
Epstein-Bar 509 pdb LMP1

LMP1 R: 5 GCAGTGCCATATCTGACGTG 3'
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1.4.1 Analyse par électrophorése sur gel d’agarose 1,5%
% Objectif

L’objectif principal de cette technique est de séparer, identifier et isoler les molécules
d’ADN en fonction de leur taille (analyse qualitative) (Senicourt, 2016).

R

% Principe

L'électrophorése (EP) est une méthode d'analyse qui repose sur le fait que des particules
chargées électriquement se déplacent lorsqu'elles sont soumises a l'action d'un champ
électrique. Elle permet donc de séparer les molécules chargées telles que (’ADN, ’ARN et les
protéines contenues dans un mélange en fonction de leurs caracteristiques physico-chimiques
propres (point isoélectrique, mobilité électrophorétique, taille, masse) et des caractéristiques du
milieu dans lequel se déroule la séparation (solide ou liquide, pH, force ionique,

électroendosmose) (Cellier, 2018).
% Mode opératoire

Le TAE (qui est un tampon de migration utilisé en électrophorése, composé de Tris,
acide acétique et EDTA) est préparé a 1X a partir de la solution mére TAE 5X concentré.
L’agarose utilisé est a 1,5%, pour le préparer ; 1,5 g d’agarose est pesé et dissoute dans 100ml
de tampon TAE (1X). Puis, la solution est mise au four a micro-ondes pour dissoudre 1’agarose
en surveillant afin d’éviter les projections, avec une agitation de temps a autre pour
homogénéiser le mélange. Ensuite le BET (Bromure d’éthidium) qui est utilisé comme
marqueur non radioactif pour identifier et visualiser les bandes d’acides nucléiques sous UV
est ajouté le gel d’agarose. Le peigne est positionné a 1 mm du fond et & environ 1 cm de
Iextrémité du support, ensuite le gel est coulé lentement a 5mm d'épaisseur en veillant a ce
qu’il entoure bien les dents du peigne et en évitant toute formation de bulles d’air. Aprés cela,
le gel est laissé refroidir pour se solidifier, le peigne est enlevé délicatement. Le gel est prét

pour le dép6t des échantillons.
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Figure. 10 : La préparation de gel d’agarose.

Le plateau de moulage est positionné au niveau de la cuve a électrophorése et les puits
du coté de la cathode. Ensuite, remplir la cuve de tampon TAE 1X pour qu’il couvre
complétement le gel. S5yl de I’échantillon est mélangé avec 5uL de tampon de charge coloré
« Loading Buffer » qui va permettre d’alourdir et de suivre visuellement la migration. Un
marqueur de taille (100pb) est aussi déposé dans le puits afin d’estimer la taille des bandes
d’ADN. Enfin, fermer la cuve et brancher les électrodes. Choisir le voltage a 90 et laisser migrer
pendant 30 min.
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I1. Résultats
1. Résultat d’extraction d’ADN par la méthode GenElute

L’extraction d’ADN par la méthode de kit GenElutenous a permis de bien purifier notre

molécule de toute autre impureté et d’avoir une petite méduse d’ADN.
2. Résultat de contréle de qualité de PADN par spectrométrie

La révélation d’une bonne qualité d’ADN prouve que la molécule est pure et qu’elle a
été efficacement extraite dans tous les échantillons, car le ratio 260nm/280nm était compris

entre 1,8 et 2 pour tous les prélévements.
3. Résultat de ’analyse par électrophorése sur gel d’agarose

L’analyse des bandes d’ADN des deux virus par électrophorése sur gel d’agarose
indique que tous les échantillons (10 adénocarcinomes colorectaux) étaient negatifs aussi bien
pour TADN d’HPV (Figure. 11) que ’ADN d’EBV (Figure. 12)

E5 E4 E3 E2 El C- C+ M

450 pdb

Figure. 11 : L’observation des bandes d’ADN sous-UV des amorces de (MY 11/09) d’HPV
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509 pdb

Figure. 12 : L’observation des bandes d’ADN sous-UV des amorces (LMP1 F/R) de 'EBV

M : Marqueur de poids moléculaire  C- : Contrdle négative C+ : Controle positive
E : Echantillon
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I11. Discussion

Le cancer colorectal est I'une des tumeurs malignes les plus courantes au monde et
provoque environ 1 000 000 de déces par an (Rawla et al., 2019). L’incidence de ce cancer
augmente chaque année en Algérie, L'analyse du profil épidémiologique a révélé que le CCR
est le troisieme cancer le plus fréquent dans notre région (Tlemcen), apres le cancer du sein et
de la thyroide chez les femmes (taux d'incidence de 10,7 pour 100 000 habitants) et apres le
cancer de la vessie et de la prostate chez les hommes (taux d'incidence de 14,3 pour 100 000
habitants) (Behar et al., 2020).

Le CCR est une maladie complexe et multifactorielle qui est fortement influencée par
plusieurs facteurs notamment des facteurs viraux tels que les papillomavirus humains et les
virus d'Epstein-Barr (Gupta et al., 2020). Les infections virales par ces deux virus déclenchent
une activité oncogénique ce qui peut conduire a I’initiation et a la progression de cancer

colorectal (Fernandes et al., 2020).

Plusieurs études récentes ont mis en évidence la présence des HPV-HR dans les cancers
colorectaux, elle est d’environ 40-84% (Lorenzon et al., 2011) ; (Damin et al., 2013). Dans
notre étude aucune positivité de 'ADN d’HPV n’a été trouvée dans les tissus colorectaux
tumoraux, ce qui est en accord avec I’étude de Taherian et al. (2014) ou’ADN d’HPV n’a été
identifié dans aucun des échantillons. De méme avec d'autres études réalisées en Espagne et en
USA (Gornick et al., 2010), en Turquie (Yavuzer et al., 2011), en Iran (Fernandes et al.,
2020) et au Portugal (Martins et al., 2020), qui ont rapporté l'absence d'identificationde ' ADN

du HPV dans tous les échantillons examinés.

En revanche, y’a plusieurs études qui ont été faite avec une détection d’HPV positive.
La plus faible fréquence de prévalence du HPV (~1 %) dans les échantillons de CCR a été
signalée en Arabie Saoudite (Salepci et al., 2009). Dans la région du Moyen-Orient (ME) tels
que la Syrie, I'lran et Liban, une prévalence de 37 % (Malki et al., 2020), 38 % (Al-Antary et
al., 2017) et 64 % (Nagi et al., 2021) a été rapportée respectivement.

Selon une étude menée aux Etats-Unis, la fréquence était de 51% (Jarzynski et al.,
2017) , en Argentine (74 %) (Pérez et al., 2005). La positivite HPV la plus élevée rapportée
dans le CCR aété détectéeen Turquie (81,2 %) (Buyru et al., 2006) et en Brésil (83 %) (Damin
et al., 2007).
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Selon Bucchi et al., (2016), la prévalence globale du HPV varie selon les continents du
monde. En Amérique du Sud et en Asie, elle se situe entre 32 % et 45 %. En revanche, en

Amérique du Nord, en Europe, en Australie et en Afrique, elle est de 3 % ou moins.

Concernent ’EBV, plusieurs recherches ont montré clairement que cet oncovirus est
présent dans environs 20-52% des cancers colorectaux (Bedri et al., 2019). Notre étude a révélé
une absence totale de I'EBV. Des constatations similaires ont été faites au Soudan (Buyru et
al., 2006), en Iran (Mehrabani et al., 2016), en Italie (Fiorina et al., 2014) ainsi qu’en
Tchécoslovaquie (Boguszakova et al., 1988) ou des rapports ont rapporté l'absence de

corrélation significative entre le développement d”’EBV et le CCR.

Par ailleurs, d’autres études ont trouvé une corrélation entre 'EBV et le CCR. D’apres
I’étude de Sarvari et al. (2018) 'ADN de I'EBV a été détecté dans 19% des cas testés en
Pologne. 20% en Irak (Karpinski et al., 2011), des fréquences de 21% et 25% ont été trouvé
en Amerique duNord (Salyakina et Tsinoremas, 2013) et en Bosnie (Oleynikova et al., 2021)
respectivement. La prévalence d’EBV chez la population chinoise a été de 32,2% (Habib,
2010). Tafvizi et al. (2015) ont signalé un taux de 38% des cas positifs chez la population
Iranienne. Un taux de 46% a été rapporté en Chili (Sole et al., 2015).

Il est a noté que beaucoup de travaux scientifiques ont cherché la coprésence de ces
deux virus dans les tissus tumoraux. Selon 1’étude de Gupta et al. (2020) menée au Qatar dans
des population de diverses nationalités résidant au Qatar ; principalement du Qatar, d'Egypte,
de Syrie, de Jordanie, du Pakistan et d'Inde ; a révélé la coprésence des HPV-HR et de 'EBV
de 40,4 %. Et celle de Nagi et al. (2021) qui ont signalé la coprésence d’HPV et d’EBV dans
28 % des cas au Liban. Contrairement, a I’étude réalisée par Malki et al. (2020) ou les cancers
colorectaux n’étaient associés a aucun de ces facteurs viraux en Syrie, ce qui est en accord avec

notre étude.

Il convient de noter que plusieurs facteurs peuvent influencer les résultats de notre étude.
L'une de ces considérations concerne éventuellement la taille de I'échantillonnage étudié. Dans
notre cas, le fait d'avoir testé seulement dix échantillons n'est peut-étre pas suffisant pour
prendre en compte toute la variabilité potentielle de la présence d'’ADN viral dans I'ensemble

de la population étudiée

Par ailleurs, la méthode d’échantillonnage et de conservation utilisée peut également
avoir un impact sur les résultats ou les tissus frais ou congelés sont généralement mieux

preservés, ce qui facilite la détection de 'ADN viral. En revanche, les tissus fixés au formol
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peuvent entrainer une dégradation de I'ADN viral, ce qui peut affecter les résultats de détection
(Mendy et al., 2013).

En outre, il est important de souligner que la méthode de détection utilisée peut jouer un
role important. Des techniques telles que la PCR, I''HC, Southern blot ou I'hybridation
moléculaire peuvent présenter des sensibilités variables et peuvent conduire a des résultats
divergents [(Chan et al., 2001) ; (Qi et al., 2013) ; (Awan et al., 2017)]. Par conséquent,
l'utilisation de multiples méthodes de détection et la confirmation des résultats par des

approches complémentaires peuvent renforcer la fiabilité des résultats (Nagi et al., 2021).

D’autres part, le choix des amorces peut jouer un rdle crucial dans la détection d’ADN
viral (Douvier et Salac, 2004). Etant donné que les échantillons utilisés dans cette étude étaient
inclus en paraffine, entrainer une degradation de notre ADN, d’ou I’importance de choisir des
amorces amplifiant des régions plus petites. Ce qui été constaté par les doctorants de la méme
équipe qui ont pu obtenir des résultats positifs en changeant les amorces. Les amorces
alternatives ont probablement été mieux adaptées pour cibler spécifiquement la région d'intérét,

ce qui a conduit a des résultats positifs.
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Conclusion et perspectives

La préoccupation mondiale s'accroit face aux cancers qui sont associés a des virus
oncogeénes. Ces types de cancers posent un défi majeur pour la santé publique a I'échelle
mondiale notamment le cancer colorectal qui est I'une desformes les plus répandues, nécessitant
des mesures décisives pour sa prévention, son diagnostic et son traitement. Parmi les virus
oncogenes les plus fréqguemment associés aux cancers, les virus HPV et EBV jouent un réle
important. Ils ont la capacité de perturber le fonctionnement normal de la cellule, ce qui peut
entrainer leur transformation néoplasique, a la prolifération cellulaire et a la progression

tumorale. Ces oncovirus contribuant a environ 10 & 15 % de toutes les tumeurs malignes.

A l’issue de cette étude, aucune présence d'ADN du virus HPV et EBV n'a été détectée
dans les 10 échantillons testés par PCR. Cependant, les résultats obtenus ne permettent pas de
suggérer que I'HPV et I'EBV ne jouent pas un réle dans le cancer colorectal, car ces résultats
peuvent étre influencés par divers facteurs, notamment la taille de I’échantillonnage, les
caractéristiques des tissus (frais ou paraffinés), les techniques de détection utilisées et la

population étudiée.

Une approche rigoureuse et une considération attentive de ces facteurs contribueront a
une meilleure compréhension des résultats de I'étude et a des conclusions plus solides. Il est
donc important de poursuivre les recherches dans ce domaine pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents et l'implication éventuelle de ces agents viraux dans le cancer

colorectal. 1l serait intéressant :

e D’augmenter le nombre d’échantillonnage dans les futures recherches afin d’obtenir
des résultats interprétables.

e Dr’utiliser les tissus frais ou congelés, sont les plus propices a la préservation de
I'ADN viral, ce qui facilite sa détection.

e D’utiliser d’autres techniques moléculaires de détections d’ADN.

e Desélectionner soigneusement les amorces utilisées en choisissant les plus adaptées

afin de pouvoir cibler spécifiguement les séquences d’ADN.

En attendant, I'utilisation de vaccins disponibles et en développement contre 'EBV et
les HPV peuvent étre une stratégie préventive efficace contre les infections virales, ce qui va

offrir une opportuniteé de réduire et de prévenir les cancers qui y sont associés.
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