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Résumé

L'évolution récente de la recherche en oncologie a été marquée par un intérét grandissant
pour les éventuelles associations entre les infections virales et le développement des cancers.
Parmi les virus étudiés dans ce contexte, on retrouve le Cytomégalovirus Humain (HCMV), un
herpesvirus trés répandu dans la population mondiale. Principalement connu pour les graves
complications qu’il induit chez les patients immunodéprimés et les femmes enceintes, il suscite
actuellement un vif intérét pour sa potentielle association avec le développement de malignités
ainsi que son éventuelle utilisation dans le cadre de la thérapie ciblée. Durant cette recherche,
nous nous sommes fixés pour objectif d'explorer en profondeur la présence du HCMV au sein
de biopsies tumorales provenant d’une cohorte de patients atteints de tumeurs cérébrales ou

colorectales dont les caractéristiques cliniques et moléculaires ont été définies et analysées.

Cette étude s'est appuyée sur une approche moléculaire basée sur la réaction en chaine
par polymérase (PCR), visant a détecter le génome viral et a évaluer son potentiel réle dans le
développement tumoral. En dépit de la sensibilité des techniques que nous avons utilisées, la
totalité des échantillons que nous avons testés étaient négatifs pour 1’infection 8 HCMV. Bien
que nos résultats ne plaident pas en faveur d’un role majeur pour ce virus dans la pathogenése
des cancers étudiés, ils soulignent I'importance d'une méthodologie rigoureuse et consensuelle
dans l'exploration des relations complexes qui sous-tendent I’infection par le HCMV et le

développement de pathologies cancéreuses.

Mots clés

Cytomégalovirus, tumeurs cérébrales, tumeurs colorectales, oncogenése, Herpesvirus,
biologie moléculaire, biopsies tumorales, infection.
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Abstract

Recent developments in oncology research have been marked by a growing interest in
the possible association between viral infections and the development of cancers. Among the
viruses studied in this context, we find Human Cytomegalovirus (HCMV) a widespread
herpesvirus that is mainly known for the serious complications it induces in
immunocompromised patients and pregnant women. It is currently arousing a huge interest for
its potential association with the development of malignancies as well as its possible use in the
context of targeted therapy. During this research we set the objective of exploring in depth the
presence of HCMYV in tumor biopsies from a cohort of patients with brain or colorectal tumors
whose clinical and molecular characteristics have been defined and analyzed. This study relied
on a molecular approach based on the polymerase chain reaction (PCR), aimed at detecting the
viral genome and evaluating its potential role in tumor development. Despite the sensitivity of

the techniques we used, the totality of the samples we tested were negative for HCMYV infection.

Our results do not argue in favor of a major role for this virus in the pathogenesis of the
cancers studied. However, our findings highlight the importance of a rigorous and consensual
methodology in the exploration of the complex relationships underlying the infection by

HCMV and the development of malignancies.
Keywords

Cytomegalovirus, brain tumors, colorectal tumors, oncogenesis, Herpesvirus, molecular

biology, tumor biopsies, infection.
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Introduction

Introduction

Le cancer représente I'une des pathologies les plus complexes affectant la santé
humaine. En forte progression dans le monde, il représente I'une des principales causes de
mortalité a 1’échelle mondiale. En effet, I’organisation mondiale de la sant¢é OMS a enregistre
plus de 19 millions de cas et pres de 10 millions de déces liés au cancer en 2020. Ces alarmantes
statistiques inscrivent ainsi les pathologies cancéreuses au coeur des priorités de la recherche

médicale contemporaine (GLOBOCAN2020).

La recherche fondamentale en oncologie se concentre principalement sur I'élucidation
des mécanismes complexes régissant I'interaction entre la prédisposition genétique, les facteurs
environnementaux et leurs processus cellulaires sous-jacents. Ces connaissances plus
approfondies permettront d’identifier les dysfonctionnements qui sont a l’origine de la
transformation néoplasique et de mettre au point des thérapies ciblés plus efficaces et moins

invasives que les thérapies conventionnelles actuelles [1].

Parmi les différents facteurs étudiés pour leurs roles dans le développement et la
progression du cancer, les virus apparaissent comme des contributeurs importants, responsables
d’approximativement 18% des cancers humains. Les infections avec ces virus oncogenes
favorisent I’apparition des tumeurs selon des mécanismes divers faisant intervenir des facteurs
endogénes et exogeénes qui font I’objet de nombreuses études a I’intersection entre la virologie
et ’oncologie [2]. L'un des virus qui suscite actuellement une attention considérable en raison
de son potentiel role dans I’oncogenése est le Cytomégalovirus humain ou HCMV [3].

Ce membre de la famille des Herpesviridae, est un agent pathogene répandu, pouvant établir
des infections chroniques chez 1’hote infecté. En outre, il serait doté de propriétés virales lui
permettant non seulement d’échapper a la surveillance immunitaire mais aussi d’altérer
plusieurs voies cellulaires impliquées dans I’initiation et ou la progression tumorale. Toutefois,
le HCMV n’est pas considéré comme un virus oncogene et sa probable association avec le

développement tumoral fait toujours débat au sein de la communauté scientifique [4-6].

Une comprehension plus fine des intrications complexes entre les infections virales,
notamment l'infection par le HCMV, et la progression des tumeurs malignes pourrait
éventuellement conduire a 1’élaboration de vaccins thérapeutiques visant a améliorer le
pronostic des patients. De plus, elle pourrait faciliter la mise au point de vaccins préventifs pour
contrer le développement de ces cancers viro-induits [7]. Dans ce contexte, 1’objectif principal

de ce travail de thése vise a explorer de maniere approfondie la potentielle association entre
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I'infection & cytomégalovirus et la pathogenése du cancer a travers 1’étude de deux pathologies

malignes ; a savoir, le cancer colorectal et les tumeurs cérébrales.

Ce manuscrit de thése est structuré en deux principales parties. La premiére est
consacrée a une revue approfondie de la littérature, elle comporte deux chapitres ; dans le
premier nous détaillerons les connaissances actuelles sur le HCMV et sa physiopathologie, dans
le second nous définirons la pathologie cancéreuse puis nous retracerons 1’histoire naturelle des
cancers étudiés et leurs principales caractéristiques.

Dans la deuxiéme partie scindée en deux chapitres, nous décrirons la méthodologie que nous
avons adoptée, puis nous présenterons les résultats de nos investigations que nous analyserons
a la lumiere des connaissances actuelles. Enfin nous conclurons ce travail en présentant les

différentes perspectives de recherche liée a cette thématique.
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Chapitre 1 Cytomégalovirus humain (HCMYV)

1. Geénéralités sur le HCMV

Le Cytomeégalovirus (CMV) est un herpesvirus appartenant a la sous-famille des béta-
herpesvirinae. Il est retrouvé chez de nombreuses espéces incluant I’homme, les primates non-
humains et les rongeurs. Les virus infectant ces différents organismes ont des genes en commun
mais comportent aussi des geénes qui sont spécifiques de I’héte infecté [8]. Nous nous
intéresserons dans ce travail uniquement a I’infection par le cytomégalovirus humain (HCMV)

ou Human Herpesvirus 5 (HHV-5).

1.1 La famille des Herpesviridae

Les Herpesvirus sont une large famille de virus a ADN (acide désoxyribonucléique) doubles
brins. Plus de 150 virus individuels ont été décrits. Tres répandues, ils ont été identifiés a partir
d’un large spectre d’espéces hotes de vertébrés et d'invertébrés. Cette large distribution des
herpesvirus, associée a un taux d'infection élevé mais généralement asymptomatique chez
I’hote naturel ainsi que leur capacité a induire des infections latentes suggérent une coévolution

et une adaptation pendant plusieurs millions d’années avec leurs hotes [9].

Structure générale et propriétés biologiques

Le virion des herpesvirus mesure entre 150 et 200 nm de diamétre, il contient un ADN linéaire
double brins empaqueté dans une capside de structure icosaédrique allant de 115 a 130 nm de
diamétre. La capside est entourée par une couche protéique appelée le Tégument. Ce dernier
est enveloppé par une bicouche lipidique provenant des organismes hétes et comprenant des
glycoprotéines virales. Cette derniere est mise en cause dans leur vulnérabilité vis-a-vis des pH

acides, la dessiccation, les détergents et les solvants [9] (figure 1).

Figure 1 : Morphologie des virions herpétiques[8].

Les photographies par microscope montrent plusieurs virions de différents virus de I'herpés, illustrant

l'aspect "ceuf au plat" de la capside icosaédrique entourée par l'enveloppe.
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La caractéristique principale des tous les Herpesviridae est leur capacité a établir une infection
latente a I’intérieur de tissus spécifiques conduisant a une infection persistante. Ceci est

notamment di aux différents mécanismes d’€vasion au systéme immunitaire de 1’hote.

Taxonomie virale

La famille Herpesviridae, appartenant a 1I’ordre Herpesvirale et comprenant les virus infectant
les humains est subdivisée selon des critéres biologiques et génétiques en 3 sous-familles :
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae.

Il existe neuf virus pouvant infecter I’homme : Herpes Simplex virus types 1 et 2 (HSV-1 et-
2), Varicelle-Zona virus (VZV), Epstein-Barr virus (EBV), Cytomegalovirus (CMV),
Herpesvirus 6 humain (HHV-6, variants A et B), Herpesvirus 7 humain (HHV-7) et le virus
herpétique humain associé au sarcome de Kaposi (KSHV) [10] (tableau 1).

Tableau 1 : Les herpesvirus humains. Le tableau indique les différents herpesvirus pouvant

infecter ’'Homme ainsi que leurs principales caractéristiques [10].

Sous famille Espece  Termino Site(s) de Site de latence  Taille du
logie 'infection génome
officielle (KB)

Alphaherpesvirinae | HSV1 HHV1 Cellules épithéliales  Ganglion 152
trigéminal
HSV2 HHV2 Cellules épithéliales  Ganglions des 154
racines nerveuses
sacrées (S2-S5)
VZV HHV3 Cellules épithéliales  Ganglions de la 125
racine dorsale
Betaherpesvirinae HCMV HHV5 Monocytes, cellules  Monocytes, 230
endothéliales et progéniteurs
épithéliales CD34+
/ HHV6 Lymphocytes, Cellules souches 156
(A/B) monocytes, hematopoiétiques 1162
neurones de la moelle
0sseuse
/ HHV7 Lymphocytes Lymphocytes 153
cellules épithéliales  mémoires
KSHV HHVS8 Cellules B et Cellules B 138
cellules mémoires
endothéliales
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e Impact clinigue des virus herpétiques humains
Les infections causees par les différents herpesvirus humains sont généralement
asymptomatiques ou bénignes chez les individus pourvus d’une bonne santé. Toutefois, elles
peuvent avoir des conséquences importantes en termes de morbidité et de mortalité chez les
patients présentant un systeme immunitaire déficient qu’il soit génétique ou acquis. Par ailleurs,
plusieurs herpesvirus provoquent des infections congénitales (présentes a la naissance) ou des
infections périnatales (acquises au moment de la naissance) du nouveau-né, en particulier
lorsque la mére est infectée ou a une infection active pendant la grossesse (tableau 2). Bien que
certains virus de I'nerpes répondent bien a la chimiothérapie antivirale, la plupart d'entre eux

présentent encore des déefis non résolus pour le développement de vaccins [11].

Tableau 2 : Pathologies associés aux infections par les herpesvirus [11].

Herpesvirus Pathologies associées

HSV1ET HSV2 Herpes labial, herpés génital, kératites ou des
encéphalites.

VZV Varicelle chez ’enfant et du zona lors d’une
réactivation d’un virus latent chez 1’adulte.

EBV * Syndromes de mononucléose, carcinomes
nasopharyngés ou des lymphomes (lymphome de
Burkitt).

HCMV* Syndromes de mononucléose, rétinites, colites
etc.

HHVG6 AetB Roséole infantile, de rares cas d’infections

séveres telles que des méningoencéphalites,
hépatites aigues, myocardites.
HHV7 Roséole infantile.

KHSV * Sarcome de Kaposi, le lymphome primitif des
séreuses ainsi que de la maladie de Castleman
multicentrique.

* L’EBV et le KSHV sont considérés comme virus oncogenes par L’OMS, le potentiel

oncogénique du HCMYV est en cours d’évaluation.

1.2 Découverte du HCMV

Des 1881, de premiéres descriptions faites par trois scientifiques allemands, Ribbert, Jesionek
et Kiolemenoglou montraient de grandes cellules a inclusions nucléaires en il de hibou dans
divers organes tels que les poumons, le foie et les glandes salivaires. Néanmoins, ils ont attribué
ces anomalies histologiques a des infections protozoaires. La premiére indication que ces

cellules caractérisant la « maladie des inclusions cytomégaliques » pouvaient étre reliées a une

6
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infection virale par les herpesvirus est venue aprés I’observation des mémes -effets
cytopathologiques chez un homme infecté par le VZV et le HSV [12].

Des décennies plus tard, la microscopie est venue étayer ces suppositions avec la visualisation
d’une particule virale au sein de ces cellules a inclusions. En 1960, suite au développement des
techniques de culture cellulaire et la collaboration de trois équipes scientifiques. Weller et ses
collaborateurs isolent le virus et le désignent par le nom « cytomégalovirus » en raison de la
morphologie des cellules infectées [12]. Durant les années 70, la relation entre les lésions
cérébrales congeénitales et d'autres complications neurologiques sensorielles liées aux infections
in utero par le HCMV ont été établies. Suite a cela, I’émergence du SIDA (syndrome
d’immunodéficience acquise) et I’essor des interventions de transplantations et de greffes ont
mis l’accent sur ce virus et ont dévoilé son caractére d’agent opportuniste associé¢ a
I’immunosuppression [13]. L’avénement de nouvelles technologies de biologie moléculaire
telles que le clonage et le séquengage d’ADN marquera le commencement d’une nouvelle aire
de recherche pour le HCMV. Permettant a la fois une fine connaissance de la particule virale,
de la physiopathologie li¢e a I’infection mais aussi 1’utilisation de son génome comme vecteur

dans le génie génétique [13].

1.3 Structure de la particule virale
Le HCMV peut atteindre les 200 nm, il est considéré comme le plus grand et le plus complexe
des herpesvirus étudiés jusqu'a présent. 1l est constitué d’un : génome, une capside, un tégument

et une enveloppe (figure 2).

Enveloppe

tégument externe
tégument interne

__—tivop 5 de pp

protéine majeure (MCP)

" triplexes
J

A

Figure 2 : Structure de la particule virale du HCMYV. (Photo de Danny L. Wiedbrauk).
Al/schéma représentant la composition structurale du HCMV. B photographie par microscope optique
illustrant 1’aspect caractéristique en ceil de hibou constitué de virions néoformés et de lysosomes dans
une cellule infectée par le HCMV.
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1.3.1. Génome

Son génome est constitué d'une molécule d’ADN bicaténaire linéaire, comptant environ 235 kb.
Il se circularise dans le noyau de la cellule infectée lorsqu’il est libéré de la capside. Il est
organisé en deux segments uniques : d'une part un segment unique long UL (Unique Long),
correspondant a 85 % du génome et dautre part, un segment unique court US (Unique
Short). Le génome peut se circulariser grace a des séquences répétées inversées terminales les
TRL (terminal long repeat) et les TRS (terminal short repeat). A 'intersection de ces deux
segments se trouvent deux séquences internes, les IRL (long internal repeat) et les IRS (short
internal repeat) [14 -16] (figure 3).

Selon le consensus actuel, le génome du HCMV peut coder un minimum de 170 protéines, plus
4 génes codant pour de longs ARNs non-codants, deux origines de réplications ARN (ori Lyt)
ainsi que 23 miARNSs. La comparaison de génomes de différentes souches d’environ 230kb, a
révélé que seulement le tiers de ces protéines dont les genes sont localisés principalement dans
le domaine UL étaient communes avec les autres herpesvirus et sont indispensables a la
réplication virale. La grande majorité des protéines restantes seraient probablement impliquées
dans la pathogénése virale par divers processus comme le tropisme, la latence et la modulation
de laréponse immunitaire etc. La nomenclature des génes et des protéines associe la désignation
de la région codante (UL, US, TRL/IRL, TRS/IRS) et le cadre ouvert de lecture de facon
séquentielle. La protéine porte I’indication de sa nature : pp pour phosphoprotéine, gp pour

glycoprotéine [15].
1.3.2. Capside

La capside est composée de 162 capsomeéres (150 hexons et 12 pentons) et 320 triplexes, elle
présente une structure icosaédrique et mesure environ 100 nanometres de diametre. Les
principales protéines qui la constituent sont : la Protéine majeure de la Capside (MCP) formant
les capsomeres. La Protéine mineure de la Capside (mCP), permettant 1‘ancrage de I'ADN a la
capside. La Smallest Protéine de la Capside (SCP) indispensable a la réplication et la protéine
AP (UL 80) impliquée dans 1‘encapsidation de 1°ADN viral [14].

1.3.3. Tegument

Le tégument ou la matrice, est une structure amorphe qui entoure la capside et joue un réle a la

fois structural et immunomodulateur. Elle est constituée d’au moins 39 protéines dont la

fonction de la plupart demeure inconnue [14]. Les plus importantes sont pp65 (UL83), pp150
8
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(UL32), pp28 (UL99), pp71 (UL82), pUL47 et pUL48. En général, elles sont phosphorylées et
fortement immunogenes. Ces protéines présentent différentes activités allant du
conditionnement de la cellule hote et de 1’évasion immunitaire au début de I’infection jusqu’a
I’orchestration des derniers stages de I’assemblage du virion. Il est a noter que 1’analyse par
spectrométrie de masse a permis 1’identification de plus de 70 protéines humaines localisées
dans le tégument, ces protéines de la machinerie cellulaire incluraient entre autres des protéines
structurelles du cytosquelette (B- actine), des protéines impliquées dans la traduction, des
enzymes et des protéines facilitant le trafic et la progression cellulaire du virion ainsi que sa
réplication en présence d’inhibiteurs. En plus des protéines, on a retrouvé également des ARNSs

viraux et cellulaires qui permettent dés I’entrée du virus une expression des genes viraux [15].

(a)‘ “ _
~~~~~~ - -
0 ULias Us1 us34
h-::':--r::f—_
(o) __ -~ - T — —
“_,
— -
uL14as ULl USt. 1S3
~. -
.~ -
o
- -
’(’ -
) e ~~
e o> -~ - .
Urtas = uUsS3a us1
(d)”-—-—‘ > .. - )
- - - -
ULl uL1as us3a us1
Bl = B ro
Hl =S Hl Trs
- OrilytRep Sequence a

Figure 3 : Structure du génome [16]. Quatre isoformes équimolaires différentes du génome viral
peuvent apparaitre au cours de la réplication virale (a,b,c,d) selon I’orientation des segments UL et US.
UL unique long, US unique short, IRL inverted repeated long, IRS inverted repeated short, TRL
Terminal Repeated Longue, TRS terminal repeated short.

1.3.4. Enveloppe

L’enveloppe dérive des membranes internes cytoplasmiques et nucléaires. Elle est constituée
de polyamines, de lipides et de diverses glycoprotéines, dont les plus étudiées sont les
glycoprotéines gB, gH, gM/N, gL et gp48. Certaines contribuent a 1’attachement et 1’entrée du
virus, tandis que d’autres sont impliquées dans la maturation du virion et la modulation de la

réponse de la cellule héte. Ces glycoprotéines constituent les principaux antigénes contre

9
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lesquels 1’hote constitue une réponse immunitaire. Récemment on a suggéré que le tropisme
cellulaire dépend de la constitution de complexes glycoprotéiques trimérique ou pentamérique.
Par exemple, le complexe pentamérique gH : gL : pUL128 : pUL130 : pUL131A facilite
I’attachement et I’entrée dans les cellules épithéliales et endothéliales. Tandis que le trimere

protéique gH : gL : gO facilitent I’infection des fibroblastes [17].

Nb. Dans la cellule infectée, de nombreuses protéines codées par le génome viral mais non
assemblées dans la particule, sont présentes. Parmi celles-ci, se trouvent diverses enzymes

impliquées dans la réplication virale et des protéines participant a 1’échappement immunitaire.

1.4 Cycle virale réplicatif et latence

Le HCMV a un tropisme particulierement large lui permettant d’infecter des types cellulaires
trés variés comme les pneumocytes, les hépatocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales,
les stromales de la moelle osseuse, les monocytes/macrophages ou encore les cellules
dendritiques. Cependant, la réplication virale y est généralement bloquée et le cycle productif
ne s’effectue que dans les cellules différenciées et matures ; les cellules immatures telles que
les monocytes et les cellules dendritiques immatures contribuent a la dissémination du virus
dans I’organisme par voie hématogene.

La primo infection débute par une réplication dans I'épithélium muqueux. Par la suite, le virus
libére concomitamment aux particules virales des facteurs chimiotactiques aboutissant au
recrutement des cellules monocytaires de la lignée myéloide, ou il établit une infection latente,
et qui vont participer a la dissémination du virus vers d’autres organes. L'expression des genes
viraux dans ces cellules infectées de maniére latente est restreinte et nettement différente de
I'infection lytique [18].

1.4.1 Cycle réplicatif du HCMV

Dans les cellules permissives, le cycle réplicatif du HCMV se déroule en plusieurs étapes

classiques pour les virus herpétiques (figure 4).

¢+ Attachement et pénétration du virus dans la cellule héte :

Le mécanisme exact de I’entrée du HCMV n’est pas encore complétement élucidé. Néanmoins,
on sait que le contact initial avec la cellule s’établit via les protéoglycanes de type héparane
sulfate presents ubiquitairement dans les membranes plasmiques. Suite a cela, la fusion et
I’entree virale se font via des interactions specifiques entre les glycoprotéines majeures de
I’enveloppe, principalement les gB et gH et des récepteurs cellulaires tels que le récepteur alpha

du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRA) et le récepteur du facteur de

10
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croissance épidermique (EGFR). Délivrant ainsi la nucléocapside et les protéines du tégument
dans le cytoplasme. Le transport de la nucléocapside vers le noyau est facilité par le
réarrangement du cytosquelette cellulaire notamment les microtubules. L’aboutissement de
cette derniére au noyau concomitamment avec la modulation des voies de signalisations
cellulaires et I’organisation de la transcription génique par les protéines du tégument initient le

cycle lytique [18].

Transcription et Réplication

Les différents genes du virus sont exprimeés de facon séquentielle et contrélée tout au long du
cycle réplicatif qui se déroule en 48 a 72 heures. lls sont répartis en trois groupes présentant des
cinétiques d’expression et des fonctions différentes. Selon le moment de leur apparition apres
I’infection on retrouve les transcrits : précoces-immédiats (IE pour immediate early), précoces

(E pour early) et tardifs (L pour late).

- Les produits des genes IE régulent la synthése d’un nouveau lot de protéines virales et

activent I’expression des genes E.

- Les genes E codent pour des protéines enzymatiques qui sont impliquées dans la
réplication du génome. Certaines protéines précoces ont le potentiel de stimuler et de
déréguler le cycle cellulaire ainsi que de moduler le systeme immunitaire. Rappelant

ainsi les oncogénes codés par les oncovirus a ADN.
- Les produits des genes L vont principalement former la structure du virion et contréler

sa maturation. Certains polypeptides fabriqués tardivement sont glycosylés et insérés

dans les membranes de la cellule- hote [18].
Quant a la réplication virale, elle peut étre divisée en trois étapes :

1. Circularisation du génome par fusion des terminaisons linéaires simple brins.

2. Réplication de I’ADN en utilisant I’ADN circulaire comme modele formant de larges
concatémeres.

3. Maturation des concatémeres en génomes de la méme longueur empaquetés dans la

capside.

« Assemblage, maturation et bourgeonnement de la particule virale

Suite a la réplication et ’accumulation du génome viral au sein du noyau de la cellule, les

nucléocapsides se forment selon le mécanisme « Head full », puis migrent vers le cytosol par
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le bourgeonnement initié dans la membrane nucléaire interne puis remplacée par la fusion avec
la membrane externe, permettant la translocation de la nucléocapside dans le cytosol. Enfin,
au sein du cytoplasme, le compartiment d’assemblage, constitué¢ d’organelles modifi¢es de
I’héte, va permettre I’acquisition du tégument et de 1’enveloppe virale finale issue des vésicules
de golgi. Ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmique libérant ainsi les nouvelles
particules virales. Toutefois, la production de copies virales dépend du type cellulaire infecté
[19].

PENETRATION ;
DU CMV ;‘?qi;f“"
. SPEELigue CYTOPLASMNE __ —
4 4pSSk : Lt . —
@4 A4> anuexine I —
PoA Gié lun CMV { 4
v Z@Q iénome du : ;
~ (] NOYAU
N / EXPRESSION
Parencléaire ® [s,f,quﬁl-o.\m'l‘s
TRADUCTION Tres
DES MESSAGES précoces|Précoces | Tardifs [ﬂ
ARNm Trés v
: s e REPLICATION
Precoees, v Protéines TP Mo DU GENOME
¢-0-0- ﬂ Trés Précoces| Tardifs e
précoces
ARNm Précoces , —  —— — enrymes [(Génome ]
) —» Protéines P % 9.].1,\‘ de véplication.
Trés
u précoces Précoces| Tardifs
ARNm Tardifs T JKIATURATION E1
— . - . LIBERATION DES
S Protéines T - Protéines lardms—-"_;";'\hD VIRIONS
L ———
—_— @ - DAY
(@)=
P ,@vQ

Figure 4 : Cycle réplicatif du HCMV. Schéma illustrant les étapes du cycle réplicatif du virus
ainsi que I’expression séquentielle de son génome dans une cellule permissive[19].

1.4.2 Latence et réactivation

L’une des caractéristiques essentielles des virus herpétiques, et donc du HCMV, est leur
capacité a entrer en latence au sein de 1’organisme suite a une primo-infection. Les cellules
myéloides CD34+ dans la moelle osseuse et les progéniteurs hématopoiétiques constituent les
principaux réservoirs du HCMV latent. La latence n’est pas un état de dormance, ou
I’expression du génome viral est totalement supprimee, elle serait plutét une phase dynamique
caractérisée par I’expression de génes impliqués dans la perturbation des fonctions cellulaires
comme la survie et 1’évasion immunitaire. En parallele s’effectue la répression de la
transcription de génes associés au cycle lytique soit par des facteurs de répression ou par

mécanisme épigénétique, aboutissant a la répression des phases E et L et in fine a I’absence de
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production de nouvelles particules virales. Cette latence est maintenue grace a un équilibre entre
la pression exercée par le systéme immunitaire et les systémes d’évasion du virus.

Quant a la réactivation, elle dépendrait d'une combinaison de facteurs viraux et cellulaires
travaillant en synergie pour franchir le seuil de réactivation du virus dans ces cellules. Par
exemple elle peut résulter d’une inflammation dans le microenvironnement ou de 1’activation

ou la répression de certains génes cellulaires liés a la differenciation cellulaire [20].

1.5 Epidémiologie et transmission

Le HCMV est universellement répandu dans la population mondiale. L’infection évolue sur
un mode endémique. L’homme est le seul réservoir du virus et aucun animal de laboratoire
n’est sensible a ce virus. La transmission est ainsi uniquement interhumaine, elle s’effectue par
contact étroit avec des malades ou des personnes séropositives asymptomatiques excrétant du
virus dans les différents fluides corporels. Aprés une primo infection, I’excrétion virale dans
les urines est plus ou moins prolongée et peut s’étendre sur des mois voire des années. Ce fait
ajouté au mode asymptomatique de I’infection expliquerait pourquoi la propagation virale dans

la population mondiale est aussi importante [21].
1.5.1. Prévalence

La prévalence du virus est plus importante chez la femme que chez I’homme. Celle-ci
augmente avec 1’age mais est inversement corrélée au statut socio-économique de la population.
En effet, si en Europe et en Amérique du Nord, la séroprévalence chez la population adulte
varie entre 40% et 60 %, elle peut atteindre quasiment 100% dans les pays en voie de
développement tels que les pays d’Afrique et d’Asie du Sud-Est. De plus, 1’age de la primo-
infection est sensiblement plus bas dans les pays en voie de développement comparativement
aux pays développés (figure 5).

Malencontreusement, la séroprévalence en Algérie reste indéterminée car les études
épidémiologiques manquent. Cependant, un article-revue portant sur 1’infection au Moyen-

Orient et I’ Afrique du nord estime que la séroprévalence pourrait atteindre les 99.2 % [21].

1.5.2. Modes de transmissions du cytomégalovirus

Les données de surveillance sérologique démontrent que la séroprévalence suit une distribution
bimodale ; un pic de contamination au cours des premiéres années de vie (infection materno-

foetale et creches et cela concerne 10 a 25% des enfants) et le deuxieme au début de la vie
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sexuelle active. Ainsi, il en découle deux principales voies de transmission du cytomégalovirus,
soit la transmission verticale ou horizontale [22].

e La transmission verticale, représente la transmission du virus de la femme enceinte &
son feetus ou au nouveau-né par la transmission intra-utérine, lors de 1’accouchement
ou par I’allaitement.

e La transmission horizontale, est ’infection d’un individu naif par un individu infecté.
Elle peut se faire soit par contact direct (Ex : lors des rapports sexuels) ou avec des
objets récemment contaminés, la transmission du HCMV peut également survenir par
voie iatrogéne lors de la transplantation d’un organe dans lequel le virus est présent et

représente la virose opportuniste la plus fréquente apres transplantation.
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Figure 5 : Carte de la prévalence mondiale du HCMV chez les adultes [22].

1.6 Diagnostic et traitement

Les symptomes d’une infection a HCMV sont peu spécifiques (fievre, malaise, leucopeénie,
hépatite, pneumonie) et de nombreux autres agents infectieux peuvent en étre responsables.
Ainsi, les différentes methodes de détection au laboratoire sont indispensables pour
1’établissement et /ou la confirmation du diagnostic. Ces techniques permettent aussi le suivi et

1I’évaluation de la réponse aux thérapies antivirales adoptées [23].
1.6.1. Moyens de détection

En général on distingue deux types de méthodes de détection, celles recherchant le virus ou un

de ses constituants (ADN, ARN, Protéine) de celles ciblant les agents immunitaires spécifiques
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au HCMV [23]. Le choix de la méthode utilisée dépend du contexte et du but derriere la
pratique. Les méthodes les plus utilisées sont :

v’ Le test d’antigénémie pp65 qui est un test semi-quantitatif basé sur la détection par
immunofluorescence de I’antigéne viral pp65 a I’aide d’un anticorps monoclonal
spécifique dans le sang circulant.

v' La sérologie a HCMV qui vise a détecter les anticorps IgM et 1gG anti-HCMV
permettant de distinguer une primo-infection d’une infection secondaire.

v' La réaction en chaine par polymérisation (PCR) qualitative ou quantitative qui par sa
précision, mesurabilité et rapidité est la méthode de choix pour la détection du HCMV.

v D’autres approches sont également disponibles, telles que la microscopie électronique,

ou I’immunohistochimie.
1.6.2. Traitement et prévention

Le traitement des maladies 8 HCMV repose sur 1’utilisation d’agents antiviraux tels que le
ganciclovir (GCV) et le valganciclovir (VGCV). lIs sont principalement utilisés chez les
patients immunosupprimes vu que I’infection chez les sujets immunocompétents se résorbe
spontanément dans la plupart des cas. Le mode d’action de la majorité de ces agents est le
blocage de la réplication du génome viral en ciblant I’ADN polymérase virale. Toutefois,

’utilisation de ces derniers est limitée dans le temps de par leur toxicité.

Le meilleur moyen préventif contre la transmission du virus serait le développement d’un
vaccin. Il pourrait d’une part permettre de prévenir les transmissions virales congénitales et
d’autre part, il préviendrait le développement des maladies a HCMV chez les patients
transplantés limitant donc 1’utilisation d’antiviraux toxiques. De nombreuses stratégies sont en
cours d’évaluation comme 1’utilisation des vaccins vivants atténués, vaccins sous-unitaires,

vaccins & ADN ou avec un vecteur viral [24].

2. Physio-pathologies de I’infection a HCMV

Le HCMV est connu depuis longtemps, on a longuement associé le virus a
I’immunosuppression ou au contexte congénital. Cependant, le développement de nouvelles
techniques plus sensibles et la meilleure compréhension du cycle virale notamment sa latence
a permis de donner un regard nouveau sur la potentielle implication du HCMV dans d’autres
pathologies allant des plus bénignes jusqu’aux cancers [25]. De ce fait, I’idée que I’infection

par HCMV soit considérée comme bénigne est obsoléte et doit étre révisée.
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2.1 Manifestations cliniques de I’infection

Les manifestations cliniques de 1‘infection a HCMV varient selon 1‘état immunitaire du patient
infecté (immunocompétent : IC ; immuno- incompétent : Il ou infection congénitale). Les
récentes données s’appuyant sur le séquencage de différentes souches ont également mis en
lumiére le r6le de la souche virale dans la pathogénése ou le potentiel pathogénique du HCMV
était corrélé a la composition génétique de chaque souche [25].

o Chez I’II : On distingue plusieurs populations a risque : les patients transplantés
(greffes de la Moelle Osseuse ou d’organes solides), les patients dont I’immunité est
déficiente comme les sidéens et les cancéreux recevant une chimiothérapie
immunosuppressive. Les affections les plus rencontrées sont les : rétinites,
pneumopathies, les atteintes du systeme nerveux central et des colites a HCMV
caractérisées par des lésions (figure 6). Le risque de développer ces pathologies chez
ces patients est proportionnel a la charge virale dans la circulation sanguine ainsi qu’au
niveau d’immunosuppression du patient.

o Infection Congénitale : Elle est la principale cause d’embryo-foeto-pathie infectieuse,
responsable de plusieurs désordres symptomatiques significatifs. Elle représente la
premiére cause de malformations congénitales non géneétiques et de retards de
développement chez le nouveau-né et la premiere cause de surdité congénitale non
génétique. Notons que le statut sérologique de la mere ainsi que le stade de grossesse
au moment de I’infection impactent directement sur les conséquences et la gravité de
celle-ci.

o Chez I’IC : Les infections symptomatiques se caractérisent par des symptémes peu
specifiques tels que la fiévre, une myalgie, des malaises, des maux de téte ou un
syndrome mononucléosique. D’autres symptomes moins communs sont rapportés
comme la pharyngite, des adénopathies et une splénomégalie. De maniére plus rare,
des infections a HCMV sont associées a des complications plus séveéres telles que celles
observées chez des sujets immunosupprimés mais ces complications disparaissent
rapidement et sont généralement sans séquelles [25].

Toutefois, de nombreuses études actuelles suggerent que méme chez I’IC, l'infection
par le HCMV serait associée a un risque de maladies graves. En effet, plusieurs preuves
tendent a démontrer que le HCMV est un agent étiologique ou co-étiologique dans le
développement et / ou la gravité et la persistance de I'inflammation. Il pourrait ainsi

induire diverses maladies inflammatoires chroniques chez les immunocompétents tels
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que les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), la sénescence
immunitaire, les maladies cardiovasculaires et peut étre associé au développement de
certains types de tumeurs. Des recherches intensives sont actuellement menées pour

mieux comprendre les mécanismes de sa pathogenése virale [26].
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Figure 6 : Maladies a HCMV les plus fréquentes. La figure illustre les affections les plus
fréquemment retrouvées lors d’une infection 8 HCMV principalement chez I’immuno- incompétent

avec les différentes cytokines inflammatoires impliquées dans 1’induction de ces pathologies [27].

2.2 Immunobiologie du HCMV et mécanismes d’échappement

Le corps humain a élaboré une variété complexe de mécanismes de défense immunitaire qui
préviennent les infections virales et éliminent les cellules infectées par le virus. A leur tour, les
virus se sont adaptés en développant différentes stratégies pour échapper aux réponses
immunitaires. Nous évoquerons ci-dessous la coévolution entre le systéme immunitaire et les

différents mécanismes d’échappement du HCMV.
2.2.1 Systéme immunitaire anti HCMV chez I’'IC

L'aspect le plus frappant de I'immunobiologie du HCMV est I’ampleur de la réponse défensive
développée par I'h6te contre le virus engageant pleinement I'immunité humorale et cellulaire.
L’organisme élabore une défense immunitaire dynamique principalement a médiation
cellulaire, ciblant plusieurs genes d'évasion immunitaire codé par ce virus. Néanmoins, ce

dernier est incapable d’endiguer I’infection a HCMV et sa latence [5].

Lors de la primo-infection la premiére barriére est I‘immunité non spécifique, les cellules

reconnaissent via le récepteur TLR2 (Toll-like receptor) les glycoprotéines de surface du
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HCMV @B et gH et activent plusieurs voies dont l'activation de la transduction du signal
dépendante de NF-xB ( nuclear factor-Kappa B) aboutissant a la production des cytokines
inflammatoires, des interférons de type | (IFN) et des molécules co-stimulatrices qui sont
cruciales pour ralentir le pathogéne et ensuite amorcer une réponse immunitaire adaptative de
haute qualité. Parallelement, plusieurs études attestent de I'importance des cellules NK (Natural
killer) dans I’élimination et la protection contre le HCMV et la pléthore de mécanismes
d'évasion immunitaire codes par le HCMV pour empécher I'activation des cellules NK

indiquent leur importance dans la réponse innée[5].

Intervient ensuite la réponse humorale spécifique ; les immunoglobulines M (IgM) spécifiques
du HCMV peuvent étre détectés des 4 a 7 semaines aprés 1‘infection et ces anticorps persistent
ensuite pendant 16 a 20 semaines. Cette réponse humorale est principalement dirigée contre les
protéines virales les plus immunogénes comme la pUL83 (pp65) et la protéine UL44 protéine
accessoire de 1°ADN polymérase, qui est la cible principale des IgM synthétisées précocement
par 1‘hote infecté. Le role de la réponse humorale dans la protection contre 1‘infection a HCMV
est secondaire, permettant principalement de limiter la dissémination virale et contribuant
probablement @ minimiser les manifestations cliniques de la maladie. De ce fait, la présence

d‘anticorps neutralisants a titre élevé n‘empéche pas les réinfections ou les réactivations[28].

La réponse immunitaire a médiation cellulaire est quant a elle considérée comme le facteur
principal dans le contrdle de l‘infection a HCMV rendant les patients déficients plus exposés
aux complications liées a cette infection. En effet, les taux des lymphocytes T spécifiques au
HCMV chez les sujets sains sont beaucoup plus éleves que ceux observés pour les autres virus.
Les lymphocytes CD4+ et CD8+ jouent un réle important dans la protection immune aprés une
primo infection ou une réactivation aprés latence. Généralement, Les CD4+ commencent a
circuler le 7j suivant le pic de la réplication virale. Ces derniers reconnaissent diverses protéines
virales dont les glycoprotéines d‘enveloppe gB et gH, puis une fois le CD4+ activé, il produit
des cytokines (EXP IFN-y, TNF-0) qui activent la réponse cytotoxique CD8+ ou induit la
réponse anticorps par activation des lymphocytes B. Quant aux CD8+, ils expriment la perforine
et la granzyme B pouvant ainsi lyser les cellules infectées par le virus. Par ailleurs, des réponses
des lymphocytes T aux protéines associées a la latence ont été montrées, ce qui indique que les
cellules infectées de maniére latente pourraient également étre contrélé par les lymphocytes T
[28].
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2.2.2 Mécanismes d’échappement du HCMV

La relation entre le systeme immunitaire et le HCMV est trés complexe et la coexistence
millénaire du virus avec I’humain lui a permis de s’adapter. Le HCMV arrive non seulement a
échapper a I’immuno- surveillance par divers mécanismes mais il peut de surcroit détourner le
systéme immunitaire en s’appuyant sur les cellules immunitaires pour se propager et disséminer
[5].

Le HCMV a élabore des stratégies d’échappement a la réponse immunitaire en se dissimulant
ou en exercant une action antagoniste. Ainsi, il modifie le microenvironnement de la cellule
infectée pour générer un environnement tolérogene, notamment par la production de cytokines
anti-inflammatoires, de microARN ciblant des composants du systeme immunitaire et par
diverses protéines virales telles que : pUS28, pUL111 qui lui permettent in fine d’inhiber
I’activité cytotoxique des cellules NK et d’échapper aux protéines du complément [5].

Pour échapper a la reconnaissance par les cellules immunitaires, I‘expression des molécules de
classe | et Il du complexe majeur d‘histocompatibilité est inhibée par le virus suite a
I‘intervention en cascade de plusieurs produits géniques localisés dans les régions US2-US11
conduisant a la rétention puis a la dégradation de ces molécules. De ce fait, la fonction
immunologique des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) ; 1’activité phagocytaire et la
présentation des antigénes viraux est subvertie au profit de la dissémination (figure 7). La
diffusion du virus dans I‘organisme se fait essentiellement de cellule a cellule, ce qui permet au
virus d‘échapper a 1‘action des anticorps neutralisants. La fixation de la 32-microglobuline a la
surface des virions, en masquant les sites antigéniques, pourrait aussi jouer un role dans
1‘échappement a la réponse humorale [29].

D’autre part, L‘infection a HCMV induit une diminution de la prolifération lymphocytaire, une
inversion du rapport des lymphocytes T CD4+/CD8+ du fait d‘une augmentation du nombre de
lymphocytes CD8+. Le virus a également développé des moyens de défense contre I’activation
des voies apoptotiques extrinséques et intrinséques initiées par les lymphocytes T cytotoxiques.
Enfin, la complexité et le caractére crucial de la relation entre le HCMV et le systeme
immunitaire apparait essentiellement avec 1’interaction du virus avec la production de cytokines
(en particulier IL1B et TNFa), de chimiokines et des molécules d‘adhésion ICAM-1 et E-
selectine plaidant ainsi pour un réle du virus dans I’athérosclérose primaire, les manifestations

de rejet aigu et chronique, diverses maladies inflammatoires et méme certains cancers [27].
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Figure 7 : Modéle simplifié illustrant I'interaction entre les CPA et le HCMV [5]. Le virus
code pour une panoplie de protéines comme la famille US2-11, la pp65 et la vIL10 qui exercent plusieurs

fonctions aboutissant a 1’échappement immunitaire soit par dissimulation ou par action antagoniste.

3. HCMV ET CANCERS

La potentielle relation entre I'infection a HCMV et le cancer est débattue depuis des décennies.
Il est difficile de déterminer si le HCMYV peut étre considéré comme un agent causal de cancers,
car le mécanisme précis par lequel il pourrait contribuer a I'oncogenése est incertain et sujet a
controverse. Celle-ci, remonte a ’année 1970, quand Fred Rapp et al a déclaré que le HCMV
pouvait transformer les cellules embryonnaires humaines normales in vitro. Bien que les
lignées cellulaires transformées aient présenté une tumorigénicité accrue chez les souris nude,
I'expression d'antigenes spécifiques au HCMV dans les cellules transformées et les lignées
dérivées de tumeurs diminuaient avec I'augmentation des passages. Ultérieurement, d’autres
équipes ont demontre la capacité du virus a induire des mutations dans les genes critiques pour
la transformation maligne in vitro. Cependant, I'ADN viral n'a pas été détecté dans la plupart
des cellules transformées. Ces découvertes ont conduit a I’hypothése que le HCMV pouvait
contribuer a I'oncogenése par un mécanisme de « hit-and-run » [30].

Actuellement, les données sont toujours controversées et conflictuelles. D’une fagon générale,
elles stipulent que selon le type de cancer et/ou le modéle étudié, ce virus semble avoir soit des

propriétés oncogeniques lui faisant jouer un role de facteur initiateur du cancer, des propriétés
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oncomodulatrices permettant la progression tumorale ou, a l’opposé, des propriétés
antitumorales [30]. Ci-dessous nous exposerons une synthése des connaissances actuelles

portant sur le lien entre le HCMV et le développement tumoral.

3.1 R6le du HCMY dans P’initiation et/ou la progression tumorale

De nombreuses études actuelles basées sur des technologies sensibles ont mis en lumiére de
nombreux indicateurs reliant le HCMV aux cancers. Parmi les arguments présentés, on
retrouve la présence du HCMYV dans de nombreux cancers, I’expression de nombreux éléments
viraux (proteines et ARNS) pouvant potentiellement transformer diverses cellules in vitro, en

agissant comme facteur oncogénique et /ou oncomodulateur (tableau 3) [30].
3.1.1 Déetection du HCMYV dans les pathologies malignes

Il a été avancé que le HCMV serait associé a une variété de malignités. Des études séro-
épidémiologiques, moléculaires et histologiques basées sur la détection d'acides nucléiques
viraux et/ou d'antigenes dans les fluides et les tissus malins, menées par plusieurs groupes de
recherche indépendants, suggérent un role étiologique du HCMV dans le développement de

divers types de cancers [31].

De nombreux groupes de recherche, en utilisant des méthodes optimisées et sensibles telles que
I'nybridation in-situ, la PCR, la microscopie électronique, le séquencage d'/ADN et d'ARN,
I'immuno- marquage d'échantillons tissulaires, les analyses de cytométrie en flux de cellules
tumorales issues de résections chirurgicales, ont démontré une prévalence élevée de HCMV
dans divers cancers dont le cancer du cdlon, le sein, la prostate, le rhabdomyosarcome, le cancer
hépatocellulaire, tumeurs des glandes salivaires, les neuroblastomes et les tumeurs cérébrales.
La prévalence virale pouvait atteindre plus de 90 % dans ces tumeurs positives pour les
protéines du HCMV et/ou les acides nucléiques. En outre, des études ont rapporté la présence
du virus dans des cellules néoplasiques infiltrant les ganglions lymphatiques ainsi que dans des
cellules métastatiques [6]. Cette infection virale serait limitée aux cellules tumorales et a
certaines cellules inflammatoires et ne se propage pas aux cellules normales adjacentes et
pouvait étre corrélé selon la charge virale a un pronostic plus sombre [6]. Cependant, plusieurs
autres équipes n’ont pas réussi a détecter le HCMV dans leurs cohortes d’étude [31] [32]. Pour
justifier ces résultats discordants, les défenseurs d’un réle pro-tumoral pour le HCMV ont
suggeré que la détection du HCMV puisse varier avec le temps en raison de la vulnérabilité
croissante de I'ADN viral a la dégradation pendant le stockage de I'échantillon ou peut étre due

a la sensibilité de la technique [4].
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Tableau 3 : Principales protéines virales aux proprietés oncogéniques

Eléments viraux

Effets biologiques

Propriétés oncogéniques

pUL123 (IE1), pUL122
(IE2)

pUL97, pUL76, pULS2
(Pp71)

-Entrée en phase S

-Liaison et suppression de l'activité
de p53 et de Rb

- Dérégulation de I'expression de la
cycline E et Inhibition de I'apoptose
-Induction d'aberrations et de
cassures chromosomiques

- Induction de I’expression du géne
E2F et du TGF-béta

- Activation de la télomérase et de
la voie PI3K/Akt

-Prolifération cellulaire et
insensibilité aux signaux
antiprolifératifs - Immortalité

- Inflammation

- Amélioration de la survie
cellulaire

- Instabilité et mutation du génome
- Echappement a I’immunité

pUS28

-Induction de 1’expression du
VEGF

-Activation de plusieurs voies : IL-
6/JAK/STAT3, NF-kB,

-mobilité dépendante de RhoA

-Prolifération et croissance
Tumorale

-Amélioration de la survie
-Induction de la néo-angiogenese

pUL111A (vIL10)

-Activation de STAT3
-Production de cytokines
immunosuppressives

-Prolifération, migration et
métastases

-Activation de la télomérase
-Augmentation de la suppression
immunitaire

puUS2, pUL16, pULS83
(PP65)

-Inhibition de I'expression du CMH
de classe I,

-Rétention intracellulaire de
NKG2D

-Antagonise le récepteur activateur
NKp30

-Augmentation de la fréquence des
mutations

-Echappement a I’immunité
-Mutation génomique

pUL36 (VICA), pUL37x1
(VMIA)

-Inhibe l'activation et l'apoptose de
la caspase-8

- Inhibe l'apoptose médiée par les
mitochondries

-Amélioration de la survie

3.1.2 Bases moléculaires de la transformation et la progression tumorale par le HCMV

Les derniéres recherches estiment que le HCMV code pour plus de 750 protéines, ces derniéres

pourraient interférer avec plusieurs fonctions physiologiques dans les cellules infectées.

Beaucoup de ces produits géniques, en particulier ceux exprimés au début du cycle de vie du

HCMV, régulent les processus caractérisant le cancer ou « hallmarks of cancer ». Des
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expeériences inédites ont démontré la capacité d’une souche virale clinique, le HCMV-DB a
transformer des cellules épithéliales in vitro et qui est capable d’induire la formation d’une
tumeur in vivo. En ce sens, on rapporte également 'apparition de colonies sur un gel d’agarose
ensemencé avec des hépatocytes primaires humains infectés par le HCMV, ces derniéres
disparaissent suite a un traitement aux UV et au ganciclovir, prouvant ainsi une caractéristique
fondamentale de la carcinogenese qui est la prolifération indépendante de I’ancrage et
confirmant ainsi le potentiel oncogénique du virus. Il est intéressant de noter que similairement
a tous les oncovirus humains identifiés a ce jour, le HCMV peut induire la formation de cellules
cancereuses geantes polyploides (PGCC). Ces derniéres sont responsables de la formation de
métastases, de la résistance aux thérapies adjuvantes et de la récidive [33]. On rapporte aussi
que de facon semblable aux oncovirus, certaines souches de HCMV pourraient induire une
expansion des cellules souches cancéreuses (CSC) en provoquant simultanément une
dédifférenciation des cellules épithéliales et une transformation cellulaire [34].

Parmi les produits viraux qui ont un potentiel de transformation on retrouve notamment la IE1
et lapUS28. Cette derniere a la capacité suite a une expression stable, de transformer les cellules
3T3 in vitro ces cellules une fois injectée chez des souris induisent une croissance tumorale.
L'activation de l'axe IL6-JAK-STAT3 par la pUS28 pourrait étre I'un des mécanismes
impliqués dans le développement tumoral. Ce mécanisme de transformation est activé dans les
cellules de GBM et favoriserait la transformation des hépatocytes in vitro. En parallele, le
hcmvIL-10 codé par le géne UL111A, active également le STAT3 comme cela a été décrit dans
les cancers avec un sombre pronostic [3].

Quant a IE1 il favorise l'induction de facteurs de transcription qui sont cruciaux pour la
persistance des cellules souches cancéreuses et le développement tumoral [35] .

Il est intéressant de noter que ces protéines virales (tableau 3) vont non seulement inhiber
I’action des produits de génes suppresseurs de tumeurs tel que la p53 et Rb mais également
ciblent et activent de nombreux oncogénes qui sont retrouvés activés uniquement dans les
cellules infectées [35].

En outre, de récents travaux s’intéressant aux microARN codés par le HCMV, suggérent qu’ils
sont impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire. Le microARN non codant 2.7
se lie aux composants du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale et le stabilise pour
empécher I’apoptose des cellules infectées. Un autre ARN, le miR-UL112 entrave I'expression
de 'ARNmM de la chaine B liée au CMH de classe | (MICB) et inhibe ainsi I'activation des

cellules NK et des lymphocyte T, permettant I'évasion immunitaire des cellules infectées [36]
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[37]. L’ensemble de ces données sont en faveur d’un role direct du HMCV dans 1'oncogenése.
Cependant, il est important de souligner que la fonction de ces éléments viraux peut dépendre
du contexte interne des cellules tumorales et des propriétés du virus. A titre d’exemple le statut
de la p53 sauvage ou muté détermine 1’action des protéines virales sur 1’arrét ou la progression
du cycle respectivement. De ce fait, le virus joue un rdle paradoxal ou il bloque la croissance
dans les cellules non transformées et la favorise dans les cellules tumorales [30].

Similairement certains variants caractérisés par une variabilité génotypique et phénotypique
sont considérés comme des souches oncogéniques de haut risque. Ces derniers, par opposition
a d’autres souches associées a un risque moindre, seraient responsables des diverses actions

oncogéniques imputables au HCMV [34].
3.1.3 HCMV ET HALLMARKS

La concordance et la juxtaposition entre les potentiels actions des éléments (protéines/ ARNS)
du HCMV et les altérations cellulaires aboutissant au cancer représente un argument appuyant
son rdle dans le développement tumoral. En effet, il est désormais établi que le cancer est un
processus multi étapes pendant lesquelles les cellules vont acquérir un certain nombre de
caractéristiques connu sous le terme de « Hallmarks » (figure 8). Nous décrivons ci-dessous

I’effet de I’infection par HCMYV sur ces caractéristiques [38].

Maintien des signaux prolifératifs et immortalisation

Dans les cellules cancéreuses, la dérégulation des voies de signalisation se traduit par la capacité
des cellules cancéreuses a proliférer a l'infini. Des études ont démontré que le HCMV a
développé de multiples mécanismes pour assurer l'activation de MAPK dans les cellules
infectées. De plus, plusieurs protéines du HCMV notamment la protéine du tégument pp71, IE-
72, IE-86, et pUL97 sont impliquées dans la désactivation de la famille de protéines Rb et en
corolaire 1’entrée des cellules en phase S avec la collaboration de la pUL123 et la pUL122. En
paralléle, 1E-72 et IE-86 peuvent également interagir avec la p53 et déréguler des points de
contrdle du cycle cellulaire, rappelant ainsi le mécanisme d’action de certains oncovirus.
D’autres données ont montré que le HCMV stimule la transcription de hTERT et augmente
I'activite de la télomérase par UL123 maintenant de ce fait la division cellulaire [30].
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Figure 8 : HCMV et les caractéristiques fondamentales des cellules cancéreuses [30]. Cette
figure illustre 1’action des protéines HCMV (en vert) sur les différents effecteurs cellulaires (en noir)
aboutissant aux caractéristiques du cancer Hallmarks (en rouge). Les petites fleches noires décrivent la

régulation positives et négatives des cytokines et des protéines cellulaires.

Inhibition de I’apoptose et action pro-survie cellulaire
L’apoptose est un mécanisme essentiel pour le maintien de I'némostase tissulaire. Le HCMV,

inhibe I'apoptose par de multiples stratégies. Elles peuvent étre directes ou indirectes [38].

Stratégies directes :

- Via Les protéines IE-72 et IE-86 impliquées dans le blocage de
I'apoptose médiée par le TNF-a.

- |E-86 se lie a p53 et inhibe I'apoptose médiée par p53

- Par l'inhibition de I'activation des caspases médiee par FAS.

- Par blocage de I'activité des proteines pro-apoptotiques Bax et Bak

Stratégies Indirectes :

- Par l'activation de voies de survie, par exemple Wnt/p-caténine et PI3K/AKT.
- Suite a I'induction de cytokines favorisant la tumeur EX. I'activation de I'axe 1L6—
JAK-STATS3 par la pUS28.

- Il peut induire I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 conférant ainsi une
résistance aux drogues cytotoxiques.
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En outre, de récentes études ont demontré que les cellules infectées par le HCMV acquiérent
une résistante face a I’autophagique, un mécanisme physiologique, intracellulaire, de protection
et de recyclage d'éléments cellulaires. Le virus parvient a I’inhiber via la protéine virale TRS1
et ’induction de I’expression de BCL-2 [39].

Instabilité génomique et modifications épigénétique

Ce phénomeéne est considéré comme l'une des exigences les plus importantes pour la
transformation cellulaire et I'oncogenése. Le HCMV peut induire des dommages génétiques et
cause une accumulation d'aberrations chromosomiques, principalement dans le chromosome 1,
ou on retrouve des points de cassures du brin d’ADN dans les positions 1942, 1921 et 1g23.3.
Certaines de ces aberrations sont retrouvée dans les GBM, De plus, il est proposé que certains
genes suppresseurs de tumeurs soient localisés a ces positions. Ces cassures chromosomiques

sont induites par le géne UL76 [38].

Néo-angiogenése

C’est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont formés, il est contrélé par
un équilibre entre les facteurs anti-angiogéniques et les facteurs pro-angiogéniques. Le HCMV
est capable de moduler plusieurs voies pour favoriser l'angiogenése et favoriser un
environnement pro-angiogénique. Le virus peut enclencher l'angiogenése soit en induisant la
production d'lIL-8 par I’UL76, soit en supprimant I'expression de TSP-1. De plus, I'activation
de COX-2 médiée par la pUS28, favorise lI'angiogenése et la migration cellulaire car elle régule
INOS, PDGF, bFGF, TGF-a et VEGF dans les cellules tumorales [30].

Invasion et métastases

Le HCMV, principalement par la US28, peut faciliter I’invasion par diverses actions. Il favorise
l'activation des intégrines (par exemple, a5 1) sur la surface de la cellule tumorale et augmente
I'adhérence des cellules tumorales a I'endothélium voisin par l'activation de kinases liées a
I'intégrine (par exemple, la phosphorylation de la kinase d'adhésion focale FAKTyr397). En
parallele, La régulation negative des récepteurs des molécules d'adhésion par le HCMV
notamment la molécule d'adhésion des cellules neurales CD56 facilite la transmigration des
cellules tumorales. Ces actions sur les molécules d'adhésion expliquent la diminution de la
liaison des cellules cancéreuses entre elles et I'augmentation de la liaison a I'endothélium. Ce

processus est un événement précoce et fondamental dans la formation de meétastases [38].
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Inflammation

L'inflammation chronique est désormais considérée non seulement comme un déclencheur
majeur de la transformation maligne, mais aussi comme un moteur du cancer dans tous les
stades de son développement. Il existe une interaction entre inflammation et HCMV. D’une
part, les médiateurs inflammatoires tels que I’IL6 vont activer le HCMV et en corollaire
I’ensemble des produits géniques essentiels pour le développement tumoral. Cette inflammation
peut étre due au contexte tumoral (cellules tumorales elle-méme ou agents carcinogenes
externes) ou consequente aux traitements conventionnels (chimio/radiothérapie). D’autre part,
plusieurs études suggerent que l'infection par le HCMV pourrait conduire a un environnement
d'inflammation chronique, qui a son tour pourrait favoriser I'oncogenése d'une maniére similaire
au virus de I'népatite. Via la pUS28, le virus peut exacerber I’inflammation par la sécrétion des
cytokines and chimiokines tels que I'IL-6, le TNF-alpha, la protéine inflammatoire des
macrophages-1 et les metalloprotéinases (MMP). De méme ; les protéines IE-1 et IE-2 activent
la voie NFkB, ce qui augmente la libération de cytokines inflammatoires dans la tumeur. Ceci

pourrait conduire a des cancers plus agressifs au pronostic plus sombres [40].

Dérégulation du métabolisme cellulaire

L’infection par HCMV induit la dérégulation de 1’énergie cellulaire, change 1’utilisation du
glucose et du glutamique et induit I’effet Warburg. Plusieurs études démontrent que le HCMV
induit une activation de la transcription des enzymes impliquées dans la glycolyse et le cycle
de I'acide citrique, modifiant ainsi le métabolisme cellulaire vers un environnement favorable a
la progression de l'infection. Par ailleurs, L’inhibition pharmacologique de la biosynthése
lipidique inhibe la réplication virale, soulignant ainsi 1’importance de cette orientation
métabolique pour le HCMV. Via sa protéine IE1, le HCMV altere également les mécanismes
de transport du glucose dans les fibroblastes infectés en inhibant 1’expression membranaire
normale du transporteur GLUT-1 au profit d’une augmentation de 1’expression de GLUT-4, un
transporteur plus efficace du glucose, et favorise ainsi ’entrée du glucose dans la cellule. Les
effets du HCMV sur le métabolisme du glucose sont donc en partie superposables a ceux
observés dans les cellules cancéreuses. La cellule cancéreuse infectée par le HCMV pourrait
ainsi bénéficier de I’action du virus sur I’entrée du glucose dans la cellule et de la surexpression
des enzymes impliquées dans I’utilisation métabolique du glucose et de la glutamine [41].

v' Echappement au systéme immunitaire et action sur le microenvironnement

Le HCMV grace a ses différentes protéines, dispose d’une multitude de mécanismes lui

permettant d’échapper au systéme immunitaire. En outre, il peut agir sur la composition du
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microenvironnement. Ainsi, par le biais de la cytokine anti-inflammatoire virale vil10, il peut
moduler les Macrophages associés aux tumeurs (TAMS) qui exprimeraient un phénotype M2
produisant des cytokines tel que I’'IL-10 et TGF-beta et permettant 1’évasion immunitaire. Ce
phénotype favorise également [I'établissement d'une réponse auxiliaire Th2, qui favorise
I'angiogenese, le remodelage et la réparation tissulaire. Une densité élevée de TAM est une
caractéristique de mauvais pronostic dans le cancer du sein, le cancer colorectal et le
glioblastome. 1l favorise également le recrutement des LT régulateurs aux dépends des LTc. De
ce fait, I’infection des cellules cancéreuses par le HCMV leur confere une protection contre la

reconnaissance et I’action du systeme immunitaire [41].

3.1.4 ROle oncomodulateur

Les premiéres recherches portant sur le lien entre le HCMV et la néoplasie humaine ont postulé
pour un réle majeur du HCMV dans le développement tumoral. Cependant, bon nombre de ces
études n'étaient pas reproductibles et manquaient de corrélations histopathologiques in-situ
avec les maladies proposées. En outre, plusieurs études n’ont pas pu démontrer une initiation
de ’oncogenése par les protéines du virus ou n’arrivaient plus a le détecter aprés plusieurs
passages en culture cellulaire [6]. De ce fait, pour concilier ces données avec les résultats
divergents obtenus ultérieurement, un nouveau paradigme décrit par 1’oncomodulation a été
propose. L’oncomodulation est définie comme une augmentation de la malignité suite a une
infection virale [38]. Ce paradigme pourrait décrire I'effet du HCMV sur les cellules tumorales,
vu que le consensus actuel suggere que le HCMV n’initie pas la transformation mais agirait
plutét comme cofacteur favorisant la carcinogenése sans étre un virus oncogene en soi (figure
9) [35].

Glioma ——s HCMV ___ Faster tumor growth
infection

Figure 9 : Mécanisme de I’oncomodulation par le HCMV]2]. Par ce mécanisme indirect, le
HCMV ne participe pas a la transformation de cellules tumorales (ici d’origines gliales) ; il présenterait
plutét un tropisme accru pour les cellules tumorales (le gliome). Le virus n'infecte qu'une fraction des

cellules tumorales et active les voies de signalisation qui favorisent la croissance tumorale.
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Les cellules tumorales fournissent un environnement génétique, caractérisé par des
perturbations des voies de signalisation intracellulaires, des facteurs de transcription et des
protéines suppresseurs de tumeurs, qui permettent au HCMV d'exercer son potentiel
oncomodulateur, expliquant ainsi pourquoi ce potentiel ne se manifeste pas dans les cellules
normales adjacentes [38].

Rappelons que la plupart des mécanismes cellulaires actives/inhibés par le virus sont régulés
de maniére comparable par les cellules tumorales et pourraient donc étre renforcés par
I’infection de ces cellules [26]. De ce fait, I'oncomodulation peut resulter de Il'activité des
protéines régulatrices du virus et de I'ARN non codant, qui influencent les propriétés des
cellules tumorales, notamment la prolifération cellulaire, survie, invasion, I’angiogenése et
I’immunogénicité. Ces différents effets corroborent I'hypothése que 1’infection des cellules
cancéreuses par le HCMV leur confere un avantage de survie pour la tumeur. Par conséquent,
I'infection par le HCMV peut conduire a un phénotype malin et plus agressif des cellules

tumorales et peut contribuer a la progression tumorale [38].

3.2 Réle oncolytique

En dépit de la littérature croissante décrivant un effet pro-tumoral de I’infection a HCMV. Ce
dernier peut également avoir un réle oncolytique en inhibant le développement de certains types
de tumeur. Ceci indique que le paradigme de I'oncomodulation ne peut pas toujours s'appliquer
a l'infection par le HCMV. L'effet cytotoxique du HCMV sur la croissance et/ou I'expansion
tumorale a été établis en premier lieu chez les patients atteints de leucémie et ayant recu une
greffe de moelle osseuse, en absence d’infection a HCMV les patients ont montré une
probabilité de rechute plus importante, contrairement aux individus infectés et ayant une
réplication virale précoce qui ont affiché un risque de rechute moindre. Il semblerait qu’il existe
une synergie entre 1’effet antitumoral exercé par le HCMV et de la réaction chronique du
greffon contre 1’héte ou graft-versus-host disease (GVHD) déclenchée suite a la réplication du
virus [42]. D’autres études in vitro sur des modeles de lignées cellulaires de cancer mammaires

et du foie ont confirmé ces observations [43].

L’inhibition de la croissance tumorale serait liée a plusieurs mécanismes (figure 10). Le HCMV
peut activer des voies apoptotiques intrinseque et réduire I’activation de STAT3 comme il peut
activer les NK et des LT cytotoxiques [6]. Par ailleurs, il induit une transition mésenchymato-

épithéliale (MET) avec inhibition de la capacité migratoire de ces cellules [30].
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Figure 10 : Mécanismes oncolytique par le HCMV [43]. L’infection virale abouti a I’inhibition
de la croissance tumorale directement en déclenchant 1’apoptose ou indirectement en stimulant le

systéme immunitaire qui pourra reconnaitre et éliminer les cellules tumorales infectées.

Par conséquent, plusieurs études actuelles étudient la potentille utilisation du HCMV comme
vaccin thérapeutique dans plusieurs pathologies cancéreuses comme le glioblastome.
Cependant, la technique n’a pas encore abouti aux résultats escomptés principalement a cause
de I’immunobiologie complexe et encore méconnue de I’infection par HCMV [7]. Cette
virothérapie oncolytique représente une réelle prouesse technique et pourrait étre envisagée
comme thérapie dans plusieurs autres cancers comme le cancer colorectal, le cancer de la
prostate et le cancer du sein ou 1’on retrouve une présence significative du virus dans les

biopsies étudiées.
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Chapitre 2 Le Cancer

1. Généralités sur le cancer

Le terme général de « cancer » s’applique a un grand ensemble de maladies pouvant toucher
n’importe quel tissu de 1’organisme. C’est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans
le monde. Ci-dessous nous allons exposer les caractéristiques genérales de la pathologie, en

mettant ’accent sur les mécanismes moléculaires qui sous-tendent son développement.

1.1. Définition
Une tumeur : latin : tumor ; tumerer : « enfler » est un gonflement pathologique résultant de la
multiplication excessive des cellules. Elle résulte d’un déséquilibre entre la mort des cellules et
leur renouvellement. Elle échappe aux systéemes de régulation contrélant la division des
cellules. Elle peut étre maligne ou bénigne. La tumeur bénigne est sans gravité, d’évolution
favorable contrairement aux tumeurs malignes qui sont graves, entrainant des symptomes

anormaux allant jusqu’au déces de I’individu atteint.

Le cancer : latin et grec : « crabe » est causé par une tumeur maligne formée par la multiplication
rapide de cellules anormales a la croissance inhabituelle, qui peuvent envahir des tissus voisins
puis migrer vers d’autres organes. On parle alors de métastases, lesquelles constituent la

principale cause de déces par cancer [44].
1.2. Epidémiologie et facteurs de risque

La connaissance de la répartition du cancer dans une population, ses facteurs de risque, ses
tendances temporelles ainsi que la possibilité d'une comparaison internationale, représentent un
point de départ important pour les programmes de lutte contre le cancer. Notamment en vue des
répercussions économiques considérables du cancer. Les taux de mortalité et de morbidité sont
exprimés en taux brut (qui est le taux pour 100 000 habitants) et en taux standardisé qui tient
compte de la répartition des ages afin de permettre des comparaisons car la fréquence des
cancers varie avec 1’age et les répartitions selon les &ges varient selon les pays et les régions
(figurell).

1.2.1. Incidence

Selon les dernieres estimations de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) datant de 2020,
il y a eu environ 19,3 millions de nouveaux cas de cancer dans le monde. Les cancers les plus
fréquents (en termes de nombre de cas recensés) étaient : le cancer du sein (2,26 millions de
cas), le cancer du poumon (2,21 millions de cas) et le cancer colorectal (1,93 million de cas)

chez les deux sexes.
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Il existe plusieurs facteurs influengant I’incidence du cancer. Le recours accru aux methodes de
dépistage actuelles a grandement contribué a I'augmentation de sa fréquence. L'incidence du
cancer augmente également considérablement avec I'dge, probablement en raison de
I'accumulation progressive de facteurs de risque spécifiques et de la diminution de I'efficacité
des mécanismes de régénération cellulaire au fil du temps. La distribution géographique et le
statut économique des pays ont également un impact sur l'incidence et la prise en charge des
patients atteints de cancer. En outre, les infections a lI'origine de cancers, telles que I'hépatite et
le papillomavirus humain (HPV), représentent environ 30 % des cas de cancer dans les pays a

revenu faible ou intermédiaire (OMS 2020).

1.2.2. Mortalité

Le cancer représente la deuxieme cause de déces dans le monde. On enregistre environ
10 millions de morts par an dont 70 % surviennent dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire. Selon ’OMS, les cancers a 1’origine du plus grand nombre de décés en 2020,
étaient : le cancer du poumon (1,80 million de déces), le cancer colorectal (935 000 déces) et le
cancer du foie (830 000 déces).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, both sexes, all ages (excl.
= o NMSC)
Algeria \ World
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Figure 11 : Incidence et mortalité dans I’Algérie vs le monde [45]. La figure représente un
comparatif entre I’incidence du cancer et la mortalité entre 1’ Algérie et le monde chez les deux sexes.
(Les cancers de la peau ont été exclus).
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En Algérie, le cancer s'inscrit aujourd'hui parmi les nouveaux besoins prioritaires en santé
publique. Sur les ~ 44 millions d’habitants, on enregistre selon I’OMS pas moins de 58418
nouveaux cas et 32802 déces en 2020 (Tableau 4). Ces données proviennent des registres
nationaux du cancer ou les wilayas sont réparties dans les trois réseaux régionaux Est et Sud-
Est, Centre et Sud Centre, et Ouest et Sud-Ouest, coordonnés par le réseau National des
Registres de Cancer. D’aprés ces mémes sources le cancer serait en nette recrudescence avec
des pourcentages annuels (APC) fluctuant entre 2 et 8 % pour les principales localisations. Les
principales atteintes pour les deux sexes confondus sont le sein 12 536, le colorectum 6 526 et
les poumons 4 774. Quant a la mortalité, le nombre de déces le plus élevé était due au cancer
du poumon (4333 déces) suivi de prés par le cancer du sein (4116 déces) puis le cancer colon
(2174 déces).

Tableau 4 : Statistiques du cancer en Algérie. le tableau résume le nombre de nouveaux cas

de cancer et de decés chez les deux sexes ainsi que les cing cancers les plus fréquents [45].

Summary statistic 2020
Males Fernales Both sexes
Population 22153 808 11697 235 43 851 043
Number of new cancer cases 27328 31030 5B 413
Age-standardized incidence rate (World) 1297 141.7 1353
Risk of developing cancer befare the age of 75 years (3) 137 14.1 139
Mumber of cancer deaths 17902 14 900 32802
Age-standardized mortality rate (World) B4.2 B85 76.1
Risk of dying fram cancer befare the age of 75 years (3) B4 73 79
Seyear prevalent cases 64379 B& 011 150 390
Tap 5 most frequent cancers excluding non-melanoma skin cancer Lung Breast Breast
{ranked by cases) Frastate Calorectum Colarectum
Colorectum Thiyraid Lung
Bladder Cervix uter Prostate
stomach Dvary Eladder

1.2.3. Facteurs de risque

L’Epidémiologie analytique via ses enquétes rétrospectives et prospectives a permis de révéler
que la pathologie cancéreuse pouvait étre influencée par de nombreux facteurs. Ces facteurs
favorisant le développement tumoral peuvent étre classés selon différentes méthodologies

s’appuyant principalement sur leur type, cancerogénicité ou action.
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Classification selon le type

Les facteurs de risques peuvent étre de types endogenes ou exogenes[45].

Les facteurs endogénes ou intrinséques sont propres a 1’individu. Ils peuvent inclure :

L'age : Le risque de cancer augmente avec l'age.

Les syndromes de prédispositions familiaux : Certaines formes de cancer peuvent étre
héréditaires suite a des mutations ou des polymorphismes génétiques comme le
Syndrome de Li-Fraumeni, le syndrome de Lynch et la neurofibromatose etc.

Les troubles hormonaux : Certains types de cancer peuvent étre hormono-dépendants
comme le cancer du sein.

Certaines pathologies : des affections inflammatoire chroniques peuvent constituer un
risque accru de développement d’un cancer comme la maladie de Crohn, 1’hépatite

chronique etc.

Les facteurs exogenes ou extrinseques sont liés a I'environnement et au mode de vie. Ils

sont généeralement répartis selon leurs origines en facteurs physiques, chimiques ou

biologiques.

Physiques : I'exposition aux rayonnements comme les radiations ionisantes (rayons X,
rayons gamma) ou les rayons ultraviolets peut augmenter le risque de cancer.
Chimiques : certains agents chimiques présents dans 1’atmosphere, 1’eau, les sols ou
I’alimentation présentent une toxicité et sont cancérogenes comme I’amiante, les
composants de la fumée du tabac et le formol etc.

Biologiques : Certaines infections chroniques qui touchent particuliérement les pays a
revenu faible ou intermédiaire constituent elles aussi des facteurs de risque de cancer.
Environ 13 % des cancers diagnostiqués dans le monde en 2018 étaient imputables a
des infections cancérogénes, notamment Helicobacter pylori, le HPV, le virus de

I’hépatite B, le virus de ’hépatite C et le virus d’Epstein Barr [45].

Certains facteurs comportementaux comme une mauvaise hygiene de vie marquée par certaines

habitudes comportementales comme le tabagisme constituent également des facteurs de risque

de cancer. En effet, le tiers des déces par cancer est di au tabagisme ce qui constitue le facteur

de risque le plus important [46]. En outre, une mauvaise alimentation marquée par une faible

consommation de fruits et 1égumes, un manque d’activité physique, un indice ¢élevé de masse

corporelle et la consommation d’alcool sont a 1’origine d'environ un quart des décés par

cancer[46].
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Classification selon la cancérogénicité :

Par le biais de son institution spécialisée, le Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC), I’OMS entretient la classification des agents cancérogenes. Elle dispose d’un répertoire
comprenant environ 1000 agents et circonstances d'exposition classes en fonction de leur
potentiel cancérigene pour I’Homme. Cette classification est en perpétuelle évolution et refléte
le niveau de certitude du danger cancérogene de ’agent. Ainsi, selon la force probante des
indications de cancérogénicité apportées par les données chez ’Homme, I’animal et sur le
mécanisme de cancérogénese, les agents sont classés en 4 groupes : Groupe 1, Groupe 2A,

Groupe 2B et Groupe 3 décris ci-dessous (tableau 5).
Tableau 5 : Classification des facteurs de risque selon la cancérogénicité.[47]

Groupes Evaluation Nombre d’agents évalués
(au 29 mars 2021)

Groupe 1 Cancérogeéne pour ’Homme 121

Groupe 2A Probablement Cancérogene pour ’Homme 89

Groupe 2B Peut-étre cancérogéne pour I’Homme 319

Groupe 3 Inclassable quant a sa cancérogénicité pour 500
I’Homme

Classification selon action

Les agents impliqués dans le processus de cancérisation sont scindés selon leur action en
deux [48]:

« Agents initiateurs : ces agents initient I’oncogenése et la font également progresser en
induisant une 1ésion définitive de ’ADN (ex : mutation, cassure). Exemples : agents
alkylants, radiations ou virus (hépatite B, d’Epstein-Barr, etc.) qui conférent de
nouvelles capacités aux cellules tumorales.

» Agents promoteurs : ils n’induisent pas de Iésions de ’ADN mais favorisent
I’expression de cette derniére, préalablement induite par un agent initiateur. Souvent,
les promoteurs tumoraux sont des stimulateurs de la prolifération cellulaire. L'action
d'un promoteur tumoral seul sur des cellules saines est totalement nulle sur l'initiation

de lI'oncogenése. Son effet de promotion tumorale n'a lieu que sur des cellules ayant
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initié I'oncogenése. Par ailleurs, le temps écoulé entre I’initiation et la progression
tumoral est réduit en présence d’agents promoteurs. Exemples : cestrogeénes (cancer du
sein) alcool (tumeurs ORL), le HCMV (plusieurs malignités). Ces deux modes d’action

sont illustres ci-dessous (figure 12).

Initiateur
Mutation

[AGTGCCATTACGC | mmp AGTGCCGTTACGC

Information génétique Information génétique
mutée

.dWWW

Promoteur

(@ )m=mp( @0 ] o)

Cellule épithéliale Prolifération de cellules épithéliales

Initiateur Promoteur QQ
(O (@ )mmmmp

Cellule épithéliale Cellule transformée Prolifération de
cellules transformeées

Figure 12 : Mode d’action des agents initiateurs et promoteur des tumeurs [48]. Le schéma
illustre la conséquence de 1’action d’un agent initiateur et un agent promoteur sur une cellule épithéliale,
un promoteur de tumeur ne transforme pas une cellule, il stimule seulement sa progression.

1.3. Aspects moléculaires du développement tumoral

Il est généralement admis que la pathogenése tumorale met en jeu plusieurs altérations géniques
successives qui sont la conséquence d’interactions entre des facteurs génétiques propres au sujet
et des agents extérieurs décrits précédemment. Par ailleurs, les modifications de 1’expression
de ces genes ou de ’activité de leurs produits peuvent résulter de modifications génétiques ou
épigénétiques. Ces derniéres aboutissent a la sélection progressive de cellules qui acquiérent

un phénotype tumoral [49].
1.3.1. Processus générale de la cancérisation

Les tumeurs se développent a partir de cellules normales par I'entremise d'un processus
complexe comportant de multiples étapes aboutissant a des cellules tumorales. Elles ont
généralement pour point de départ une lésion précancéreuse, laquelle devient ensuite une
tumeur maligne [49]. Ce processus de carcinogénése peut étre résumé en trois principales

étapes :
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1. Etape d’initiation consiste en une dysrégulation génomique (multiples événements
mineurs) aboutissant a une dysregulation majeure. Il en résulte une transformation
cellulaire.

2. Etape de promotion résultant d’un faisceau d’interactions entre cytokines (facteurs de
croissance) et leurs récepteurs. Elle engendre une perte de I’homéostasie tissulaire et
I’émergence de clones cellulaires transformés.

3. Etape d’invasion locale a 1’origine du phénomeéne de dissémination métastatique, elle

résulte d’interactions entre le stroma et I’épithélium.
1.3.2. Caractéristiques des cellules cancéreuses « Hallmarks »

Lors de la cancérogeneése, les cellules évoluent progressivement vers un état néoplasique et vont
progressivement selon un processus multi étapes, acqueérir des caractéristiques phénotypiques
et moléculaires ou « hallmarks » de cellules tumorales [50]. Ces dernieres leurs conferent une
multitude d’avantages sélectifs. Selon le principe révisé en 2011 par Douglas Hanahan et
Robert A.Weinberg ils sont en nombre de 10 [51] [52] (figure 13). Toutefois, les cellules
tumorales présentent dans les tumeurs peuvent étre trés hétérogénes selon la ou les cellules

initiatrices et pourraient donc ne pas présenter les mémes caractéristiques.

Indépendance vis-a-vis des signaux prolifératifs

Le trait le plus fondamental des cellules cancéreuses réside dans leur capacité a maintenir une
prolifération chronique. Ceci est permis via plusieurs alternatives comme par la stimulation
autocrine, I’augmentation du nombre et I’activation constitutionnelle des récepteurs de facteurs

de croissance etc [51].

Insensibilité aux inhibiteurs de la croissance cellulaire
Elle met en jeu plusieurs mécanismes tels que I’inactivation des mécanismes de contrdle
physiologique du cycle cellulaire (PTEN, Rb, p53), Perturbations des mécanismes de rétro-

control négatif atténuant la signalisation proliférative (activité GTPasique de Ras) [51].

Résistance a la mort cellulaire
Il existe une multiplicit¢ de mécanismes permettant aux cellules tumorales d’échapper a
I'apoptose. Sommairement, on retrouve, I’inactivation de la P53, I’inactivation des facteurs pro-

apoptotiques et I’hyper-expression d’inhibiteurs de I’apoptose tels que bcl-2 [51].
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Pouvoir réplicatif illimité

La réplication illimitée des cellules tumorales est majoritairement permise par la dé-répression
du gene de la télomérase, ou par recombinaison télomerique aboutissant a la maintenance de
leur longueur permettant en consequence 1’échappement a la mort par senescence ou par

apoptose[51].

Induction de ’angiogenése

La néovascularisation est essentielle au soutien de la croissance tumorale. Les cellules
tumorales entreprennent I’angiogenese suite a la modification de I’équilibre entre activateurs et
inhibiteurs de 1’angiogenese. Elle requicre également la contribution de plusieurs éléments

comme les cellules de I’'immunité innée [51].

Indépendance envers les Insensibilité envers les
signaux de prolifération signaux antiprolifératifs

Dérégulation des métabolismes
énergétiques cellules immunitaires
[ Résistance a la mort cellulaire ]——a a—[ Potentiel de réplication illimité ]

Instabilité génomique Promotion de linflammation
tumorale

&
Capacité d’induction de Capacité d’invasion et de
I’'angiogenése métastase

Evasion de la destruction par les ]

Figure 13 : Caractéristiques phénotypiques des cellules cancéreuses. Adapté a partir de
Hanahan et al [52]. Les six capacités distinctives des cancers sont l'autosuffisance en signaux de
croissance, l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, la résistance a la mort cellulaire, la
capacité de se répliquer indéfiniment, I'induction de I'angiogenése et la capacité a former des métastases.
Deux capacités distinctives émergentes ont été rajoutées ; la dérégulation du métabolisme énergétique
cellulaire et I’évasion de la destruction par le systtme immunitaire. L’inflammation et I’instabilité
génomique sont des caractéristiques favorisant le développement tumoral.

Invasion et métastases
L’invasion de tissus voisins et la formation de métastases sont considérées comme des
caractéristiques clés du cancer. Le processus complexe aboutissant a ces deux caractéristiques
est représenté comme une cascade lors de laquelle plusieurs acteurs sont impliqués comme les
protéines d'adhérence cellulaire, les métalloprotéinases de la matrice (MMP) et les protéines de
signalisation intracellulaire [51].
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Dérégulation du métabolisme cellulaire

Pour sustenter la croissance et la division des cellules tumorales. Celles-ci operent une
reprogrammation du métabolisme énergétique et biosynthétique cellulaire connu sous le terme
d’effet Warburg, Ce dernier leur garantie 1’énergie ainsi que la biomasse nécessaire a leur
division accrue essentiellement a partir du glucose, a travers la glycolyse. De ce fait, La
captation cellulaire de glucose et sa dégradation sont accrues, causant notamment I’acidification
du milieu environnant suite a la libération du lactate. En paralléle, les cellules cancéreuses
peuvent également induire une réorganisation du métabolisme des acides aminés pour soutenir

la prolifération cellulaire [52].

Echappement au systéme immunitaire

L’instabilité génomique des tumeurs, associée a une pression de sélection de I’élimination
immunitaire, conduit & 1’émergence de cellules tumorales pourvues de mécanismes leur
permettant d’échapper au contrle du systéme immunitaire, ces derniéres ne sont plus
reconnues ni éliminées. Cet échappement est permis via divers moyens dont la sécrétion de
facteurs immunosuppresseurs tels que le TGF-b diminuant l'infiltration des lymphocytes
cytotoxiques et des cellules NK, la perte de présentation de I’antigéne (CMH de classe 1) et la
dérégulation des cellules présentatrices d’antigénes comme les cellules dendritiques ou encore
par le recrutement de cellules inflammatoires immunosuppressives, y compris les cellules T

régulatrices (Tregs) et les cellules myéloides suppressives (MDSC) [52].

Instabilité génomique

L'acquisition de ces multiples traits dépend en grande partie de la succession d'altérations
génomiques des cellules néoplasiques. Cette instabilité comprend des instabilités
chromosomiques, des Instabilités micro-satellitaires, perte d’hétérozygotie etc. Elle est permise
d’une part suite a la désactivation de la p53 et d’autre part par I’inactivation ou la répression

des génes de réparation et de préservation de I’intégrité de I’ADN [52].
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Inflammation

La majorité des lésions néoplasiques contiennent des cellules immunitaires présentes a des
densités allant d'infiltrations minimes a des inflammations macroscopiques. Toutefois, cette
inflammation exerce un effet paradoxal permettant la progression tumorale [52].

Outre ces 10 hallmarks, les tumeurs comprennent également divers types de cellules non-
tumorales indispensables a la progression tumorale appelées stroma ou microenvironnement
tumoral. Il comprend le tissu conjonctif, les vaisseaux, les leucocytes et la matrice
extracellulaire. Outre sa fonction de support, il est impliqué dans ’acquisition de certaines
hallmarks : Par exemple les cellules endothéliales sont nécessaires a la vascularisation des
tumeurs solides ou encore 1’inflammation qui tient un role important dans la mise en place d’un

microenvironnement tumoral décisif pour la progression de I'oncogenese [52].

1.3.3. Bases moléculaires et génétiques de la cancérogenése

Dans une cellule cancéreuse, les voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la
différenciation, dans 1’adhésion et la migration, dans la survie et la mort, sont sujettes a diverses
altérations géniques pouvant résulter en un avantage prolifératif qui sera sélectionné puis
transmis a sa descendance. Ces altérations sont d’un intérét capital actuellement en vue de leur
utilité dans la thérapie ciblée. Elles sont localisées au niveau de trois principales familles de
genes qui ont un réle crucial dans la transformation maligne : les oncogenes, les genes

suppresseurs de tumeurs et les geénes de réparation de I’ADN [53] (figurel4).

Les oncogénes

Tout gene cellulaire, appelé proto-oncogene (c-onc), susceptible de devenir, suite a une
modification qualitative ou quantitative, un gene transformant c.a.d. pouvant induire
I’apparition et/ou le développement d’une tumeur. Les oncogénes comprennent plusieurs
classes en fonction des oncoprotéines pour lesquels ils codent : les facteurs de croissance et
leurs récepteurs, les tyrosines protéine-kinases etc. Il existe divers mécanismes d’activation tels
gue la Mutation ponctuelle, Réarrangement chromosomique, Amplification génique et

modification épigénétique [53].

Genes suppresseurs de tumeur (GST)
Ces geénes sont des inhibiteurs de la croissance cellulaire. Ils régulent négativement le cycle
cellulaire et induisent I’apoptose. Les altérations moléculaires aboutissant a la perte de fonction

des génes suppresseurs de tumeurs sont multiples. On retrouve des mutations ponctuelles, des
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délétions ou des inactivations par insertion d’un génome virale, Notons que la voie cellulaire la
plus fréquemment altérée dans les cancers est celle contrdlant la transition G1/S et impliquant
p53, p16 et RB, or les mutations somatiques de p53 représentent I’altération moléculaire la plus

fréguemment observée dans les tumeurs solides [53].

Génes de réparation de ’ADN

IIs interviennent indirectement dans ce processus et sont répartis selon 1’origine de la mutation
en Systeme de réparation des mésappariements MMR et Systeme de réparation NER
(Nucleotide Excision Repair). Leur inactivation conduit a une accumulation d’altérations

géniques favorisant ainsi I’instabilité génétique caractéristique des cellules cancéreuses [53].
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Figure 14 : Origine génétique de la transformation maligne. Ce schéma représente les deux
familles de genes impliqués dans la cancérogenése a savoir les Proto-oncogénes qui une fois activés par
mutation ponctuelle ou translocation génique deviennent des oncogénes favorisant la transformation
maligne. Et les génes suppresseurs de tumeurs qui perdent leurs activités de suppression tumorale suite

a diverses altérations.
1.3.4. Cancérogenese viro-induite

Les virus oncogéniques sont de types tres divers, appartenant a des familles différentes tout
comme la nature des cancers induits (Tableau 6). Le premier oncovirus a avoir eté identifié est
I’EBV en 1964 chez des patients atteints du lymphome de Burkitt [2]. Les virus clairement
établis a I’heure actuelle comme étant des virus oncogéniques chez I’homme sont en nombre
de sept : Human T-cell Leukemia virus-1 HTLV1 ; virus de I’hépatite B HBV et C HCV ;

Kaposi’s sarcoma associated herpesvirus KHSV ; Epstein-barr virus EBV ; human
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papillomaviruses HPV et Merkel cell polyomavirus MCL. Les cancers viro-induits partagent

trois caracteristiques principales [2] :

Les oncovirus jouent un réle essentiel, mais ils ne sont pas suffisants pour initier le
développement de ces cancers, il existe également un effet synergique entre certains
virus et des cofacteurs le plus souvent environnementaux. Ces facteurs peuvent inclure
des expositions a des substances cancérigenes, des altérations du systeme immunitaire
ou des prédispositions génétiques.

Le cancer se développe seulement plusieurs années aprés une infection aigué et
uniquement lorsque l'infection persiste et échappe au systéme immunitaire de
I'organisme hote.

Le systéeme immunitaire peut jouer un réle paradoxal selon le type de cancer. Certains
cancers se développent dans un environnement d'immunosuppression, tandis que
d'autres surviennent dans un contexte d'inflammation chronique ou cette inflammation

contribue fortement a la promotion de la croissance des tumeurs.

Tableau 6 : Les virus oncogenes et les principaux cancers associés.

Oncovirus Cancers associés

HBV Carcinome hépatocellulaire

HCV Carcinome hépatocellulaire

HTLV1 Leucémie a cellules T/ Lymphomes

MCV Carcinome a cellule de Merkel

HPV Cancers du col de I’utérus, de la vulve et du vagin, du pénis ; cancers des
voies aérodigestives supérieures

KHSV Sarcome de Kaposi, lymphome primaire diffus

EBV Lymphome de Burkitt, lymphome de Hodgkin, lymphomes a cellules T

et NK ; carcinomes du nasopharynx et de I'estomac
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L'étude des mécanismes moléculaires utilises par les oncoprotéines virales est actuellement un
domaine de recherche trés actif. Le développement des cancers viro-induits semblablement aux
autres cancers résulte d’un processus complexe et multi-étapes. Les virus oncogéniques, codent
des éléments tels que des protéines virales ou micro-ARNS qui interagissent avec des protéines
cellulaires. Cela leur permet de moduler plusieurs voies de signalisation et de mener leur cycle
de réplication a terme, favorisant ainsi le développement tumoral [54]. En fonction du virus,
ces oncoprotéines peuvent exercer leurs effets selon des mécanismes directes ou indirectes, a
différents stades de la formation de la tumeur [55]. Elles peuvent influencer un stade précoce
de l'oncogenese en provoquant des altérations génétiques qui initient la tumeur.
Alternativement, elles peuvent agir a des stades plus avancés en modulant les voies de
signalisation impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire, de I'apoptose, de

I'immortalité réplicative, etc. conduisant a la promotion de la tumeur (Figure 15).
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Figure 15 : Mécanismes de la progression tumorale par les oncovirus HBY HCV HPV
EBV KHSV [56]. Ces virus oncogenes peuvent notamment grace a leurs produits viraux jouer un role
dans la progression tumorale et ce par le biais de divers mécanismes comprenant I'induction d'instabilité

génétique, les modifications phénotypiques et la modulation du microenvironnement tumoral.
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1.4. Immunobiologie du cancer
Le rble essentiel de la réponse immunitaire dans la protection de I'organisme contre les tumeurs
est bien établi. Cette réponse implique la collaboration entre I'immunité innée et I'immunité
acquise et serait responsable du controle de la majorité des tumeurs formees en particulier
pendant la phase initiale de leur apparition. Cette phase précoce est désignée par phase
d'élimination dans le processus d'immuno- surveillance ou d'immuno- édition (figure 16) [57].
Cependant, comme précédemment mentionné, certaines cellules tumorales parviennent a
inhiber la réponse immunitaire via des interrupteurs, servant a moduler la réponse de
I’organisme, appelés des "points de contréle immunitaire™ ou checkpoint et a détourner la
réponse immunitaire a son avantage. Ce qui conduit aux phases d’équilibre puis d’échappement
caractérisée par un microenvironnement hautement immunosuppresseur qui favorise la
progression tumorale, notamment par la sécrétion de cytokines. Ainsi, le systeme immunitaire
joue d’une part un role prépondérant dans I'élimination des tumeurs mais en contrepartie il peut
favoriser leur progression et leur hétérogénéité [58]. Cette dualité d’action sera illustrée ci-
dessous par deux mécanismes établis par le systtme immunitaire, I’inflammation et les agents
de restriction immunitaire APOBECs. Impliqués principalement dans la défense anti
pathogénes mais qui dans un contexte tumoral permettent le développement et la progression

vers un phénotype plus agressif.
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Figure 16 : Interactions tumeurs et systtme immunitaire [57]. Les tumeurs interagissent
continuellement avec le systéme immunitaire. Si divers composants du systéme immunitaire sont
impliqués dans l'immunité antitumorale, d'autres sont au contraire impliqués dans la progression
tumorale.
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1.4.1. Inflammation et progression tumoral

La réponse inflammatoire est la réaction des tissus vivants et vascularisés face a une agression.
Elle est déclenchée par les cellules présentes dans la zone 1ésée, ce qui entraine la mobilisation
coordonnee de cellules inflammatoires vers le site endommagé. Ces cellules participent a la
réparation et a la reconstruction des tissus, et une fois ces processus achevés la réaction
inflammatoire est résorbée. Dans un contexte tumoral, l'inflammation est I’'une des
caractéristiques fondamentales ou « Hallmark » des cellules cancéreuses. Elle est persistante et
agit comme un puissant promoteur de la progression de lI'oncogenese. Les cellules tumorales
exploitent le processus inflammatoire & leur avantage en sécrétant des facteurs inflammatoires,
tels que le PDGF qui recrute des macrophages au sein de la tumeur, entrainant notamment le
remodelage de la matrice extracellulaire via les métalloprotéases. Par ailleurs, I’inflammation
stimule la prolifération et la survie des cellules cancéreuses, favorise I'angiogenese et I'invasion
tumorale [59]. Au sein du microenvironnement tumoral, on observe paradoxalement et
simultanément une augmentation des médiateurs de I'inflammation versus une diminution de la
réponse immunitaire antitumorale. Ces médiateurs sont essentiels a l'initiation, la progression,
la prolifération, l'angiogenése, I'invasion et aux métastases du cancer, et sont impliqués dans
des voies de signalisation cellulaire bien caractérisées comme NF-kB, MAPK, JAK-STAT et
PI3K-AKT [60].

Le déclenchement et la persistance de ce processus inflammatoire peuvent étre causés par

plusieurs causes :

- L’inflammation résulte des tumeurs elles-mémes. Dans ce cas elle joue le role de
promoteur du développement tumoral [60].

- Une dysrégulation du systéeme immunitaire aboutissant au déclenchement de
pathologies inflammatoires chroniques qui selon plusieurs études favoriseraient
I’apparition de tumeurs comme chez les patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin [61].

- Une inflammation chronique pourrait également faire suite a une infection persistante
par un agent infectieux, celle-ci initierait la tumorogenése ou favoriserait sa
progression. C'est le cas notamment pour certains oncovirus tels que le virus de
I'nepatite B (HBV), le virus de I'hépatite C (HCV) et serait 1’'un des mécanismes
d’oncomodulation médiée par le cytomégalovirus humain (HCMV) [62] [63].
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Toutefois, rappelons que l'inflammation permet le recrutement de cellules immunitaires dont
certaines sont capables d'éliminer les cellules cancéreuses. Actuellement la majorité des
traitements par immunothérapie permettraient au systeme immunitaire de réapprendre a
identifier et a détruire les cellules cancéreuses notamment en ciblant les checkpoints. Par
conséquent la mobilisation de ce type de cellules immunitaires permettrait & 1’inflammation

d’exercer un role antitumoral [64].
1.4.2. APOBEC et hétérogéneité tumorale

Il est communément établi que I’acquisition des différents « hallmarks » des cellules tumorales
se fait par des mutations soit spontanées inhérentes a la réplication, soit induites par agent
mutageéne interne ou externe. De fagon intéressante, les données de séquencage a haut débit ont
révélé qu’il existe une diversité inter et intra tumorale au niveau génomique, conférant a chaque
type une signature mutationnelle propre [65]. En outre, ces mutations ne sont pas toujours
dispersées au hasard, et peuvent se produire en méme temps regroupées dans des régions
spatiales proches et coordonnées sur un méme brin, créant des motifs caractéristiques appelées
« kataegis » ou mutation en grappe [66]. Les membres de la famille des APOBECs (enzyme
d'édition d'ARNm de I’apolipoprotéine B, qui se comporte comme un polypeptide catalytique)
ou (Apolipoproteins B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) sont des enzymes a
activité cytidine désaminase et qui font partie de ces agents mutagenes internes qui répondent

parfaitement a ces criteres.

Ces enzymes a la structure uniforme mais aux fonctions divergentes, sont principalement
connues en tant qu'acteurs clés de I'immunité naturelle et adaptative. En effet, ils tiennent une
importance capitale dans la restriction virale ainsi que la diversité et la commutation de classe
des immunoglobulines, pilier de I’immunité adaptative [67]. La découverte de leur mode
d’action a permis de clarifier le processus moléculaire conduisant a 'accumulation de mutations
qui favorisent la survie, prolifération et I’invasion tumorale. En effet, la présence récurrente de
mutations C>U (transition de la base cytidine en uridine) dans différentes pathologies
cancéreuses a mis en evidence leur role dans le développement et I'évolution clonale du cancer
[68]. Leur activité de désaminase de I’ADN et de I’ARN conduit a 1’apparition de dommages
génomiques représentés par les SNP ou « Single nucleotide polymorphism », l'altération
géneétique la plus freqguemment retrouvee dans le génome humain. De ce fait, ces agents de
I’immunité peuvent créer une importante hétérogénéité au sein des tumeurs ; leur conférant un

atout pour leur développement et un levier pour I’amplification de leur agressivité.
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Dans des conditions physiologiques, leur activité est induite par des cytokines produites lors de
la réponse inflammatoire dirigée contre les infections. Bien que les raisons de leur activation
dans un contexte tumoral soient encore mal connues, des études plaident en faveur de la
contribution d’une inflammation chronique ou d’une infection virale persistante (figurel?)
[69]. Parallélement a son activité de mutagenése au sein des cellules tumorales, 1’activation des
APOBEC:s par certaines cellules immunitaires comme les macrophages via les interférons, peut
interférer en faveur d’une polarisation type M1 des macrophages, caractérisée par une activité
pro-inflammatoire et potentiellement antitumorale [70]. Par ailleurs, les APOBEC pourraient
potentiellement provoquer des niveaux de mutation cellulaires au-dessus du seuil de tolérance
cellulaire, entrainant une cascade apoptotique et une destruction directe des cellules tumorales
[71].Ceci illustre parfaitement le réle complexe et paradoxal de ces enzymes au sein des

tumeurs, toutefois, ils offrent une opportunité significative pour les thérapies cytotoxiques et

immunitaires.
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Figure 17 : Infection virale APOBEC et cancer [69]. Durant une infection virale, les membres
de la famille APOBEC sont actives suite & la libération de cytokines pro-inflammatoires. Ces derniers,
induisent des altérations au niveau du génome virale et induisent le processus d’hypermutation
somatique qui est a la base de la diversité et de la maturation de I’affinité des anticorps permettant alors
d’endiguer I’infection virale. Les altérations hors cible entrainent des mutations et des cassures de brins
d'’ADN générant une instabilité du génome qui peut aboutir & la mort cellulaire ou a une transformation

maligne.
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2. Cancers Colorectaux (CCR)

Le cancer colorectal (CCR) constitue par sa fréquence et par sa gravité, un probleme de santé
publique majeur. Ci-dessous, nous présenterons le cancer colorectal en général puis nous

décrirons les plus importantes caractéristiques moléculaires de cette pathologie.

2.1. Définition
Le cancer colorectal représente une tumeur maligne se développant a partir de la muqueuse du
colon ou du rectum, il peut toucher tous les segments anatomiques du gros intestin comme le
caecum, le cblon ascendant, le cdlon transverse, le colon descendant, le cblon sigmoide et le
rectum. Dans la majorité des cas, ils se développent a partir d’une 1ésion précancéreuse appelée

adénome, une tumeur épithéliale bénigne comportant des degrés variables de dysplasie [72].

Les symptdmes de la maladie dépendent de I'emplacement de la tumeur et de son stade.
Initialement, le cancer est asymptomatique. Les symptdmes typiques du cancer colorectal sont
un saignement, une anémie ferriprive, ’alternance entre diarrhée et constipation, ainsi qu'une

perte de poids.

2.2. Epidémiologie
D’apreés une récente étude menée par les chercheurs de la IARC sur 185 pays, ils estiment qu’en
2020 plus de 1,9 million de nouveaux cas de cancer colorectal et plus de 930 000 déces dus au
cancer colorectal sont survenus dans le monde. De grandes variations géographiques des taux
d'incidence et de mortalité ont été observées. Les taux d'incidence étaient les plus élevés en
Europe, en Australie et en Nouvelle-Zélande, et les taux de mortalité étaient les plus élevés en
Europe de I'Est (figurel8). Les auteurs prédisent que d'ici 2040, le cancer colorectal passera a
3,2 millions de nouveaux cas par an (une augmentation de 63 %) et 1,6 million de déces par an
(une augmentation de 73 %). Malgré la mise en place de stratégies et de programmes de
dépistage efficaces dans les pays a revenu élevé, le cancer colorectal demeure une maladie
couramment diagnostiquée ; des taux d'incidence croissants sont observés chez les jeunes

adultes et dans les pays en transition économique [73].

En Algérie, les efforts de dépistage et de sensibilisation sont encore en cours de
développement, mais des initiatives sont en place pour améliorer I'accés aux tests de dépistage

et pour encourager les personnes a étre plus conscientes de leur santé colorectale.
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2.2.1. Incidence et mortalité

A I'échelle mondiale, le cancer colorectal (CCR) est le deuxiéme et le troisiéme cancer le plus
fréquent chez les femmes et les hommes, respectivement. Avec un sexe-ratio hommes/femmes
de 1 pour le cancer du cdlon et de 2 pour le cancer du rectum. Il représente la 3éme cause de
mortalité par cancer dans le monde. Le CCR survient majoritairement apres 50 ans (5 % de cas
de cancers colorectaux avant cet age), avec un age moyen au diagnostic de 70 ans. Le taux de
survie global (sur 5 ans) est de I’ordre de 60% apres le diagnostic et est fortement li¢ au stade
de la maladie, il passe de plus de 90% pour les cancers de stade | & 10% pour les cancers stade
IV (GLOBOCAN2020). Toutefois, une majorité de ces cancers est diagnostiquée a un stade
avancé, d’ou l’intérét d’un dépistage pour précoce, améliorant ainsi son pronostic quand le

traitement peut étre mis en place au début de la maladie.

En Algérie, c'est le deuxieme cancer le plus fréquent pour les deux sexes avec une incidence
atteignant le 13.5 (exprimee en ASR). Selon les tendances épidémiologiques actuelles, ces

incidences alarmantes sont susceptibles d’augmenter encore a 1'avenir [74].
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Figure 18 : Carte de I’incidence mondiale des cancers colorectaux (GLOBOCAN 2020).
L’incidence du cancer colorectal varie d’un pays a I’autre du fait des différences dans le mode de vie
des populations, le type d'alimentation et la prédisposition héréditaire.
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2.2.2. Facteurs de risque et formes héréditaires

Plusieurs études suggerent que le cancer colorectal résulte d'une série de facteurs, qui sont non
seulement hérités, mais aussi acquis au cours de la vie de l'individu comme 1’environnement et

le mode de vie de plus en plus occidental [74].

Facteurs de risque

Les facteurs de risques du cancer colorectal sont multiples, on retrouve parmi ces facteurs :
L’age >50 ans, le surpoids, une alimentation riche en graisse animale, ’alcool, le tabac,
I’inactivité physique et la consommation importante de viande rouge ou de viandes

transformées (>500g par semaine).

Par ailleurs, les maladies inflammatoires chroniques du tube digestif telles que la rectocolite
hémorragique RCH ou la maladie de Crohn, principalement les pancolites évoluant depuis plus

de 10 ans, présentent un risque accru de transformation cancéreuse.

Actuellement, plusieurs études tendent a démontrer I’implication de certains agents infectieux

dans le développement des CCR. Comme I’HBV, HPV et plusieurs herpesvirus [75].

Formes héréditaires :

Certains caractéres a transmission héréditaire autosomique sont responsables d’un risque accru
de CCR. Ces formes familiales représentent moins de 10 % des cancers du célon et du rectum,
et touchent souvent des individus plus jeunes que les formes sporadiques. Parmi les différents
syndromes génétiques impliqués dans la genése du cancer colorectal, on retrouve le cancer
colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC ou syndrome de Lynch) et la polypose
adénomateuse familiale (PAF) qui constituent la majorité des syndromes héréditaires du cancer
colorectal, mais aussi la polypose associée au gene MYH (PAM), les syndromes de polypose

hamartomateuse (Peutz-Jeghers) et la polypose juvénile et la maladie de Cowden [75].

2.3. Carcinogenése des CCR
Les tumeurs colorectales comme la plupart des tumeurs, se développent via un processus en
plusieurs étapes impliquant des series de changements histologiques, morphologiques et
génétiques qui s’accumulent au cours du temps. Le développement de cette tumeur, a travers
les différentes couches de la paroi du cdlon ou rectum, est un point clé pour orienter la meilleure

stratégie thérapeutique a mettre en place [50].
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2.3.1. Histologie Moléculaire des CCR

Selon Vogelstein et al [50], des événements génétiques spécifiques pourraient étre a 1’origine
des changements morphologiques des tissus. L'épithélium intestinal ayant un grand taux de
multiplication cellulaire, est par conséquent vulnérable aux transformations malignes (figure
19). L’adénocarcinome représente la forme histologique la plus commune. Il existe également
d’autres tumeurs non épithéliales moins fréquentes telles que les tumeurs stromales et les
lymphomes. L’examen anatomo-pathologique permet de définir le niveau d’invasion de la
tumeur dans la paroi, I’extension ganglionnaire et le caractére complet ou non de 1’exérése

chirurgicale. Ces parameétres ont un Intérét capital dans la stratégie thérapeutique.

Les CCR surviennent sporadiquement dans la majorité des cas, seulement 5 a 10 % sont dus a
des mutations héréditaires au niveau de genes bien caractérisés et liés au cancer (figure20).
Cependant, jusqu'a 25 % des patients ont des antécédents familiaux de CCR, ce qui suggere une
contribution spécifique de genes qui n‘ont pas encore été identifiés [76]. La cancérogenese
colorectale sporadique est liee au mode de vie et les facteurs environnementaux qui peuvent
générer une accumulation de mutations somatiques séquentielles conduisant a une instabilité
génomique. La perte de l'intégrité génomique facilite I'accumulation de mutations multiples lors

du développement des CCR. Au niveau moléculaire, cela se traduit par un groupe tres

hétérogéne de maladies.
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Figure 19 : Stades histologiques du développement du cancer colorectal [72]. Cette figure
illustre les différents changements histologiques qui surviennent au niveau de la muqueuse du colon/
rectum au cours du développement d’une pathologie cancéreuse.
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Les CCR sporadiques peuvent découler d'un ou de la combinaison de trois mécanismes
moléculaires différents [77] :

- L’instabilit¢ chromosomique ou CIN (Cancer chromosome instability) : responsable
d’une perte importante du nombre de copies de genes ou d’un fragment de chromosome
lors des phénomeénes de mitoses. Ils représentent environ 65 a 70% des CCR sporadiques.
Ils sont caractérisés par une aneuploidie, des pertes alléliques fréquentes, ainsi que de
nombreuses mutations activatrices d’oncogénes ou inactivatrices de génes suppresseurs
de tumeurs. La voie CIN classique débute par I'inactivation germinale ou de novo du gene
APC suivie par la mutation secondaire de I'oncogéne KRAS qui favorisera la progression
tumorale puis, de l'inactivation du gene suppresseur tumoral TP53.

- Le phénotype méthylateur des Tlots CpG (CIMP) : anomalie plus récemment identifiée.
Elle concerne 20 a 30 % des tumeurs sporadiques. Ce phénotype entraine 1’inactivation
de nombreux genes suppresseurs de tumeur par hyperméthylation de leurs promoteurs.

- L’instabilit¢ micro-satellitaire secondaire a une instabilit¢ génétigue ou MSI
(microsatellite instability) : due a I’altération des génes de réparation de 1'ADN,
précisément la défaillance du systéme de détection et de réparation de mésappariement
des bases de I’ADN : systtme MMR. Ces MSI entraineraient la réplication de séquences
d'ADN répétitives dans des régions courtes non codantes (microsatellites) desquelles peut
découler des mutations génétiques ultérieures. Les quatre genes clés de ce systeme sont :
mut L homologue 1 (MLH1), mut S homologue 2 (MSH2), mut S homologue 6 (MSH6)
et postmeitotic segregation increased 2 (PMS2).
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Figure 20 : Cancers colorectaux héréditaires. Cette figure représente les principaux types de
cancers a composante héréditaire avec les principaux genes mutés reliés au développement de la
pathologie [76].
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2.3.2. Voies de signalisations altérées

Certaines des altérations génétiques impliquées dans le développement de cancer colorectaux
se produisent au niveau de génes qui sont impliqués dans des voies de signalisation importantes.
Ainsi, on observe la stimulation des voies qui activent la prolifération cellulaire comme la voie
Whnt aboutissant a ’accumulation de la B-caténine [78], et la voie RTK [récepteurs a activité
tyrosine kinase] activée par la surexpression du récepteur EGFR mais aussi par des mutations
des proto-oncogenes KRAS et BRAF. A I’inverse, les voies permettant la réparation de I’ADN
a travers différents systtmes comme le (DNA Mis-Match Repair : MMR), et de I’arrét du cycle
cellulaire et de 1’apoptose notamment via 1’altération des voies TGFf et de p53 sont inactivées
[77]. Ci-dessous (la figure 21) décrit les voies de signalisations les plus freqguemment altérées
dans le CCR.
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Figure 21 : Voies de signalisations altérées dans le cancer colorectal [79]. Plusieurs voies de
signalisation moléculaires altérées sont impliquées dans I'apparition des CRC, tels que Wnt / APC / 3-
caténine, phosphoinositide 3-kinase (PI3K) / AKT / glycogeéne synthase kinase-3 (GSK-3[3), facteur de

croissance transformant-§ (TGF) -B / Smad, NF-kB ou génes de réparation de mésappariement (MMR).
Ces altérations conferent une susceptibilité individuelle au cancer et sont responsables de la réactivité

ou de la résistance aux agents antitumoraux.
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2.4. Traitement
Il existe plusieurs approches pour traiter le cancer colorectal, notamment la chirurgie, la
radiothérapie (pour les cancers du rectum) et la chimiothérapie. Cependant, ces tumeurs
présentent une grande hétérogénéite ce qui rend difficile et inefficace I'utilisation de traitements
uniformes. C'est pourquoi il est crucial d'adopter une approche de prise en charge personnalisée
et de développer des thérapies ciblées. Actuellement, ces thérapies reposent sur l'utilisation
d'anticorps monoclonaux qui peuvent cibler I'angiogenese en inhibant le VEGF (facteur de
croissance endothéliale vasculaire) ou bloquer la division cellulaire en se liant a I'EGFR
(récepteur du facteur de croissance épidermique). En pratique, ces thérapies ciblées sont
souvent utilisées en combinaison avec la chimiothérapie pour traiter les cancers colorectaux
avancés. D’autres thérapies s’appuyant sur I’immunothérapie comme le développement
d’inhibiteurs des points de controles de I’immunité « immune checkpoints » sont en cours
d’évaluation mais présentent d’ores et déja des résultats trés prometteurs dans le traitement des

cancers colorectaux [80].

3. Tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales, constituent un groupe génotypiquement et phénotypiquement
hétérogéne. Elles représentent, malgré leur rareté relative, un probleme de santé publique a
cause de la mortalité et de la morbidité qui les accompagnent. Ci-dessous nous présenterons
succinctement les particularités cliniques ainsi que les aspects moléculaires qui sous-tendent le

développement de ces tumeurs.

3.1.Définition
Une tumeur cérébrale (TC), communément appelées tumeurs du systeme nerveux central, est
le résultat d’une succession de divisions incontrolées des cellules spécialisées qui constituent
les tissus du SNC ou des méninges. On distingue les tumeurs cérébrales primaires qui se
développent au dépends du parenchyme cérébral des tumeurs cérébrales métastatiques ou
secondaires qui proviennent d'un autre organe, tel que les poumons, les seins, les reins ou la
peau. Les tumeurs cérébrales peuvent étre bénignes ou malignes. Néanmoins, en raison de la
rigidité du crane, elles peuvent engendrer des complications graves dans les deux cas et
éventuellement engager le pronostic vital du patient atteint. Les types les plus fréquents de

tumeurs cérébrales sont les gliomes, les méningiomes, et les médulloblastomes [81].

Les manifestations cliniques d’une tumeur cérébrale sont variables. Elles dépendent

essentiellement de sa localisation, de son volume ou de la présence d’un cedéme. Ainsi, une
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tumeur localisée dans le lobe frontal entraine des troubles du comportement, tandis que dans
I’hypothalamus elle cause des déficits endocriniens, etc. Outre ces paramétres, 1’accessibilité

au traitement chirurgical et le degré de son agressivité conditionneront le pronostic [82].

3.2.Epidémiologie
Les études épidémiologiques portant sur les tumeurs cérébrales primitives qu'elles soient
descriptives, causales ou cliniques, doivent étre faites par types et sous-types histologiques, car
leurs causes, leurs facteurs pronostiques et leurs traitements sont spécifiques, rendant la
collection de données extrémement ardue, et justifiant 1’insuffisance des études portant sur les

TC.
3.2.1. Incidence et mortalité

Les tumeurs cérébrales touchent les adultes a tout age ainsi que les enfants, bien que les sous-
types prédominants et la fréquence des localisations différent. Chez les adultes, Les TC
représentent 2 a 3% de 1’ensemble des cancers, elles surviennent le plus souvent entre 1’age de
50-70 ans et les hommes sont plus sujets que les femmes a développer la plupart des tumeurs
cérébrales excepté pour les méningiomes [83]. Chez les enfants, elles représentent les tumeurs
solides les plus fréquentes et la premiére cause de mortalité [84]. Selon GLOBOCAN 2020, on

a enregistré 308 102 nouveaux cas de TC avec 251 329 déces dans le monde.

Les données épidémiologiques récentes ont tendance a démontrer une augmentation de
I’incidence globale des tumeurs du systeme nerveux central, particulierement les gliomes du
sujet agé et les lymphomes cérébraux. L’incidence peut varier selon les études et le type
histologique étudié, elle est également corrélée a la localisation géographique et ’ethnie ; Si
elle est plus élevée dans les pays industrialisés et les pays de I’Europe de 1’ouest ou les
conditions socio-économiques sont élevées, elle est plus faible au Japon.

En Algérie, les études sur les tumeurs cérébrales sont trés rares, les données provenant de
GLOBOCAN 2020 montrent que les TC représentent 3 % de I’ensemble des cancers, atteignant
1 777 nouveaux cas et 1 478 déces, ce qui les place au 10éme rang (vs 19 rang dans le monde)
en termes d’incidence et au 7éme en termes (vs 12 dans le monde) en termes de mortalité
(tableau?).

3.2.2. Facteurs de risque

La diversité des types histologiques suggére une multiplicité de facteurs de risque dont tres peu

sont clairement démontrés, on distingue parmi les facteurs augmentent potentiellement le risque
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de développer une tumeur cérébrale, des facteurs intrinséques et des facteurs extrinséques

[83,85]. Parmi les facteurs intrinséques on compte :

- L’Age et le sexe : Chez les adultes, bien qu’elles puissent survenir a tout age, le risque
de développer une TC augmente en vieillissant, de méme il existe une dépendance entre
I’apparition de certains sous types et le sexe du patient.

- La génetique : Il est estimé que 5% des tumeurs cérébrales sont liés a des facteurs
héréditaires, certaines se développent en relation avec des syndromes héréditaires tels
que la neurofibromatose, la maladie de VVon Hippel Lindau, la sclérose tubéreuse de
Bourneville, les syndromes de Turcot et de Li-Fraumeni. De plus, les études
pangénomiques réveélent que certains polymorphismes, intéressant au moins 7 genes
comme CDKN2B et RTEL1 constituent un facteur significatif du risque de survenue de
gliomes.

- Lestroubles de développement embryonnaire peuvent engendrer des tumeurs cérébrales
congénitales histologiqguement bénignes ou malignes.

Concernant les facteurs extrinseques, ils sont liés a I’environnement et peuvent étre de nature
physique, chimique ou biologique. Actuellement, les radiations ionisantes sont le seul facteur
de risque indiscutable pour 1’apparition d’une tumeur cérébrale. Plusieurs autres facteurs de
risque environnementaux sont étudiés et débattus on cite :

- Les expositions aux radiations non ionisantes telles que les radiofréquences liées a

I'utilisation du téléphone sans fil.

- L’exposition aux composées nitrés, les métaux lourds et les pesticides.

- Les Infections : certains virus comme le simian virus- SV40 (retrouvé dans des TC), le
VIH ou encore le HCMV augmenteraient le risque de survenue de TC [35,86].
D’autres facteurs de risque ont été incriminés, sans preuve avérées comme les traumatismes
craniens, |’épilepsie, la proximité de lignes électriques a haute tension, des facteurs

nutritionnels ou hormonaux, le tabac, 1’alcool.

De fagon intéressante ; des études suggerent comme facteurs protecteurs contre le
développement de TC, la présence d’un terrain atopique ou une maladie inflammatoire

réduisant jusqu’a 30 % le risque de survenue d’un gliome [87].
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Tableau 7 : Incidence mortalité et prévalence des tumeurs cérébrales en Algérie
(GLOBOCAN2020)
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3.3 Classification histo-moléculaire des TC

Les tumeurs cérébrales sont des pathologies a la grande variété histologique, pronostic et
d’évolution variables. Elles sont habituellement classées en fonction de leur aspect
histologique, de leur topographie et selon des parametres moléculaires récemment ajoutés. La
classification de référence est celle de ’OMS de 2021 qui se base sur les parametres
histologiques et moléculaires qui ont été introduits pour définir et caractériser les différents

phénotypes [88].

On distingue selon leur origine :

- Les tumeurs d’origine neuro-épithéliale, elles prennent pour origine les neurones ou
les cellules entourant les neurones (les cellules gliales). Dans ce cas, elles font partie
de la famille des gliomes. Certaines tumeurs sont aussi mixtes, ¢’est-a-dire qu’elles
sont composées d’un mélange de neurones et de cellules gliales. Les gliomes

représentent la majorité de ces tumeurs.
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- Les tumeurs des nerfs périphériques, proviennent des gaines des nerfs périphériques,
Elles se développent aux dépens des nerfs craniens et la majorité sont des
schwanomes.

- Les tumeurs méningées primitives : le plus souvent se sont des méningiomes.

- Les tumeurs germinales et les tumeurs de la région sellaire ainsi que les lymphomes

primitifs du Systéme nerveux central (SNC).

De par leur fréquence, leur gravité et les difficultés de traitement qu’ils posent. La majorité des
études se concentrent sur les gliomes. lls représentent 70% des tumeurs du SNC chez I’adulte
et 30% des cancers pédiatriques. Ces tumeurs récidivent trés fréquemment et sont pour la
plupart, de mauvais pronostic avec une survie moyenne de douze mois pour la majorité des
patients. La classification des gliomes est basée sur le type cellulaire prédominant (astrocytaire,
oligodendrocytaire ou mixte) et selon leur degré de malignité croissant. On distingue les
gliomes de bas grade (grade I et Il) et les gliomes de haut grade comprenant 1’anaplasique au

grade Il et les glioblastomes correspondants au grade 1V.

Quatre sous-types moléculaires de glioblastomes (GBM) ont été identifiés. Le sous-type
proneural, le sous-type neural, le sous-type mésenchymateux et le sous-type classique. Cette
individualisation est basée sur les mutations et les biomarqueurs caractéristiques de chaque type
et met en exergue la grande hétérogénéité au sein des glioblastomes (figure 22). Par ailleurs, on
retrouve deux entités différentes au niveau de la pathogénie moléculaire, les GBM de novo et
Les GBM secondaires qui se développent a partir de gliomes de bas grades.

3.4 Aspects moléculaires de la neuro-oncogenése

L’oncogenése des tumeurs cérébrales semble adhérer a la modélisation théorique de la
transformation néoplasique. En conséquence, Il est généralement admis qu'une tumeur
cérébrale est la conséquence d’une ou plusieurs mutations génétiques. Ces mutations au niveau
des geénes suppresseurs de tumeurs et des oncogenes aboutissent vraisemblablement au
développement des TC [89]. Par ailleurs, de nouvelles études ont mis en évidence 1’existence
de cellules souches cancéreuses (CSC) grace a des marqueurs spécifiques, pouvant donner
naissance a des gliomes et joueraient un réle clé dans la résistance de ces tumeurs aux thérapies

conventionnelles [90].
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Figure 22 : Sous types moléculaires des glioblastomes [91]. Chaque sous type est représenté
avec les principaux biomarqueurs moléculaires qui le distingue.

3.4.1 Altérations génétiques et epigénétique

Les explorations approfondies dans le domaine de la biologie moléculaire et de la génétique
visant une meilleure compréhension des mécanismes de développement des tumeurs cérébrales
ont dévoilé la présence de plusieurs altérations au niveau moléculaire.

Les gliomes par exemple, sont associés a ’altération de plusieurs voies de signalisation
impliquant différentes protéines et aberrations chromosomiques distinctes en pathologie
pédiatrique ou adulte. La gliomagenése des tumeurs de 1’adulte est liée a la présence de
mutations des genes IDH1/2 (isocitrate déshydrogénases) , du géne TP53,ATRX (alpha-
thalassémie/retard mental lié a I'X) et de la Co-délétion 1p19q, en plus de la récurrente
méthylation de I’enzyme MGMT (O6-méthylguanine-methyltransferase) qui participe a la
réparation de I’ADN dans les gliomes de bas grade [92]. Parallélement, les tumeurs de 1’enfant
et de I’adulte jeune sont secondaires aux mutations des genes codant pour les histones H3.1 et
H3.3 et BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) [93]. Par ailleurs, la présence

de ces altérations différe selon le grade que présente la tumeur gliale [94]. Ainsi :

- Les astrocytomes de grade Il (diffus) présentent dans 50% des cas une trisomie 7 ou un
gain de 7q et les trois mutations les plus fréquentes touchent TP53, IDH1 et PDGFRA

(récepteur A du facteur de croissance dérivé des plaquettes)
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- Les astrocytomes de grade Il anaplasiques présentent des mutations semblables aux
grades Il en plus des mutations du géne RB1(rétinoblastome) et une perte allélique sur
le chromosome 19.

- Dans les glioblastomes, les GBM de novo sont caractérisés par les mutations de PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog) et RB et la surexpression de EGFR et les
glioblastomes secondaires qui en plus des aberrations déja présentes dans les

astrocytomes de grades Il et I11, ont une perte sur le chromosome 10q.

Concernant le autres TC, si la Co-déelétion 1p 19q peut étre considérée comme un marqueur
d’oligodendrogliomes, les méningiomes sont caractérisés par la perte du chromosome 22q
entrainant 1’inactivation du géne NF2 (Neurofibromatose 2) situé sur ce méme chromosome.
De facon similaire, I’altération de PTCH (Homologue 1 de la protéine patched) est a l'origine
d'une activation aberrante de la voie SHH (Sonic Hedgehog) qui favorise la progression des
Iésions précancéreuses en médulloblastomes [89].

3.4.2 Marqueurs pronostiques et prédictifs

De nombreuses altérations moléculaires ont été étudiées pour établir leur éventuel role
pronostiqgue ou prédictif. Dans ce contexte, plusieurs marqueurs possédant une valeur
pronostique et ou prédictive de la réponse a des thérapies ont été identifiés. Nous citerons
I’hyperméthylation du promoteur du géne MGMT, la présence des mutations des
génes IDH1/2 et de la Co-délétion 1p19q. La présence d’hyperméthylation du géne MGMT
ainsi que la Co-delétion montrent une réponse favorable a la chimiothérapie quant au statut IDH
muté il est globalement considéré comme un facteur de bon pronostic. Inversement, la présence
des mutations du promoteur TERT, des altérations de I'EGFR ou une combinaison du gain du
chromosome 7 et de la perte du chromosome 10 classent I'astrocytome IDH de type sauvage en
glioblastome [95].

En outre, des études récentes explorant I’'impact d’un infiltrat immunitaire sur le développement
de GBM ont demontré une association positive entre la survie et une infiltration lymphocytaire,
attestant de la pertinence de 1’étude de I’infiltration immunitaire comme facteur permettant non
seulement la classification (grading) des tumeurs mais aussi, sa potentielle utilisation comme

facteur déterminant de I’application de la thérapie immunitaire dans les gliomes (figure 23)
[96].
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Figure 23 : Caractérisation de P’infiltrat immunitaire dans un gliome [97]. La figure montre
la composition du microenvironnement tumoral caractérisé par une infiltration limitée de la tumeur par
les cellules NK et les Lymphocytes T et a I’inverse une forte présence des macrophages dérivés de la
moelle osseuse (BM derived macrophages) et des microglies qui représentent les cellules immunitaires
résidentes dans le systéme nerveux. Ces dernieres sont responsables de la libération de plusieurs
cytokines comme le CCL2 etc.

3.5 Traitement

Les approches thérapeutiques s’appuient essentiellement sur le traitement chirurgical, la
radiothérapie et/ou la chimiothérapie. Certains médicaments sont régulierement associés, les
plus communs sont les corticostéroides et les anticonvulsivants. Néanmoins, en dépit de ces
traitements, le pronostic vital reste sombre par rapport aux autres tumeurs n’excédant pas les
12 mois en cas de GBM. Cette agressivité des tumeurs cérébrales résulte en grande partie de
leur localisation et leur caractéere diffus qui rend la chirurgie ou la radiothérapie complexe. De
plus, I’utilisation de la chimiothérapie est compliquée par la nécessité pour le médicament de

franchir la barriere hémato-encéphalique.

Bien que les immunothérapies développées depuis quelques années commencent a montrer des
signes encourageants d’efficacité (figure 24) [98]. D’importants travaux de recherche doivent

étre menés pour envisager une exploitation optimale de cette approche.
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Figure 24 : Les principales stratégies de I'immunothérapie dans le traitement des gliomes
[98]. La figure illustre différentes méthodes basées sur I’immunothérapie pour lutter contre les gliomes
a savoir : les virus oncolytique, la vaccination par les cellules dendritiques, 1’inhibition des points de
controles des cellules immunitaires comme PD1/ PDLI et I’utilisation des cellules CAR T qui sont
modifiées génétiquement pour reconnaitre et éliminer les cellules cancéreuses.
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1. Objectif de I’étude

Comme nous I’avons exposé précédemment, les cancers colorectaux (CCR) sont des
pathologies malignes fréquentes a la physiopathologie complexe qui impactent la santé
publique mondiale. En Algérie, bien que les études concernant les CCR soient relativement
rares, les taux révélés par I’OMS et les registres nationaux sont alarmants et témoignent de la
nécessité d’une meilleure compréhension de I’étiologie des CCR afin d’aboutir a des

traitements plus efficaces (GLOBOCAN 2020).

Le consensus actuel stipule que les cancers colorectaux resultent de I'interaction complexe de
plusieurs facteurs, notamment des facteurs individuels, génétiques et environnementaux. En
outre, de nombreuses études suggeérent que certaines infections par des agents pathogenes
d’origines bactériennes comme 1’infection avec Schistosoma japonicum [99] ou virales
comme les familles des papillomavirus [100], des hépatites virales [101] ou encore les
herpesvirus [102] seraient potentiellement impliquées dans le développement de CCR. Parmi
les herpesvirus, ’EBV et le KHSV connus déja pour leur propriétés oncovirales ainsi que le
HCMV dont le potentiel carcinogene est toujours discuté sont particulierement étudiés pour

leur potentielle association avec les CCR [103-105].

Malencontreusement les résultats obtenus sont discordants, si certaines études n’attribuent
aucun réle aux herpesvirus en général et au HCMV spécifiquement dans le développement des
CCR ou minimisent leurs effets, d’autres équipes suggerent fortement leur implication dans
’initiation et ou la progression des CCR. Ces disparités soulévent 1’impact inhérent des
conditions expérimentales comme les méthodes de détection, le choix de cohorte et le type
d’échantillons sur les résultats, et témoignent du besoin de recherches plus approfondies pour

statuer sur cette controverse [105].

Dans cette optique, nous nous proposons d’étudier la potentielle association entre le HCMYV et
le développement des CCR notamment en vue de I’insuffisance des études similaires dans la

région.

Notre étude comporte deux principaux volets : une étude épidemiologique descriptive effectuée
au niveau du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC) suivie par une étude
moléculaire portant sur la mise en évidence des herpesvirus humains dont le HCMV dans nos

biopsies tissulaires de CCR.
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1.1. Etude épidémiologique descriptive
1.1.1. Objectif

Le but de notre étude est d'évaluer le profil épidémiologique et anatomopathologique du cancer

colorectal dans notre population.
1.1.2. Meéthodologie

Nous avons mené une étude épidémiologique descriptive rétrospective sur des patients atteints
de cancer colorectal sur une période de 3 ans allant de 2017 a 2019. Toutes les informations
recueillies ont été récoltés a partir des dossiers méedicaux des patients hospitalisés au niveau du
service de chirurgie Générale du CHUC (service de chirurgie B) et du service d’anatomie
pathologique. Nous avons inclus dans 1’étude tous les patients diagnostiqués pour cancer
coligue ou rectal, ce diagnostic a été fondé sur I’examen clinique et paraclinique puis confirmé
par 1’étude histologique effectuée dans les laboratoires d’anatomo-pathologie (publics ou
privés). Pour chaque patient nous avons colligé les paramétres suivants : L’identifiant, le sexe,
1I’age, les antécédents médicaux ou chirurgicaux, le statut sérologique, le si¢ge et la localisation

tumorale exacte, les résultats anatomopathologiques et le stade TNM.
1.1.3. Description de la population d’étude

Notre cohorte comporte 198 patients atteints de CRC. Les carcinomes sporadiques sont
nettement prédominants, toutefois nous avons enregistré deux cas de syndromes héréditaires

qui sont le syndrome Peutz-jeghers et la polypose adénomateuse familiale.

1.2. Etude moléculaire
Pour réaliser notre étude, nous avons effectué une amplification par polymérase en chaine
(PCR) qualitative afin de déterminer le statut viral de nos biopsies quant a la présence du
HCMV. Parallélement, nous avons mené un criblage (un screening) de nos échantillons pour
I’ensemble des herpesvirus humains HHVs via une PCR nichée (Nested panherpesviruses PCR)

dans le but d'évaluer la présence d'un membre de la famille HHVs dans nos échantillons.
1.2.1. Echantillons cliniques

Les patients inclus dans cette étude ont été recrutés au niveau du Centre Hospitalier
Universitaire de Constantine (CHUC) suite a une consultation pour la résection d'une tumeur
colorectale entre novembre 2018 et septembre 2019. Comme critéres d'inclusion nous avons

considéré tous les carcinomes colorectaux primaires éligibles pour notre étude. En paralléle,

66



Chapitre 3 HCMV ET CCR

nous avons exclu les biopsies de petites tailles ou anciennes (biopsies antérieures a novembre
2018), afin d’éviter les échantillons présentant une faible qualité ou un faible rendement d'ADN.
Les patients atteints de lymphomes ou porteurs du VIH ont également été exclus de notre étude.
Les métadonnées cliniques jugées pertinentes ont été recueillies et sont résumées dans le tableau
8. L'étude a été menée sur la base de I'approbation du comité de recherche local. Cette
approbation éthique pour mener 1’investigation sur des échantillons humains a été délivrée par
le comité déthique du CHU Dr BENBADIS Constantine selon les principes éthiques
applicables a la recherche médicale sur des sujets humains mentionnés dans la déclaration
d'Helsinki (1964) et conformément aux recommandations du conseil national algérien d'éthique

en sciences de la santé (Annexe 1).

Notre analyse moléculaire a été effectuée sur 69 échantillons de tissus inclus en paraffine
(FFPE) incluant 61 biopsies de tumeurs colorectales provenant de patients agés entre 34 et 90
ans [moyenne d’age + écart-type : 66 = 9 ans], et présentant différents grades, localisations et
sous-types histologiques (Tableau 8). En outre, nous avons inclus, cing biopsies provenant de
patients atteints de maladies inflammatoires de I'intestin (MICI), deux échantillons représentant
le stroma tumoral et une muqueuse colique normale que nous avons considérés comme

échantillons controles.

Les biopsies des prélevements ont été fixées au formol puis incluses en paraffine apreés résection
par les techniciens du service d’anatomie pathologique du CHUC selon la procédure standard
[106], puis ont fait l'objet d'un examen anatomopathologique par deux médecins

anatomopathologistes pour confirmer le diagnostic.
1.2.2. Méthodes

Afin de réaliser notre analyse moléculaire nous avons d’abord procédé a I’extraction des acides
nucleiques (ADN/ARN) & partir des biopsies tissulaires de notre cohorte et nous avons
déterminé leurs concentrations et leurs puretés, ensuite nous avons évalué la potentielle
présence de I’ADN virale des herpesvirus et du HCMV via des PCRs qualitatives. Ci-dessous

nous détaillerons les différents protocoles que nous avons suivis.
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Tableau 8 : Métadonnées cliniques des patients inclus dans I’étude moléculaire

Caractéristiques
Groupes d’age

250

150-80 [

80=<

Sexe
Males
Femelles

Localisation tumorale

Sous types histologiques et
grades

Comorbidités

Diabeétes

Hypertension

Autres

Radio-Chimio thérapie avant
résection

Syndromes héréditaires

Rectum (28)

13

12

15
13

Haut rectum
2

Moyen rectum
1

Bas rectum
15

Non mentionnés
9

27 Adénocarcinomes
1 dysplasie bas grade
14

6

7
1

Radio-Chimiothérapie et /ou
radiothérapie

/

68

Colon (31)

19

23
8

Caecum
1

Gauche
4

Droit
7

Transverse
1

Jonction Rectosigmoidienne
14

Non mentionnés
4

29 Adénocarcinomes
2 dysplasie haut grade
19

7

7

5

Chimiotherapie pour le cancer
du célon métastatique
uniqguement

2

Syndrome Peutz jeghers
Polypose adénomateuse
familiale
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Extraction des acides nucléiques

Les acides nucléiques ont été extraits a partir des échantillons inclus en paraffine a l'aide du kit
d’extraction RNA FFPE tissus (Promega, ReliaPrep TM FFPE Total RNA Miniprep System,
Wisconsin, USA) (figure 25). Nous avons suivi le protocole d’extraction fourni par le fabricant
(Annexe2).Cependant nous avons apporté quelques modifications mentionnées ci-dessous.

NB.Toutes les centrifugations ont été effectuées a température ambiante.

SL Bulfer
] Sires 5 Buffor (LBY

(g =
: &) -
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Figure 25 : kit d’extraction d’acides nucléiques. Le kit (Promega, ReliaPrep TM FFPE Total
RNA Miniprep System, Wisconsin, USA) comprend une huile ménérale, un tampon de lyse, un
colorant bleu, la proteinase K , une solution de lavage, un tampon BL, I’eau sans nucléases, tubes

collecteurs etc. [107]
1.2.3. Matériels et solutions utilisés :

- Ethanol a 95-100 %

- Isopropanol & 100 %

- Bloc chauffant 80 °C

- Bloc chauffant 56 °C

- Colonnes d’extraction et de purification d’acides nucléiques.

- Coupes de biopsies tissulaires (<100pum).
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Préparation des solutions :

Avant de commencer la procédure, les solutions sont d’abord préparées comme suit : 0n ajoute
30 pl du colorant bleu au tampon de lyse et 120 ul d’éthanol a 95-100 % a la solution de lavage
1X.

Déparaffinage a I'aide d*huile minérale :

Pour déparaffiner nos échantillons, I'huile minérale est rajoutée selon la taille des coupes
réalisées (environ 50 microns), soit entre 300ul -500ul puis le mélange est incubé a 80°C

pendant 1 minute.
Lyse cellulaire :

Afin de procéder a la lyse cellulaire, 300 ul de tampon de lyse ainsi que 60 pl de protéinase K
sont ajoutés a 1’échantillon. Ce dernier est incubé d’abord a 56°C pendant toute une nuit puis a
80°C pendant 1 heure. Les tubes sont d’abord refroidis a température ambiante pendant 15

minutes puis centrifugés pendant 2 min a la vitesse maximale.
NB. Le traitement a la DNase | n'est pas effectué pour collecter a la fois I'ADN et I'ARN.
Liaison d'acide nucléique :

Brievement et selon les instructions du fabricant : 325 pl de tampon BL et 200l d'isopropanol
(100%) sont rajoutés a I'échantillon lysé puis le mélange est centrifugé a 10 000 x g pendant 30
secondes. La liaison des acides nucléiques est réalisée via I’utilisation de colonnes (Spin

columns) (figure 26).

Lavage et élution de la colonne

Nos échantillons sont d’abord lavés avec 500 pl de solution de lavage 1X. ce lavage est répété
deux fois puis centrifugés a 16 000 x g pendant 3 minutes pour sécher la colonne. (Il est
important de sécher la colonne pour éviter le transfert d'éthanol dans I'éluat). Nous avons utilisé
des tubes a faible adsorption d’ADN pour minimiser les pertes. Enfin, nous procédons a
I’¢élution des acides nucléiques en rajoutant 30 a 50 pl d'eau sans nucléases a la colonne qui est
centrifugée a 16 000 x g pendant 1 minute. Les acides nucléiques sont stockés a —20 °C jusqu’a

utilisation ultérieure.
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Figure 26 : Processus général d’extraction d’ADN via des colonnes.[108]

Evaluation quantitative et qualitative de PADN
La quantité et la qualité de I'ADN ont éte évaluées par spectrophotométrie (Implen N60
Nanophotometer) (figure 27).

La concentration des ADNSs obtenues était comprise entre [18ng/ul et 1ug/l]. 1l est a noter que
cette concentration varie selon la taille initiale de 1’échantillon. Quant a la pureté elle a été

évaluée selon le ratio d'absorbance obtenu a différentes longueurs d'onde. Nous nous sommes

focalisés sur les ratios 260/280 et 260/230 (Figure 28).

Figure 27 : Photographie du nanophotomeétre (Implen N 60).
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PCR de controle

Nous avons également effectué une PCR contr6le en utilisant la béta-actine (houskeeping gene)
qui est exprimé de maniére constante dans différents types de cellules et conditions
expérimentales comme contr6le interne. Cette technique est d’une importance cruciale
permettant & la fois 1’évaluation de l'intégrité de I'échantillon d’ADN, la vérification de
I'efficacité de I'amplification, la compensation des variations expérimentales et la normalisation
des différences de quantités d'ADN entre les différents échantillons, ce qui contribue a

I'obtention de résultats fiables et significatifs (figure 29).

230 260 280 Ratio de pureté :
| | |
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Figure 28 : Mesure de I’absorbance de I’ADN [109]. Le ratio 260/280 est utilisé pour évaluer la
pureté de I'ADN en termes de contamination par des protéines, des contaminants organiques ou
inorganiques. Une valeur idéale pour ce ratio est généralement comprise entre 1,8 et 2,0 pour I'ADN.
Quant au ratio 260/230 il permet d’évaluer la pureté de I'ADN en termes de contamination par des

solvants organiques ou des sels. Un ratio idéal pour ce parameétre est supérieur a 2.

Séquences géniques des amorces utilisées pour I'amplification de la Béta actine :
Amorce sens : SSATTGCCGACAGGATGCAGAA (Tm 58.4)

Amorce antisens : GCTGATCCACATCTGCTGGAA (Tm 61.2)
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Figure 29 : Electrophorése sur gel d*agarose (agarose a 1%) de la PCR Controle pour
I'amplicon béta-actine (Taille 260 pb). Des signaux intenses dans les échantillons testés
révelent la qualité de I'ADN extrait. M : 1 kb marqueur de taille ADN (Nippon Genetics (Duren,

Germany). 1.2.3.4 : échantillons testés.

Les échantillons de faible qualités ou concentrations en ADN, présentant des ratios
d’absorbance non optimaux ou affichant une absence d'amplification du gene de

controle interne ont été jugés inappropriés pour I'analyse et ont été exclus de I'étude.

Amplification des génes d’intérét
La mise en évidence de la présence virale au sein de nos échantillons a été effectuée via une

PCR nichée pour la détection des HHVs et via des PCRs qualitatives spécifiques au HCMV.
PCR nichée

La présence des herpesvirus humains a été testée par une PCR nichée permettant de détecter
tous les HHVs a la fois sur I’ensemble de nos échantillons (69 biopsies). L’amplification cible
une région conservée dans le géne codant pour I'ADN polymérase chez les HHVs et se fait
grace a I’utilisation d’amorces dioxy-inosines dégénérées d'Ehlers et al. [110] (Figure 30). Nous
avons utilisé le vecteur TB40/E HCMV BAC (aimablement fourni par le professeur Christian

Sinzger du Centre médical universitaire d'UIm, Allemagne) comme contrdle positif.
Amorces

La particularité de cette methode réside dans les amorces consensuelles que nous avons
utilisées. Elles sont dégénérées et contiennent de la désoxyinosine a des positions de
dégénérescence compléete pour maintenir une température de fusion basse, et assurer la

sensibilité de la méthode (tableau 9). Ces amorces ciblent le géne de I'ADN polymérase des
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herpesvirus situé dans le cadre de lecture numéro 9, qui est hautement conservé parmi les trois
sous-familles alpha-beta- et gamma-herpesvirus (figure31). Cette approche permet la détection

simultanée de tous les herpesvirus humains dans un échantillon donné [111].

Mested PCR
A
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sequence

Caractéristigues de la N e
PCR nichée (Wested PCR)
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Figure 30 : Principe de la PCR Nichée Panherpesvirus.[112] A : représente le principe général
de la PCR nichée. B : schéma représentant le gene cible (ADN polymérase) communs pour les alpha,
beta et gamma Herpesvirinae dans la PCR nichée et le set d’amorces dégénérées internes et externes

utilisées dans la technique.
Description du protocole

Nous avons effectué la PCR nichée avec le kit TagMan™ Fast Virus 1-Step Master Mix

(Thermofisher, Massachusetts, USA) en suivant les étapes decrites ci-dessous :
Premier tour

Les ADNs matrices ont été amplifiées dans 25 pl de réaction qui contenait 5 pl de tampon one
mix, 1M de chaque amorce DFA/ILK/KG1, 4 ul de H20, 2 U de Taqg Polymerase, 200 M de
désoxynucleotide triphosphate (ANTP) et 5ul d’ADN matrice.
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Les cycles de températures variaient selon les températures suivantes : un premier cycle a 95°C
(15 min.), suivis de 40 cycles : 95°C (20 sec.), 46°C (30 sec.), 72°C (30 sec.), et un dernier
allongement de 72°C (10 min.).

Deuxiéme tour

Le mélange réactionnel pour le deuxiéme cycle de PCR contenait : 5 ul de tampon one mix, 1
M d'amorce TGV et IYG, 8 uL d'H20, 2 U de Taq Polymérase, 200 M de dNTP, 5 ul du produit
PCR du premier tour dilué au 1/5.

La souche TB40/E du HCMV et I'eau sans nucléases ont été utilisées comme contrdle positif et
négatif respectivement.

L'amplification a été détectée par électrophorese sur gel d'agarose a 1% avec 1X TAE.

Tableau 9 : Liste des amorces dégénéreées et leurs caractéristiques.

Amorces

Amorces sens
DFA

ILK

Amorce
antisens
KG1

Amorce sens
TGV

Amorce
antisens
IYG

Séquences nucléotidiques

SGAYTTYGC(N/DAGYYT(N/I) TAY CC

5’TCCTGGACAAGCAGCAR(N/)YSG

C(N/)M T(N/I)AA

5’GTC TTG CTC ACC AG(N/I) TC(N/I)

AC(N/) CCY TT

5’ TGT AAC TCG GTG TAY GG(N/I)
TTY AC(N/1) GG(N/I) TTY AC(N/I)

GG(N/I) GT

5’CAC AGA GTC CGT RTC (N/I)CC RTA

DAT

75

Tours

Tour 1

Tour 1

Tour 1

Tour 2

Tour 2

Tm

38

54

57

63

52

Taille de

I’amplicon

215+235 pb
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Test de sensibilité

Avant de tester nos échantillons avec la PCR nichée, nous avons voulu déterminer le seuil de
détection de cette approche. Pour ce faire, nous avons effectué¢ une série de dilution d’un
contrble positif. Ces concentrations initiales décroissantes de notre contréle ont été utilisées
comme ADNSs substrats pour la PCR nichée. Puis, nous avons procédé a 1’électrophorése sur
gel d’agarose a 1% avec 1X TAE. Le TB40/E BAC a éte utilisé comme contrdle positif.

PCR HCMV

Pour la détection du génome du HCMV, nous avons utilisé des amorces spécifiques au HCMV
(tableau10) dans un sous-ensemble randomisé de notre cohorte (30 échantillons). Nous avons
ciblé dans notre étude les deux genes les plus étudiés et les plus conservés du HCMV qui sont
I’ULS5 codant pour la protéine gB et I’UL54 codant pour I'ADN polymérase virale [112].

Description du protocole

Le mélange réactionnel contenait 5 pl de tampon one mix, 0,5 pul de mélange dNTP, des
amorces gauche/droite (concentration finale de 0,6 uM), 2 U de taq polymérase, 11 pl d'eau

sans nucléases et 5 pul d’ADN matrice.

Ensuite, nous procédons a une électrophorése sur gel d’agarose a 2% pour la détection.

Tableau 10 : Amorces utilisés pour ’amplification du HCMV

Amorces Séquences nucléotidiques Tm  Taille de ’amplicon
gB (UL55)
: 58 205 pb
Amorce sens 5’GACGGTCAAGGATCAATGGC
58

Amorce antisens 5’GTCGGCGTTTTCTCCAAAGT

DNA Pol (UL 54)

, 58 180pb
Amorce sens 5’ CATGGCCAAGACTAACTCGC

. 59
Amorce antisens 5>’ AACAGATCGCGCACCAATAC
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2. Résultats

2.1. Etude épidémiologique

2.1.1. Répartition selon I’age et le sexe

Sur les 198 cas, nous avons enregistré 111 hommes pour 87 femmes soit un sexe ratio de 1.28
(Figure 31). La tranche d'age variait de [23 - 90] ans avec une moyenne d’age de 58 ans.
Toutefois, il semblerait qu’il existe une précocité d’apparition des CCR selon le sexe, chez les
femmes le pic de survenue apparait dans la tranche [50-60] ans avec une moyenne d’age de 56

ans vs un pic entre [60- 70] ans chez les hommes avec un 4ge moyen de 59 ans (Figure 32).

SEXE RATIO AU SEIN DES CCR

Emales mfemelles

Figure 31 : Sexe ratio de la population d’étude.

2.1.2. Répartition selon la localisation

Dans notre série de cas, | ’atteinte au niveau du colon était plus fréquente avec 116 cas vs 82
cas de tumeurs rectales. Ou on observe une précocité d’apparition chez les femmes par rapport
aux hommes avec une moyenne d’age de 56 ans vs 59 ans pour les hommes pour les CCR
(figure 33). La localisation recto-sigmoidienne était la plus commune et cela indépendamment
du sexe. On observe également que I’atteinte du sigmoide est prépondérante et ce quelle que

soit la tranche d’age étudiée (Figure 34).
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NOMBRE DE CAS DES CCR SELON LES TRANCHES
D'AGE
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Figure 32 : Répartition des deux sexes selon la tranche d’age.
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Figure 33 : Moyennes d’age selon la localisation chez les deux sexes.

2.1.3. Répartition selon le type histologique et le stade

Sur I’ensemble de nos échantillons, 99 % des cancers étaient sporadiques vs 1% de cas avec
une composante héréditaire liée au syndrome Peutz jeghers et le syndrome de polypose
familiale. 99,5% des CCR étaient des adénocarcinomes vs 0,5% de tumeurs mésenchymateuses.
A I’échelle microscopique, I’adénocarcinome lieberkhiinien représentait 73% des cas suivi par
I’adénocarcinome colloide 23%, puis par I’adénocarcinome en bague a chaton 4% (Figure 35).
La majorité de ces adénocarcinomes étaient bien différenciés avec 69,4% des cas, 24,3% étaient
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moyennement différenciés et seulement 6,3% peu différenciés et cela indépendamment de la

tranche d’age étudiée (figure 36).

Localisations tumorales coliques
selon les tranches d'age

p 40

(8]

i - " n

g N

'g 0 - = _— [ [ ]
2 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90

Tranches d'age

B droit M gauche M transverse sigmoide Mrectosig Minconnue

Figure 34 : Localisation des tumeurs coliques selon la tranche d’age.
(rectosig : charniére recto sigmoidienne).

Figure 35 : Les différents sous-types histologiques du cancer colorectal [113]. A représente les
différents grades de 1’adénocarcinome lieberkhiinien : 1 bien différencié, 2 moyennement différencié,3 peu

différencié. B représente le Carcinome colloide (mucineux), C représente le carcinome en bague a chaton.
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Concernant la stadification TNM (Tumeur, ganglions, métastases) : 72,6% des cas avaient des
tumeurs classées pT3, 18,8% classées T4, 6,8% Classées T2 et 1,7% classées T1. 23% des
patients présentaient des métastases situées majoritairement dans le foie 78% (1 cas au cerveau,

1 cas aux ovaires, 1 cas au poumon et 1 cas au niveau de I’appendice).

répartirtion des grades selon les tranches d'age
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Figure 36 : Répartition des grades des CCR selon les tranches d’age.
2.1.4. Comorbidités

Nous avons également relevé la fréquence des autres pathologies chez nos patients.
Concernant les antécédents médicaux : I’hypertension artérielle (HTA) 26% et le Diabéte (type
1 et 2) 18% des cas représentaient les comorbidités les plus courantes chez nos patients. 3 %
des patients atteints de CCR présentaient d'autres pathologies cancéreuses. Et 43% des patients

avaient des Antécédents chirurgicaux divers.

Le statut sérologique a également été colligé quand il est mentionné ; cing patients étaient
positifs au virus de I’hépatite B (HBV) deux positifs au virus de I’hépatite C (HCV) et un patient
positif au Zona (VZV).

2.2. Analyse moléculaire
Notre cohorte d’étude comprenait 69 échantillons, dont 61 représentaient des biopsies de
tumeurs colorectales. La tranche d’age variait de 32 a 90 ans avec un age moyen de 66 £ 9 ans.
Le sexe-ratio était de 1,8 en faveur des hommes. Les adénocarcinomes étaient le sous-type
histologique prédominant atteignant 92 % des cas, localisés principalement a la jonction recto-
sigmoidienne. A I'exception de 2 cas affectés par des syndromes de prédisposition héreditaires,

les autres cancers ont été considérés comme sporadiques (Tableau 8).
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Dans notre étude, nous avons d'abord procédé a un contréle PCR avec des amorces B-actine
pour évaluer la qualité de I'ADN extrait. La figure 30 montre une amplification positive du géne

de controle utilise (B-actine = 260bp), ce qui valide la qualité de nos échantillons.

Nous avons également testé la sensibilité de la PCR nichée avant d'effectuer 1’amplification.
Les résultats du gel d’électrophorése d'agarose indiquent un seuil de détection allant jusqu'a 10*

copies du contréle positif TB40E (figure 37) comme concentration initiale.

Figure 37 : Test de sensibilité de la PCR nichée. M : marqueur de taille (Nippon Genetics Fast
Gene 50 bp DNA Maker, Duren, Allemagne), 1: 10° copies, 2: 10* copies, 3: 10° copies, 4:10? copies,
5: 10! copies, 6: 10° copie, 7: control négatif.

La PCR nichée a été réalisée sur I'ensemble de notre cohorte (n = 69). Malgré la sensibilité de
cette méthode, démontrée ci-dessus, la présence d'herpesvirus humains n'a pas été détectée ni

dans la cohorte de patients ni dans les groupes témoins (Figure 38).

Les PCRs qualitatives effectuées sur 30 échantillons et réalisées avec des amorces ciblant le
génome du HCMV n’ont pas révélé la présence du virus (Figure 39). Ce qui confirme les

résultats précédents obtenus avec la PCR nichée.
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Figure 38 : PCR nichée pour détecter les herpesvirus dans nos échantillons. Tous les
échantillons analysés étaient negatifs. A 1- 14 CRC, 15 : contr6le positif, 16 : controle négatif. B 1-5 :
Maladies inflammatoires de l'intestin (MICI), 6-7 : dysplasies de haut grade, 8 : rectum de bas grade, 9
: polypose adénomateuse familiale, 10 : syndrome de Peutz-Jeghers, 11-14 : cancer colorectal CRC,15
: témoin positif, 16-18 : stroma tumoral, 19 : contréle négatif. M : marqueur de taille.

1234567 830NDBUGHITIBIM

Figure 39 : PCRs pour détecter le cytomégalovirus humain (HCMV). Les PCRs sont

effectuées sur un sous-ensemble randomisé de notre cohorte. A et B représentent
I'électrophorese en gel d'agarose des PCR UL54 et UL 55 respectivement et montrent I'absence de

détection du HCMV. 1-17 : biopsies de cancer colorectal, 18 : contrble négatif, 19 : contréle positif,
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3. Discussion

3.1. Evaluation des caractéristiques épidémiologiques :

Le cancer colorectal figure parmi les cancers les plus diagnostiqués dans le monde avec une
incidence d'un million et demi de nouveaux cas chaque année. Il constitue la deuxieme cause
de mortalité par cancer atteignant 930,000 déceés dans le monde [46]. Les perspectives relatives
aux taux d'incidence de la maladie sont sombres, avec une augmentation de 60 % du fardeau
mondial [114]. Lorsqu’il est détecté a un stade précoce de son évolution, le cancer colorectal
offre un tres bon pronostic, ainsi, grace au dépistage on dénote une nette amélioration des taux
de survie dans le CCR localisé avec une guérison complete dans 90 % des cas.
Malencontreusement, le CCR meétastatique présente toujours un mauvais pronostic. Or, la
moitié des patients traités peuvent développer des métastases quel que soit le traitement prescrit
[115].

Il est intéressant de constater que les données mondiales issues de 184 pays et fournies par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), par le biais de son institution spécialisée Globocan
(global cancer observatory), révélent une grande disparité entre les différentes régions du
monde en ce qui concerne ces chiffres. En effet, I'incidence du cancer colorectal peut varier
d'un facteur de 10 d'un point a l'autre du globe. L'Europe de I'Ouest, I'Amérique du Nord,
I'Australie et le Japon se distinguent trés nettement des autres parties du monde. En outre, il
semblerait que 1’épidémiologie de cette pathologie évolue au cours du temps (GLOBOCAN
2020). En ce sens, des chercheurs menant une étude rétro-prospective visant a interpréter ces
estimations ont pu identifier différentes tendances relatives aux taux d’incidences et mortalités
selon les pays [73]. Ces derniers ont été classés en trois groupes, premiérement ceux ou
I'incidence du cancer colorectal ainsi que sa mortalité se sont plutdt révélées a la hausse ;
deuxiémement ceux ou l'incidence a augmenté mais ou la mortalité a diminué ; et enfin ceux
ou l'incidence comme la mortalité ont toutes deux baissé. Il est hautement probable que le
dépistage plus systématique de la maladie, I'amélioration des procédures thérapeutiques et
I'efficacité accrue des protocoles de chimiothérapie et de radiothérapie soient responsables de
la diminution de la mortalite dans les groupes 2 et 3. A contrario, l'augmentation des nouveaux
cas observée dans certains pays des groupes 1 et 2 est tres probablement liée a leur adoption
rapide d'un mode de vie occidentalisé caractérisé par la forte consommation dalcool, le
tabagisme, une alimentation déséquilibrée, une prévalence accrue de I'obésité et une diminution
de l'activite physique qui représentent conjointement les principaux facteurs de risque de
développement de CCR [116].
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Conformément a ces données, 1’ Algérie fait partie du premier groupe avec une augmentation
rapide de 3,7% par an. Si en 2020 on a enregistré 6 526 cas de CCR, le nombre de cas pourrait
atteindre les 12000 cas en 2040. Selon ces mémes prédictions la mortalité liée au CCR risquerait
de passer de 3600 déces a 7300 déces en 2040 (GLOBOCANZ2020). Au niveau locorégional
1’ Algérie occupe la premiere place en termes d’incidence suivi par le Maroc (4500 cas) puis par
la Tunisie (3200 cas) (GLOBOCAN2020). Ces alarmantes statistiques suggérent une
augmentation de I'exposition a des facteurs de risque, en particulier suite aux mutations sociales
importantes survenues dans le pays au cours des deux dernieres décennies. Par ailleurs, ils
témoignent de la nécessité d’une mise en place de programme de dépistage systématiques de
cette pathologie ainsi qu’une plus fine connaissance de cette pathologie en Algérie.

Dans cette optique, nous avons voulu établir un état des lieux des CCR en réalisant une étude
rétrospective, au niveau du CHUC un des plus grands centres hospitaliers de 1’est du pays.
Cependant, en raison des dossiers de malades qui ne sont toujours pas informatisés, nous nous
sommes confrontés a une insuffisance de données qui a de ce fait entravé une parfaite
homogénéisation de nos résultats quant aux différents aspects étudiés. Par ailleurs, la couverture
de I’enregistrement épidémiologiques du cancer par les différents réseaux du pays est encore
incompléete. Par conséquent, les chiffres disponibles ne permettant pas d’apprécier avec

précision les différentes caractéristiques des CCR dans notre pays.

L'incidence du cancer colorectal varie selon plusieurs facteurs dont I’age et le sexe. On observe
une tendance a une incidence plus élevée chez les personnes plus &gées, ainsi qu'une Iégére
prédominance chez les hommes par rapport aux femmes. Dans notre série de cas composée de
198 patients atteints de CCR, nous avons enregistré 111 hommes pour 87 femmes soit un sexe
ratio de 1.28. Le sexe ratio au niveau mondial est d'environ 1,5 tandis qu'en Algérie, il est
d'environ 1,16, de ce fait notre sexe ratio calculé de 1,28 rejoint cette tendance globale observée
dans les autres études[117]. Cette légere disparité pourrait étre expliquée par des différences
comportementales telles que le tabagisme, la consommation d'alcool, les expositions
professionnelles et par les facteurs hormonaux [118]. Il a été démontré que I'exposition aux
hormones sexuelles féminines était associée a la promotion du cancer dans de nombreuses
localisations [119], toutefois, l'exposition aux cestrogénes Serait associée a un risque réduit de
développement de cancer colorectal [118]. Bien que I’explication exacte soit encore inconnue,
la decouverte de recepteurs oestrogéniques au niveau des parois coliques saines possedant des

activités antitumorales ; notamment 1’activation des signaux pro-apoptotiques, modulation de
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I’immuno- surveillance et I’inhibition de ’inflammation pourrait constituer un élément de

réponse [120].

Concernant 1’age, il est établi que les personnes agées présentent un risque plus élevé de
développer cette maladie par rapport aux jeunes. Cela peut étre dd a I'accumulation progressive
de mutations génétiques et de facteurs de risque au fil du temps [121]. Selon I’OMS, la moyenne
d'age d'apparition du cancer colorectal dans le monde se situe généralement autour de 60 a 70
ans. Cependant, on observe récemment une incidence croissante chez les personnes plus jeunes
agés de moins de 50 ans chez qui le CCR est souvent diagnostiqué a un stade tardif ou la maladie
est plus difficile a traiter et par conséquent, le pronostic chez ces patients est plus sombre. Dans
notre seérie de cas, nous avons observé une précocité d’apparition de CCR illustrée par une
moyenne d’age de 58 ans les deux sexes confondus. Malheureusement, les données précises sur
la moyenne d'dge d'apparition du cancer colorectal en Algérie ne sont pas facilement
accessibles. Néanmoins, certaines études universitaires semblent confirmer cette précocité
d’apparition dans la moyenne d’age [122] [123] [124]. Cette derniére est plus visible chez les
femmes notamment dans 1’atteinte colique avec une moyenne d’apparition de 56 ans vs 60 ans
chez les hommes (figure 33). Cette précocité dans la moyenne d’age suggére une potentielle
implication d’une composante génétique héréditaire dans la survenue de ces CCR [125]. En
effet I’atteinte d’un syndrome héréditaire telle que le syndrome de Lynch ou la PAF
représentent un risque accru de développer un cancer colorectal particulierement a un age
précoce [126]. Toutefois, dans notre cohorte d’étude comportant 198 patients, nous avons
relevé uniquement deux cas de prédisposition héréditaire liés au syndrome Peutz-jeghers et a la
PAF. Ceci dit, la présence d’une composante héréditaire non liée a des syndromes connus
demeure envisageable. Il convient de noter que la prévalence spécifique de ces syndromes
héréditaires en Algérie n'est pas clairement documentée. Cependant, des études algériennes
portant sur le syndrome de lynch ont pu identifier plusieurs familles atteintes par ce syndrome
et grace au séquencage génique, ils ont décrit de nouveaux variants de génes impliqués dans ce
syndrome [127] [128].

Le CCR est une pathologie héetérogéne, elle est anatomiquement divisée en droite et gauche
selon la localisation de la tumeur par rapport a I'angle splénique. Les données épidémiologiques
montrent une augmentation de 1’incidence du colon droit et du colon gauche plus rapide chez
I’homme que chez la femme et une stabilité globale des cancers du sigmoide et du rectum [129].
Or, plusieurs études affirment que cette localisation impacte le développement, les

caractéristiques clinico-pathologiques, le traitement et le pronostic de la maladie [130].
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Conformément a nos données (figure34) et aux données de la littérature, la localisation
sigmoidienne et recto-sigmoidienne représentent la localisation la plus prépondérante quel que
soit le sexe ou la tranche d’age étudiés [131]. En parallele, on observe un glissement progressif
des cancers du colon gauche au profit du colon droit. Outre ce gradient d’incidence, la
localisation colique droite est associée a un pronostic défavorable [132]. Plusieurs hypothéses
avancent que ces divergences seraient liées a plusieurs facteurs dont les différents mécanismes
moléculaires qui sous-tendent la pathologie suivant la localisation [133], I’anatomic et
I’embryologie de I’intestin et ’action spécifique des aliments et nutriments qui varie selon la
localisation colique [134]. Concernant les critéres histo pronostiques, nos résultats semblent
étre globalement en accord avec les données de la littérature algérienne et internationale plagant
les adénocarcinomes liberkuhnien bien différenciés en premiére place en termes de fréquence
[135] [136]. Selon la classification pTNM de dukes (Annexe3), la majorité de nos patients
( 72%) présentaient un stade T3 au moment du diagnostic a la différence d’une étude menée

par des chercheurs tunisiens ou le stade T2 était plus fréquent [137].

Malencontreusement, nous n’avons pas pu étudier les caractéristiques moléculaires des CCR
de notre cohorte vu que la classification moléculaire n’est pas encore en vigueur dans les

différents CHU du pays.

En conclusion, la progression rapide de ce cancer et sa concomitance avec les mutations
sociales importantes vécues en Algérie durant les deux derniéres décennies fait évoquer une
exposition accrue a certains facteurs de risques parmi les plus importants nous citons le
changement du mode de vie entrainant une mobilité individuelle réduite associée a un
changement des habitudes alimentaires, ainsi qu’une modification profonde de I’environnement
avec une industrialisation rapide et polluante. Par conséquent, la mise en place d’une stratégie
efficace de dépistage est clairement justifiée et constitue conjointement avec une sensibilisation

de la population, une priorité sanitaire majeure.

3.2. Investigation sur I’implication des herpesvirus dans le développement des CCR :
L’hétérogénéité du cancer colorectale associée a la surmortalité observée notamment dans les
formes métastatiques, mettent en évidence un sérieux besoin de développer un traitement plus
efficace et adapté pour chaque cas, en phase avec I'ére de la médecine personnalisée [115]. Pour
ce faire ; une meilleure compréhension de cette pathologie a 1’échelle clinique et moléculaire
est indispensable. Les études épidémiologiques analytiques ont permis de mettre en evidence

plusieurs facteurs de natures variables potentiellement impliqués dans le développement
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tumoral [75]. Parmi ces facteurs, les agents pathogenes et principalement certains virus sont
des facteurs extrinséques souvent étudiés pour leur potentielle association avec le
développement tumoral [138]. De par leur potentiel oncogénique, 1’infection par des virus tels
que le HPV ou le KHSV constitue un risque accru de développer certains cancers comme le
cancer utérin, le sarcome de kaposi etc. Une éventuelle implication virale dans le
développement du CCR pourrait d’une part servir comme biomarqueurs viraux caractéristiques

de la pathologie, d’autre part fournir une nouvelle piste thérapeutique [56].

La pertinence d'une potentielle implication virale dans la pathogenése du cancer colorectal est
justifiée par une pléthore d'études qui ont montré la présence de certains oncovirus comme le
HPV, le HBV et certains herpesvirus dans des échantillons cliniques de CCR, et ce a l'inverse
des cohortes témoins étudiés [139,140]. Les infections herpétiques sont généralement
asymptomatiques entrainant des maladies bénignes chez I'n6te immunocompétent lors de
I'infection primaire ou dans la réactivation virale. A l'inverse, les herpesvirus induisent
fréguemment des infections séveres chez I'n6te immunodéprimé ou chez le nourrisson dont
I’immunité est encore immature. Dans ces circonstances, les symptoémes peuvent étre graves et
la récidive plus fréquente pouvant parfois mettre la vie du sujet en péril. Plusieurs études ont
démontré I'association des herpesvirus avec des troubles humains multiples et variés, tels que
I'encéphalite, le retard mental congénital et la perte auditive etc. [11] Récemment, de potentiels
liens insoupconnés avec des maladies multifactorielles telles que les lésions vasculaires, les
maladies chroniques de l'intestin et le cancer ont été mis en évidence [141-143]. A ce jour,
seuls le KSHV et ’EBV, deux gammaherpesviruses humains sont considérés comme des
oncovirus associés a plusieurs types de cancers comme les sarcomes, les lymphomes et les
carcinomes nasopharynges [144,145]. D'autres membres de cette grande et large famille comme
le HCMV sont étudiés pour leur éventuelle implication dans les pathologies malignes. En effet,
ce bétaherpesvirus disposerait de potentielles oncoprotéines virales pouvant initier ou
promouvoir la transformation maligne. En outre, il est présenté comme un modéle

caractéristique du nouveau paradigme qu’est 'oncomodulation [6].

Les HHV peuvent egalement avoir de potentiels roles dans la cancérogenése colorectale. Méme
si leurs effets ne sont pas encore clairement établis et restent encore controversés. Plusieurs
arguments plaident en faveur de leur implication. D’abord, leur capacité a établir des infections
latentes a vie - une caractéristique commune de tous les herpesvirus - pourrait conduire a une
inflammation chronique et persistante [86]. Cette inflammation peut jouer un réle pivot dans le

développement du CCR, car elle peut agir soit comme facteur inducteur de la tumorogenese,

87



Chapitre 3 HCMV ET CCR

comme dans le cancer associé a la colite (CAC), soit comme promoteur, en provoquant d'autres
dommages a I'ADN et une instabilité dans les tumeurs déja établies. Ensuite, les oncoprotéines
virales synthétisés par ces virus sont capables d’altérer plusicurs voies de signalisations
critiques au niveau des cellules infectées telles que MAPK/Ras, Wnt/B-caténine, voie de
signalisation de P53 etc. En perturbant ces voies de signalisation critiques, les oncoprotéines
virales peuvent favoriser la survie cellulaire, la prolifération incontrélée et I'échappement aux
divers mécanismes cellulaires de suppression tumorale. Cela crée un environnement propice au
développement de tumeurs et contribue a leur progression [146-148]. De facon intéressante, Il
a été réecemment mis en lumiere qu’a I’échelle moléculaire, ces mémes voies sont frequemment
altérées dans les carcinomes colorectaux, et seraient responsables de I’hétérogénéité observée
au sein des CCR. Cette juxtaposition laisse supposer que ces herpesvirus pourraient jouer un
role dans leur développement [149]. De plus, I'infection des cellules tumorales par certains virus
de I'herpés tels que le HCMV peut causer une oncomodulation, affectant ainsi le comportement
de la tumeur et augmentant l'agressivité du cancer [150].

Par ailleurs, malgré la rareté des études loco-régionales concernant la prévalence des
herpesvirus au sein de la population générale, les statistiques montrent que I'Afrique du Nord
(AN) est une région endemique de l'infection a certains herpesvirus comme I’EBV et ’HSV1
particuliérement pendant I'enfance et ou I’incidence ne semble pas diminuer indépendamment
des améliorations des conditions socio-économiques. Fait important, la primo-infection a EBV
semble survenir plus t6t en Algérie que dans les pays industrialisés, comme la France [151,152].
De plus, nous enregistrons la plus forte incidence de cancers associés a I'EBV dans la région.

Justifiant de ce fait I’intérét accordé a cette famille virale [153].

Dans cette étude, nous avons cherché a vérifier la présence des herpesvirus humains et
notamment le HCMV dans nos échantillons via une méthode sensible s’appuyant sur la PCR
(nichée et standard). Cependant, tous les échantillons testés avec les deux méthodes étaient
négatifs pour I’ensemble des herpesvirus humain y compris le HCMV. Nos resultats semblent

concorder avec d'autres études similaires citées dans le tableaull.

D’abord, nous soulignons que les caractéristiques cliniques de notre cohorte comprenant 69
échantillons sont conformes aux tendances mondiales. Les taux d'incidence sont plus élevés
chez les hommes que chez les femmes (sexe ratio, SR = 1,8), I'dge moyen au début de la tumeur

66 = 9 ans ainsi que les différents autres parametres cliniques sont également en accord avec les
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données mondiales(tableau8). Ensuite, concernant I’association entre les HHVs et le

développement de CCR, nous distinguons trois positions dans la littérature.

En premier lieu, de fagon semblable a nos résultats, de nombreux chercheurs menant des études
quantitatives ou qualitatives n’ont pas pu déceler la présence de HHV au sein des CCR
(tableaull). En effet, des études a grande échelle se basant sur différentes techniques telles que
le séquencage a haut débit n'ont pas détecter les virus a8 ADN y compris les HHV[154]. Les
mémes observations ont éte faites pour les études qualitatives basées sur la détection spécifique
d’un virus [155,156]. Notons que les virus de I'nerpes les plus fréquemment étudiés pour un
potentiel réle dans le développement du CCR sont le HCMV et I'EBV[157]. Malgré cela, leur
lien avec le développement de CCR n’est toujours pas établi du fait de I’échec de plusieurs
chercheurs a mettre en évidence le matériel génétique de ces virus via I'hybridation in situ (ISH)
ou la PCR. Ces études ont été menées sur des échantillons provenant de tumeurs primaires ou
secondaires en comparaison avec les tissus témoins mais les chercheurs n’ont pas détecté de
présence virale dans les carcinomes, les métastases ou les tissus sains adjacents [158,159]. De
facon intéressante, une expeérience basée sur une culture a long terme de cellules de carcinome
colorectal dérivées de patients atteints de CCR et en présence de particules virales, ne révele
aucune preuve d'infection ou d'intégration virale. Or, ces virus sont connus pour leur assez large
tropisme pouvant infecter plusieurs types cellulaires dont les cellules épithéliales, les cellules
immunitaires et méme les cellules tumorales [160]. Ce qui laisse suggérer que d’autres facteurs
cellulaires et moléculaires sont responsables de cette restriction observée au sein de ces cellules

tumorales.

En deuxieme lieu, d’autres études épidémiologiques fondées sur diverses techniques
analytiques n’attribuent pas un réle majeur aux herpesvirus humains dans 1’étiologie du CCR
(tableaull). Conformément a ces résultats, les tests sérologiques n’ont révélé aucune différence
significative entre la prévalence de certains anticorps spécifiques a I'EBV, le HSV1 et le VZV
chez les patients atteints de CCR et ceux des témoins [80]. A contrario, les variations de taux
d’anticorps viraux observées chez certains patients ont été attribués a la réactivation virale aprés
la chimiothérapie ou la radiothérapie et n’impliquent pas nécessairement leur présence dans la
tumeur [161]. Les patients inclus dans notre cohorte d’étude, principalement ceux qui
présentent une atteinte au niveau du rectum, ont suivi des chimio-radiothérapies néoadjuvantes,
c’est pourquoi nous n’avons pas effectué de sérologie dans notre étude. Des études
complémentaires, basées sur la PCR quantitative en temps réel, le séquencage,

I'immunohistochimie ou I'nybridation in situ, n'attribuent aucun réle majeur aux herpesvirus
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humain tels que le HSV2, VZV et le HCMV dans le CCR, malgré leur présence dans les
échantillons cliniques. Toutefois, ils suggérent une inhibition potentielle des CRC par le HSV1
[102,162,163].

Enfin, les partisans de ’association entre le CRC et les HHVs suggerent que leur prévalence
pourrait dépendre de certaines conditions expérimentales comme le choix de la méthode et sa
sensibilité (tableaull). Ainsi, les études utilisant la PCR, ont remarquablement observé les taux
d’infection par les HHVs les plus élevés par rapport aux autres méthodes d’analyse [4].
Néanmoins, en utilisant cette technique, nous n’avons pas détecté ces virus dans nos
échantillons. Certaines études suggérent que la présence des HHVs dépendrait du sous-type
histologique de la tumeur car les lymphomes seraient plus susceptibles d’étre positifs que
d’autres types histologiques. En effet, des études comparatives menées sur les adénocarcinomes
et les lymphomes, ont révélé la présence exclusive de virus comme I’EBV dans les lymphomes
et leur absence dans les adénocarcinomes [164,165]. Or, I’implication de certains HHVs dans
le développement de certains lymphomes est un fait avéré [166]. Pour tester cette observation,
nous nous sommes concentrés sur les adénocarcinomes de différents grades, et ils étaient tous
négatifs. En outre, les ISH ont montré une localisation préférentielle des HHVs ; leurs génomes
ne se propagent pas dans toute la tumeur mais s’agrégent plutdt dans des zones spécifiques
[167]. Cela pourrait étre da a l'infiltration de leucocytes dans les tumeurs, lesquelles peuvent
abriter des virus latents. En conséquence, dans les tests PCR, une potentielle charge virale
présentes au sein des cellules inflammatoires infiltrantes pourrait contaminer considérablement
la détection [160]. En effet, certaines études ont démontré que la présence virale globalement a
I’état latent, était limitée a I’infiltrat lymphoide des tumeurs et que les charges virales varient
considérablement entre les échantillons en fonction du degré d’infiltration lymphocytaire (TIL)
[168]. Par conséquent, les niveaux de TIL dans les CRC devraient étre pris en compte dans les

futures investigations.

Concernant le HCMV, plusieurs équipes ont exploré son éventuel réle dans la tumorogenese
des cancers gastro-intestinaux y compris les CCR afin d’identifier de nouvelles stratégies de
prévention et de traitement. Cependant, les résultats trouves dans la littérature sont
contradictoires entravant ainsi 1’établissement d’un lien entre le HCMV et le développement
CCR. De nombreuses études basées sur la détection directe (ADN virale) ou indirecte
(sérologie) du virus, montrent une corrélation positive entre I'infection a HCMV et le risque de
développer un cancer colorectal [31,62]. Cette présence virale au sein des tumeurs est associee

a un pronostic de survie défavorable indépendamment du pronostic lié au stade TNM ; fait
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vraisemblablement di au pouvoir oncomodulateur du HCMV [150]. A contrario, d'autres
études, confortent nos résultats et démontrent l'absence de HCMV (génome ou produit
protéique) dans les adénocarcinomes colorectaux humains et leurs lésions précurseurs
[169,170].

Il est important de mentionner que la détection par PCR des acides nucléiques viraux peut
échouer si le tissu a fait l'objet d'un traitement intensif au formaldéhyde. Néanmoins, de
nombreux chercheurs ont réussi a amplifier I’ADN viral de I’herpés provenant de FFPE
[105,171], tandis que d’autres n’ont pas pu amplifier ’ADN viral provenant de tissus
fraichement congelés ou de FFPE [102]. Dans notre étude, la période de stockage des
échantillons était relativement courte (entre 1 et 18 mois), évitant ainsi une fragmentation
importante de I’ADN [172], de plus nous nous sommes assurés de I’intégrité des ADNSs extraits

par la PCR control que nous avons effectuée.

Par ailleurs, de par la localisation du CCR, il serait judicieux pour tenter d’expliquer les
divergences susmentionnées d’approfondir nos connaissances sur 1’interaction du microbiote
intestinal, en particulier le virome avec le développement de tumeurs malignes colorectales. En
effet, les perturbations de 1’état d’équilibre du virome peuvent, directement et indirectement,
initier/promouvoir des mécanismes oncogénes contribuant a I’initiation de la dysplasie et
causant en définitive le cancer. Ainsi, ces perturbations peuvent d’une part, déclencher une
inflammation chronique aboutissant au développement tumoral, d’autre part, elles peuvent étre
décisives pour faciliter I’infection par un autre agent infectieux pourvu de propriétés
oncogeniques [156]. Ce modele de coopération entre agents pathogénes a déja été mis en
évidence dans le cas de la co-infection par le HPV/IPEBV et ’EBV/HCMYV ou les deux virus
agissent en synergie [173,174]. En outre, des études récentes révelent des changements dans le
virome fécal, en particulier dans la population de phages chez les patients atteints de CCR [175].
Il reste encore a déterminer si ces interactions sont responsables de la présence/absence des
HHYV dans les parois colorectales et dans quelles circonstances le virome et globalement le

microbiote serait impliqué dans le développement du CCR.

En résumé, les résultats contradictoires de 1’association entre les herpesvirus humains et le CCR
peuvent étre dus a de multiples limitations, telles que (i) les limitations expérimentales, dans
notre cas 1’absence d’un groupe témoin significatif, et (ii) I’étude préalable des caractéristiques
du microenvironnement tumoral, qui peuvent étre cruciales pour la présence des virus, (iii) une

variabilité substantielle entre les méthodes de laboratoire avec des sensibilités différentes. Et
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enfin une structure de cohorte distincte selon les populations étudiées. En raison de cette série
de divergences, il est difficile de tirer des conclusions significatives sur le role étiologique

possible des HHVs y compris le HCMV dans le développement des CCR.

En conclusion, les cancers colorectaux représentent actuellement un véritable probléme de

sante public. Les statistiques globales montrent une forte incidence et une mortalité accrue liée
a cette pathologie de par le monde ; y compris en Algérie, ou on observe ces mémes tendances
inquiétantes avec toutefois une légére précocité dans la moyenne d’age de survenue des CCR.
Ils sont principalement causés par une combinaison de facteurs environnementaux, de
prédispositions génétiques et de modifications épigénétiques. Cependant, d’autres facteurs de
risque sont en cours d’évaluation. En ce sens, de nombreuses études plaident en faveur d’une
contribution des Herpesvirus dans le développement des CCR. En dépit de I’utilisation d’une
technique sensible et consensuelle dans notre analyse moléculaire, nos résultats ne semblent
pas indiquer I’implication des herpesvirus dans la pathogéneése des CCR chez les patients
algériens. Néanmoins, il est crucial de mener des études a plus grande échelle, plus rigoureuses
et homogenes dans lesquelles les méthodes et les contextes épidémiologiques seront
correctement systématisés, afin d’élucider le role de cette famille virale y compris le HCMV

dans le développement de ce cancer.

ADK: Adénocarcinome; AD: Adénomes; FFPE: Formalin-fixed paraffin-embedded; CGI: Cancer
Gastrointestinal cancer; IHC: immune-histochimie; ISH: in situ hybridization; Kras: Kirsten rat sarcoma;
NGS: next generation sequencing; NM: Non mentionné; NP: Nested PCR; QPCR: Quantitative PCR;
RNAseq: RNA sequencing analysis; RT PCR: Reverse transcription PCR; SB: Southern blot;

Tableaull : Méta-analyse sur les études impliquant les HHV et le développement du
CCR.
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Auteurs

Boguszakova et
al.[155]

Khoury et al
[154]
Kijma et

al[158,159]. Cho
etal.

Mariguela et
al.[176]

Sarvary et
al[177].
Gock et al. [160]

Militello et al.
[102]

Mehrabani et al.
[161]

Tavakolian et
al. [162]

Chen et al. [146]

Avni et al. [178]

Sole et al.[171]

Park et al. [179]

Sultanova et al.
[180]

Karpinski et al.
[181]

Fiorina et
al[168].

Salyakina et al.
[174]

Marangiu et al
[138]

Méthode

SB

RNA seq

ISH

NP /IHC

PCR

RT PCR

QPCR

PCR

PCR

NP SB IHC

Test

sérologique

PCR QPCR

IHC ISH

NP

PCR

PCR IHC

NGS

NGS

Echantillons

NM

NM

FFPE

FFPE /sang

FFPE

Cellules
dérivées de
CCR
FFPE/Frais

Frais

FFPE

NM

Sérum

FFPE

FFPE

Sang

FF

FFPE

NM

Frais

HHV
ciblés
EBV
HCMV

HHV

EBV

HCMV

EBV

EBV

HCMV
EBV

HCMV
HSV1
EBV

HSV1
HSV2
vzv
HCMV

HCMV
EBV HSV-
1vzv

HCMV
HSV EBV
Vzv

HCMV
EBV

HCMV
EBV

HHV6
HHV7

KSHV
EBV
KSHV
EBV

HHV

EBV
HCMV
HHV6
HHV7

93

Nombre

13 Adk 10 Ad

Colon 138

Rectum 66

102
274

14CRC/21 CU
70 CCR
49 CRC
144 Adk
22 Ad
35CCR

et Polypes

88 ADK

ADK

57 colon ADK

38 ADK rectal

72 CCR

65 CGl

186 CCR

44 Colon

Colon271
Rectum 111

80 CCR

Résultats

Absence de détection des virus a ADN

Absence de de séquences virales

Absence de ’EBV

Pas d’association entre HCMV ET CCR

1 CCR positif pour EBV Adénomes et tissu
normal négatifs

Pas d’association entre EBV et CCR

Pas de rdle important pour EBV HCMV dans
le développement de CCR

Absence de preuve moléculaire directe pour
I’association des HHV avec les CCR

Pas d’association entre ces virus et le CCR

Association entre HHV et CCR non prouvée

Taux élevés du HCMV HSV et EBV chez les
patients traités uniquement

EBV /HCMV infections sont associés aux
mutations métaboliques KRAS

EBV plus fréqguemment observé dans les
stades avancés du CCR HCMV absent

Association entre HHV6, HHV7 et
’aggravation de I’immunosuppression chez
les patients

Présence EBV et absence du KHSV

Présence EBV (latent) dans les lymphocytes
infiltrants

Détection de EBV, HCMV et HHV6
Co-infection entre EBV et HCMV associée
significativement au CCR

40% positifs HCMV
10% positifs HHV6
5% positifs HHV7
50% positifs EBV
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Chapitre 4 HCMV ET TC

1. Objectif de I’étude

Les tumeurs cérébrales (TC) forment une grande variété histologique de pronostic et
d’évolution variables. En dépit de leur relative rareté chez les adultes, elles constituent de par
leur gravité et leur complexité médicale un probleme de santé publique majeur [182]. En
Algérie, les rapports épidémiologiques révélent une incidence plus ¢élevée ainsi qu’une

précocité d’apparition par rapport aux estimations mondiales [183].

L’évolution des tumeurs cérébrales est encore mal comprise. Cependant, Il est communément

admis que des facteurs héréditaires et génétiques influencent leur développement. En
contrepartie, le potentiel réle des facteurs environnementaux demeure incertain, seule
I’exposition aux rayonnements ionisants a été reconnue comme un agent étiologique dans le
développement des néoplasmes cérébraux [184]. Parmi les nombreux agents environnementaux
suggerés comme facteurs associés au développement de TC on retrouve les infections virales
par les papillomes HPV, le SV40 et les herpesvirus comme le HCMV [185,186].

La probable implication du HCMV dans I’initiation et ou la progression des TC a été proposée
il y a deux décennies suite a plusieurs études révélant sa présence au sein de certains types
histologiques de TC comme les gliomes. Cette présence était corrélée a une agressivité tumorale
accrue et a un pronostic vital plus court chez les patients positifs [187]. Cependant, d'autres
études ont contesté ces conclusions et ont suggéré que la présence du HCMV dans les tumeurs
cérébrales pourrait étre le résultat d'une infection secondaire plutét que la cause sous-jacente de

la tumorogenése [188,189].

Actuellement, cette controverse persiste du fait de la découverte de propriétés oncomodulatrices
dont le HCMV dispose et qui seraient capables de modifier le comportement des cellules
tumorales et celles qui constituent le microenvironnement[30]. De ce fait, cette probable
implication pourrait expliquer 1’évolution de cette pathologie maligne dont 1’étiologie reste
encore indéterminée. De surcroit, elle permettrait d’aboutir au développement de nouvelles

thérapies ciblées et d’améliorer ainsi le sombre pronostic chez ces patients [190].

Afin d’étudier le potentiel role du HCMV dans le développement des TC, nous avons d’abord
effectué une étude moléculaire visant a détecter la présence du HCMV au sein de biopsies
tissulaires de TC. Puis nous avons procédé a la caractérisation moléculaire de nos échantillons
tumoraux a travers I’étude de I’expression des enzymes APOBECs (enzyme d'édition d ARNm

de I’apolipoprotéine B, qui se comporte comme un polypeptide catalytique) qui en plus de leur
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importante activité de restriction virale, seraient responsables de par leur pouvoir mutagene de
I’hétérogénéité tumorale fréquemment observée dans les TC [191].

1.1. Etude de la prévalence du HCMV dans les Tumeurs cérébrales
Le but de cette ¢étude est d’évaluer la présence du HCMV dans nos échantillons via
I’amplification par polymérase en chaine (PCR) du génome viral. En outre, nous avons examiné

la présence des autres herpesvirus par la PCR nichée.
1.1.1. Echantillons cliniques :

Nous avons mené notre étude expérimentale sur des biopsies tissulaires provenant d’une
exérese tumorale effectuée sur des patients atteints de tumeurs cérébrales admis au niveau du
service de neurochirurgie CHU khlil Amrane de Bejaia sur une période allant de janvier 2017
a juin 2019. Nous avons inclus essentiellement les patients atteints de tumeurs gliales ou de
méningiomes primitifs, considérés comme étant les tumeurs cérébrales les plus fréquentes. Les
anciennes biopsies ainsi que les autres sous-types histologiques n’ont pas été inclus dans notre
investigation. Par ailleurs, nous avons colligé les données cliniques jugés pertinentes. Notre
étude moléculaire a éte effectuée sur un total de 48 échantillons de tissus inclus en paraffine
(FFPE) comprenant 27 tumeurs gliales, 20 méningiomes et un échantillon sain utilise comme
témoin. Les prélévements ont été inclus en paraffine aprés résection par les techniciens du
laboratoire de recherche de la faculté de médecine affilié a 1’équipe génie biologique des

cancers (GBC) selon la procédure standard, puis ont fait I'objet d'un examen

anatomopathologique par deux médecins anatomopathologistes pour confirmer le diagnostic
(figure 40).

Figure 40 : Micrographies de Tumeurs cérébrales. Les coupes histologiques représentent un
gliome de haut grade (GBM) en A et un méningiome Grade 1 en B. (interprétation effectuée par le Dr
Nasri F. Médecin spécialiste en anatomie pathologique).
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1.1.2. Méthodes

Pour effectuer notre analyse moléculaire, nous avons d’abord procédé a I’extraction des acides
nucléiques (ADN/ARN) a partir des biopsies tissulaires de notre cohorte, puis nous avons
déterminé leurs concentrations et leurs puretés. Enfin, pour examiner la présence du HCMV
dans nos échantillons, nous avons réalisé une PCR nichée (décrite ci-dessous) ainsi que des
PCR qualitatives visant a amplifier les genes UL55 codant pour la protéine gB et UL54 codant
pour I'ADN polymérase virale. Puis nous avons réalisé une PCR nichée (Panherpes Nested-

PCR) pour évaluer la présence des autres HHVs au sein de nos échantillons.

NB. Nous avons suivi lors de la procédure d’extraction des acides nucléiques, les PCR
qualitatives ainsi que la Panherpesvirus Nested-PCR les mémes protocoles décrits
précédemment dans le chapitre 3 HCMV et CCR.

Evaluation quantitative et qualitative des Acides nucléiques :

La quantité et la qualité de I'ADN ont été évaluées par spectrophotométrie (Implen N60
Nanophotometer) (figure 27). La concentration des ADNs obtenues était comprise entre
[26ng/ul et 860ng/pl]. La pureté a été évaluée selon les ratios 260/280 et 260/230. En outre,
nous avons effectué une PCR de contrdle en utilisant la béta-actine pour vérifier I'intégrité des

échantillons d’/ADNs que nous avons extraits (figure 29).

PCR Nichée :

En paralléle des PCRs qualitatives réalisées pour détecter la présence du HCMV, nous avons
effectué une PCR nichée précédemment décrite par Shamran et al [192] (Tableau 12) qui vise
a amplifier une région du promoteur du géne trés précoce IE1 (Imediate early) du HCMV
(Figure 41). Pour réaliser cette amplification nous avons utilisé le kit TagMan™ Fast Virus 1-

Step Master Mix (Thermofisher, Massachusetts, USA) et suivi les instructions fournis par le

fabriquant.
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= — PMML ) ( STAT= ] — kv
& a5 .
&S — ND10O ] ( ISGFS3 )
g e e

I— [anti—viral gene expression]

Figure 41 : Activites de la protéine virale IE1[193].
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Tableau 12 : Description des conditions de la PCR nichée

Sens 5’CCGAAATACGCGTTTTGAGAT 1300 pb

Antisens 5’"CCAAGCCAAAAACAGTATAGC

Sens 5’"GGCGGAGTT(G/A)TTACGACATTT 144 pb

Antisens 5’ATGCGGTTTTGGCAGTACAT

Cycles Températures Durée

1 95°C 5 min
94°C (x45 cycles) 30 sec
56°C 30sec
72°C 1min
72°C 10 min

2 95°C 5 min
94°C (x40 cycles) 20 sec
65°C 20 sec
72°C 20sec
72°C 5min

1.2. Evaluation du profil d’expression de PAPOBEC
L’objectif de cette étude est la caractérisation moléculaire de nos échantillons tumoraux a
travers 1’évaluation du profil d’expression de I’enzyme APOBEC3A (A3A) au sein de nos

échantillons par I’intermédiaire d’'une RT-PCR (Reverse transcriptase).
1.2.1. Choix de la cible enzymatique

Comme nous 1’avons précédemment exposé, les APOBEC sont une famille d’enzymes a
activité cytidine-désaminase, constituée de 11 membres possédant une activité mutagéne et qui
font partie des agents responsables de la restriction virale via une pléthore de mécanismes
(Figure 42). Toutefois, la fonction et I’expression spécifique au niveau des tissus varient
considérablement pour chaque protéine APOBEC. La sous-famille APOBEC3 dont le A3A
agissent sur une variété de virus a ARN comme le HIVV ou a ADN comme les herpesvirus [194].
En outre, de récentes études révelent que dans une cellule normale, I’enzyme A3A provoque
un stress lors de la réplication et entraine des dommages a I’ADN ce qui peut engendrer la mort
cellulaire. A contrario, cette enzyme induit la mutagénése dans les cellules cancéreuses et peut
ainsi promouvoir la survie cellulaire. En outre, A3A est responsable de la désamination de la
cytidine dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses provenant de gliomes ou de cancer
colorectal (Figure 43). Aussi, il est le seul APOBEC dont I’expression correspond au taux de

mutation induite par ces enzymes [195].
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Figure 42 : Membres de la famille APOBEC. a : localisation chromosomique des 11 membres
(A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G, A3H, Al, A2, A4 et AID) qui constituent la famille APOBEC. b :

les APOBECs possedent une activité enzymatique de cytidine désaminase, elle consiste en 1’hydrolyse

de la cytosine en ’uracile (C-to-U) sur un substrat d’ ADN monocaténaire (DNAsb)[196].
1.2.2. Echantillons testés

Afin d’obtenir le profil d’expression de I’A3A au sein des TC nous avons effectué notre
amplification sur 12 échantillons de TC (6 gliomes et 6 méningiomes) ainsi que sur 12
échantillons témoins provenant du tractus intestinal qui présentent le méme niveau d’expression
de ’enzyme qu’un tissu cérébral sain source : human protein atlas (4 défaut d’avoir pu obtenir
des échantillons d’un parenchyme cérébral sain). Des échantillons de CCR ont été également

testées(n=6).
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Figure 43 : Expression de I’enzyme A3A dans différents cancers humains. D’aprés the

human protein atlas. https://www.proteinatlas.org/
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1.2.3. Méthodes :

Pour obtenir le profil d’expression de 1’enzyme étudiée, nous avons d’abord procédé a
I’isolation des ARNS totaux a partir des échantillons tumoraux et témoins sur lesquels nous
avons déja effectué I’extraction des acides nucléiques, puis nous avons déterminé leurs
concentrations et leurs puretés, Ensuite nous avons réalisé une transcription inverse suivie par
une amplification du geéne cible avec des amorces spécifiques afin d’obtenir le profil

d’expression de I’enzyme A3A au sein des échantillons de biopsies testées.

Isolation des ARNSs totaux :

L’isolation des ARNs a été réalisée avec le kit (Promega, ReliaPrep TM FFPE Total RNA
Miniprep System, Wisconsin, USA) en suivant les instructions fournis par le fabricant.
Bri¢vement, suite a ’extraction des acides nucléiques obtenus a partir des tissus FFPE
provenant des biopsies des échantillons étudiés, nous avons effectué un traitement enzymatique
sur nos échantillons qui nécessite 1’utilisation de la DNAase puis nous avons procédé a 1’¢lution

des ARNS totaux.

La qualité ainsi que la quantité des ARNs obtenus ont été évaluées par spectroscopie. Pour
considérer un échantillon pur en ARN le rapport de I’absorbance des longueurs d’ondes
260/280 nm doit étre compris entre 1.8 et 2. De ce fait, les ARNs avec un rapport inférieur a
1.8 n’ont pas été inclus dans notre étude car ceci implique généralement une contamination
protéique pouvant inhiber ’amplification. Les échantillons testés ont été choisi d’apres

I’analyse quantitative et qualitative des ARNSs totaux obtenus apres extraction.

Realisation de la RT-PCR :

La PCR quantitative permet d’accéder de facon précise et spécifique au niveau d’expression
d’un géne dans un échantillon d’ARN totaux donnée. Elle repose sur la possibilité de suivre au
cours du temps « en temps réel » le processus d’amplification a 1’aide d’un émetteur fluorescent
qui se forme durant la PCR. Le signal d’émission récupéré est proportionnel a la quantité

d’amplicons formés (Figure 44). Ce qui nous permet d’évaluer le niveau d’expression de notre

géne cible A3A [197].

Principe :
La méthode utilisée est le systtme SYBR green qui est une molécule fluorescente se fixant

préférentiellement sur I’ ADN double brins. Cet agent intercalant émet un signal de fluorescence
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guand il est excité par les rayonnements ultra-violets. Ces signaux sont collectés a chaque cycle

de PCR et indiquent la quantité de ’amplicon a chaque instant.
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Figure 44 : Etapes de la PCR en temps reéel. (a) Dénaturation : le SYBR Green | est libre, la
fluorescence est faible. (b) Hybridation des amorces et liaison du SYBR Green a I’ADN double brin
induit une augmentation de la fluorescence (c) Elongation : I’intensité du signal SYBR green est corrélé
a la quantité d’ADN amplifié [198].

La quantification d’un échantillon est réalisée par la détermination du cycle seuil Ct (cycle
threshold) qui indique le debut de la phase exponentielle d’amplification du géne cible. La
valeur du Ct est inversement proportionnelle a la quantit¢é d’ADN cible (Figure 45). Par
conséquent, la comparaison des valeurs des Ct entre les différents échantillons permet de

comparer le niveau d’expression du géne codant pour notre enzyme d’intérét A3A.
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Figure 45 : Cinétique de la PCR en temps réel. Le Ct correspond au nombre de cycle a partir
duquel le produit formé (géne cible) se distingue du bruit de fond. Plus un échantillon contiendra de
géne cible plus I’amplification sera importante et donc plus le nombre de cycle nécessaire pour atteindre
le seuil sera faible [198]
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Description geneérale du protocole :

Pour amplifier notre géne cible a partir des ARN totaux, nous avons utilisé le kit Power SYBRe
Green RNA-to- Ct 1step (Applied Biosystem AB, California USA). Ce kit permet la réalisation
de la transcription inverse et de I’amplification quantitative dans la méme réaction. Selon les
instructions du fournisseur pour une plaque de 96 puits, le mélange réactionnel (20ul/réaction)
contient : 0.16 pl de ’enzyme RT,10 pl du Mix RT-PCR, 1ul de chaque amorce (droite et
gauche), 2.84 ul d’eau sans nucléases et Sul d’échantillon ARN. Chaque échantillon est testé
en dupliquat. L’amplification est effectuée pour le géne étudié (A3A) et pour un géne de
controle interne (Beta actine). Le méme mélange réactionnel a été reproduit pour les deux

couples d’amorces testés [199] (géne cible et gene contrble).

Séquences nucléotidiques des amorces utilisés pour I’amplification de I’A3A

Amorce droite :5-TGGATCCATCAAGTGTCTGG

Amorce gauche :5-GAGAAGGGACAAGCACATGG

L’amplification a été réalisé avec le thermocycleur AB® 7500 fast real-time (AB, California
USA). Les étapes du programme PCR sont mentionnées ci-dessous (tableau 13).

Tableau 13 : Programme de la RT-PCR

Etapes Température (°C) Durée Cycles
Transcription inverse 48 30 min /
Activation enzymatique 95 10 min /
Dénaturation 95 15 sec /
Hybridation /élongation 60 1 min 40
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Traitement et analyse des données :

L’acquisition de données a été réalisée avec le logiciel 7500 fast system v1.3.1 softwares. Afin
de déterminer le niveau d’expression relative de notre géne d’intérét A3A, nous avons utilisé la
méthode Livak ou la méthode AACt qui utilise une formule arithmétique pour calculer le ratio

d’expression d’un géne cible en le normalisant avec un géne de référence [200].

Tout d’abord, les différences ACt entre les valeurs de Ct du gene cible et du gene de référence

sont déterminées pour 1’échantillon a analyser et le controle :
Delta Ct = Ct gene — Ct controle endogéne

Ensuite, le AACt entre le controle et 1’échantillon est calculé :
Delta Delta Ct = ACt échantillonl — ACt calibrateur

Enfin, le ratio d’expression ou Fold change (RQ : Relative quantification) normalisé d’un géne
cible est déterminé par la formule :

RQ= 2-AACt

L’ensemble des calculs est effectué avec le logiciel Excel, 1’étude statistique et les graphiques
ont éte réalises avec le logiciel Graphpad Prism (version10)

2. Résultats

2.1. Prévalence du HCMV dans les TC
Notre étude moléculaire a été effectuée sur une cohorte de 48 échantillons tissulaires de tumeurs
ceérébrales inclus en paraffine (FFPE). La tranche d’age des patients inclus variait entre 9 et 68
ans avec une moyenne d’age de 49 ans et un sexe-ratio de 1.05 en faveur des males. Les

glioblastomes (GBM) représentaient le sous-type histologique le plus fréquent (Tableau 14).

La présence du HCMV au sein de nos échantillons a été analysée par des amplifications par

polymérisation en chaine.

Les PCRs qualitatives effectuées sur la totalité de nos échantillons avec les amorces spécifiques
aux génes UL54 et UL55 n’ont pas révélé la présence du virus au sein de nos échantillons
(figure 46).
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Tableau 14 : Caractéristiques cliniques des patients inclus dans I’étude

Groupes d’age

>15
[15-68]

Sexe ratio

Grade
Haut grade
Bas grade

23

1.4 (en faveur des males)

13
4
10 Non mentionnés

20

1.6 (en faveur des femelles)

1
9
10Non mentionnés

Figure 46 : PCRs specifiques pour la détection du HCMV. Gel électrophorétique de

I’amplification avec les amorces UL55 en A :1-7 : échantillons de TC, 8 : controle négatif, 9 : controle

positif UL54 en B :1-10 : échantillons de TC,11 : contréle positif, 12 : contr6le négatif, M : Marqueur

de taille (100kb). La tache (Smear) qui apparait pourrait s’expliquer par un début de dégradation de notre

contrdle positif.
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La PCR nichée effectuée sur les gliomes (N=27) a également confirmé ces résultats, tous les

échantillons étaient négatifs.

En outre aucun herpesvirus humain n’a été détecté au sein de notre cohorte de TC et ce malgré

la sensibilité de la méthode PanHerpes Nested PCR démontrée préalablement (figure 47).

Figure 47 : PCR nichée pour détecter les herpesvirus dans nos échantillons. L’ensemble
des échantillons testés étaient négatifs. 1-7 échantillons de tumeurs cérébrales, 8 contrdle négatif, 9 :
controle positif. M : marqueur de taille (KB). Le marquage signalé sur le gel est d0 a la dimérisation des
couples d’amorces utilisés.

2.2. Profil de I’expression de L’A3A :
Le profil d’expression de I’enzyme APOBEC(A3A) a été déterminé par le calcul de
I’expression relative du géne A3A entre les différents échantillons. L’analyse révéle qu’en
moyenne, I’expression de notre gene cible (A3A) est 2.4 fois (Ecart type ou SD =+0.6246) plus
importante dans les tumeurs cérébrales que dans les échantillons témoins que nous avons testés
(figure 48).

sk sk sk *= degré de

S — | | significativité

fold change de I
expression de
ASA

O_
Control TC

Figure 48 : Expression relative de L’A3A dans les TC et les contrdles. L expression relative
de I’A3A est exprimée en fold change. La différence d’expression est statistiquement significative P

valeur = 0.0008 (*** signifie une p valeur <0.001)
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En outre, nous avons mesuré I’expression relative du géne A3A dans les différents échantillons
de tumeurs cérébrales (n=12) qui comprends six gliomes et six méningiomes de différents
grades, illustrée par la courbe ci-dessous (figure 49). Celle-ci semble révéler une différence

d’expression selon le type histologique.
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Figure 49 : Courbe de I’expression de L’A3A dans les différents échantillons testés. Les
triangles représentent les échantillons contrdles, les carrés représentent les échantillons de TC testées
(1,4,6,7,8,12 correspondent aux gliomes ; 2,3,5,9,10,11 correspondent aux méningiomes)

Pour confirmer cette différence d’expression nous avons mesuré 1’expression relative de I’ A3 A
au sein des gliomes et des méningiomes et nous avons trouvé que 1’expression génique était en
moyenne 2.3 fois (SD = £1.021) plus importante dans les gliomes que dans les méningiomes
(figure 50). La différence d’expression est statistiquement significative avec une P valeur =
0.04.

Notons que les échantillons de gliomes et de méningiomes testées présentaient des grades de

malignité différents :

Pour les gliomes, 4/6 des échantillons testés étaient des glioblastomes de grade 4. Quant aux

méningiomes, 5/6 des échantillons testées étaient des méningiomes bénins de grade 1.
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Figure 50 : Comparaison de I’expression relative de L’A3A dans les gliomes et les

méningiomes. (* signifie une P valeur < 0.05).

Par ailleurs, nous avons voulu comparer le profil d’expression de L’A3A entre les TC et les
CCR. De fagon intéressante, 1’étude de 1’expression du gene cible au sein des CCR révéle une
légere surexpression de I’A3A par rapport aux échantillons témoins. Celle-ci était 0.68 fois
(SD=%0.3196) plus élevée (Figure 51). Cependant, I’expression relative de notre géne cible
était 1.78 plus élevée dans les TC que dans les CCR cependant la P valeur supérieur a 0.05

indique le seuil de significativité n’est pas atteint.

Expression relative de
A3A

Controle

Figure 51 : Comparaison de I’expression relative de A3A entre les TC et les CCR. La
différence d’expression est statistiquement significative (p valeur =0.04) (* signifie une P
valeur <0.05)

107



Chapitre 4 HCMV ET TC

3. Discussion

3.1. HCMV et tumeurs cérébrales :
Les tumeurs cérébrales constituent une proportion minoritaire parmi les néoplasmes observés
chez I'nhomme. Néanmoins, du fait de la disproportion entre leur incidence et les conséquences
significatives en termes de morbidité et de mortalité qu'ils engendrent, I'étude des mécanismes
sous-jacents a leur étiopathogenie revét une importance capitale sur le plan de la recherche
scientifique [81]. Les glioblastomes (GBM) qui représentent les tumeurs cérébrales primaires
malignes les plus fréquentes et les plus agressives chez I'adulte, illustrent parfaitement ce cas
de figure ; caractérisés par un phénotype hautement invasif, le pronostic des patients atteints
de GBM reste sombre avec une espérance de vie médiane del5mois et ce malgré la prise en
charge [182]. De ce fait, la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques pourrait aboutir a
un traitement ciblé plus efficace et moins invasif.
De par leur caractere neurotropique et leur association avec plusieurs pathologies
neurodégénératives, les herpesvirus représentent une intéressante piste de recherche dans le
développement de malignités dans le SNC. En effet, ces virus peuvent controler I’activation
des cellules gliales qui liberent des médiateurs pro-inflammatoires et augmentent le stress
oxydatif ce qui peut engendrer une cancérisation du tissu infecté. [185]
Actuellement, certaines études axées sur la relation entre le HCMV et le développement de TC
attestent de son réle majeur dans leur développement du fait de sa détection a une prévalence
élevée dans différents échantillons de tumeurs cérébrales y compris les tumeurs gliales de haut
grade, les médulloblastomes et les méningiomes [201]. La présence virale serait associée a un
mauvais pronostic et un taux de survie globale plus court dus a une progression tumorale plus
rapide et un taux de récidive plus élevée apres une exérese chirurgicale chez les patients atteints
de GBM [35]. Selon ces études, cette agressivité tumorale accrue pourrait étre la conséquence
des propriétés oncomodulatrices des protéines virales qui sont impliquées dans la prolifération
cellulaire, I’angiogenése, la migration, la formation de métastases et I’échappement au systéme
immunitaire [150].
Toutefois, d’autres études qui n’ont pas pu détecter le virus ou bien sa prévalence n’était pas
statistiquement significative entre les tissus tumoraux et les tissus controles testés ; contestent
ces résultats et par conséquent ils n’attribuent aucun role signifiant au HCMV dans I’évolution

des TC [188,189].
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Dans cette optique, nous avons voulu étudier la présence du virus via la polymérisation en
chaine car I’approche moléculaire est plus sensible que les techniques histologiques dans la
détection du virus [202], ces PCRs visent a amplifier le génome viral au sein de notre cohorte
de TC (n=48) constituée de différents grades de gliomes et de méningiomes. Cependant, nous
n’avons pas détecté la présence du HCMV au sein de nos échantillons. Nos résultats rejoignent
ceux de plusieurs chercheurs qui se sont intéressés a la potentielle association entre le HCMV
et les TC et qui n’ont pas abouti a une corrélation significative en dépit des diverses techniques
sensibles utilisées comme la PCR, le séquencage, I’THC ou I’ISH [203] [204] et des modeles
étudiés (lignés cellulaires, biopsies tissulaires ou sérums) [205-207].

De facon intéressante, il existerait une association plus importante entre le HCMV et la
gliomageneése par rapport aux autres types histologiques de TC [208]. Bien que la cause exacte
demeure incertaine, des études stipulent que le HCMV possede la capacité d’infecter les cellules
tumorales initiatrices des gliomes (cellules souches cancéreuses CSC) et qui sous certaines
conditions permettraient 1’expression de ses protéines aux propriétés oncovirales ou
oncomodulatrices. Parmi ces conditions, 1’expression du PDGFR (platelet-derived growth
factor receptor) par les CSC, permettrait la liaison du HCMV via la protéine gB puis sa
pénétration et sa multiplication dans la cellule tumorale. Cette infection induit I’activation de
la voie de signalisation de la phosphoinositidine-3 kinase (P13K) impliquée dans la prolifération
et la synthese de I’IL10 responsable de la polarisation des macrophages en M2 qui infiltrent les
tumeurs ce qui stimule en conséquence la croissance tumorale, I’angiogenése, la réponse
immunitaire, la migration et I’invasion des cellules tumorales gliales [187,209].

Dans notre étude, nous avons évalué la présence virale sur des biopsies provenant de patients
atteints de gliomes (N=27) avec une PCR nichée rapportée précédemment et qui a permis la
détection du virus dans la majorité des échantillons testés (sur les 50 tissus FFPE de TC, 80%
des étaient positifs) [192]. Neanmoins, la totalité des gliomes de notre cohorte étaient négatifs.
En outre, ces résultats ont été confirmés par la PCR nicheée Pan-Herpesvirus. Malgré la
sensibilité de la technique aucune preuve de la présence du HCMV ou d’un autre membre de la

famille des herpesvirus n’été détecté.

Pour tenter d’expliquer ces résultats discordants retrouvés dans la littérature, des chercheurs ont
proposés deux hypothéses qui permettraient de comprendre le mécanisme d’action du HCMV
au sein des tumeurs qui sont les micro-infections et I’hypothése du « hit and run » [187]

La micro-infection est définie comme une infection active de faible grade ou le virus est présent

a de faible taux, les cellules infectées sont rares et presentes uniquement dans les zones dans
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lesquelles I’inflammation est présente. Cette micro-infection a été mise en évidence dans
plusieurs pathologies inflammatoires comme les MICI mais aussi dans des pathologies
cancéreuses comme les CCR et les gliomes. De ce fait, les partisans de cette théorie soulignent
I’importance de la méthodologie suivie lors de la détection du virus qui n’est possible que
lorsque des méthodes plus sensibles sont utilisées [4]. Toutefois, I’optimisation de ces méthodes
s’appuie dans le cas de 'IHC sur I’utilisation de concentration élevée d’anticorps virales
spécifiques ce qui favoriserait 1’obtention d’échantillons « faux positifs » et pourrait ainsi
biaiser les résultats [38]. En outre, on ne sait toujours pas si ces micro-infections sont est un
épiphénomene de I’inflammation ou facteur causal dans les maladies inflammatoires et
cancéreuses.

Quant au "Hit and run " littéralement "frapper et s’enfuir", ce phénoméne pourrait expliquer
I’inconsistance de la présence du HCMYV dans les différents échantillons testés. Cette hypothése
émane de certaines observations faites sur des études in vitro ou I’infection par le HCMV
provoque 1’altération de plusieurs voies critiques pour la transformation maligne cependant
I’expression des antigénes viraux diminue a travers les passages en culture et I’ADN viral n’est
plus détectée dans la plupart des transformants [210].Toutefois, I’existence d’un pareil

meécanisme in vivo reste difficile a prouver.

En dépit des divergences quant au réle du HCMV dans le développement des TC, plusieurs
thérapies basées sur I’utilisation du HCMV comme nouvelle cible ont été proposées. Les
résultats des études in vivo et in vitro qui ont utilisé les drogues anti HCMV sur des
médulloblastomes, neuroblastomes et glioblastomes positifs au HCMV indiquent une réduction
significative de la taille tumorale par rapport au placebo. En outre, les premiers essais cliniques
sur des patients atteints de GBM a qui on a administré ces drogues anti HCMV en complément
des thérapies conventionnelles ont obtenu une nette amélioration des taux de survie globale
pouvant atteindre les 70 % sur 2 ans (vs 18% pour les contrdles) [211] [190].

Actuellement [D’utilisation des antigénes viraux du HCMV dans les protocoles
d’immunothérapie antitumorale suscite fortement 1'intérét des chercheurs. A cet effet, plusieurs
stratégies comme la vaccination thérapeutiques avec des cellules dendritiques sensibilisées ou
avec une thérapie cellulaire adoptive sont en cours d’évaluation mais présentent déja des
résultats trés prometteurs. Cependant il est nécessaire d’évaluer la réelle efficacité de ces
différents protocoles ciblant le HCMV sur un large nombre de patients en tenant compte de

1’état immunosuppresseur des patients atteints de glioblastome [212,213].
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3.2. Evaluation du réle du HCMV dans la pathologie cancéreuse :
Les oncovirus jouent un réle significatif dans la charge mondiale liée au cancer. Ces cancers
viro-induits se distinguent par plusieurs caractéristiques comme 1’établissement d’une infection
persistante, la nécessité d’un laps de temps substantiel entre 1’ infection et I'émergence du cancer
et enfin ces oncovirus sont des éléments nécessaires, mais non exclusifs, dans le processus de
développement tumoral. Parmi les oncovirus connus, on compte deux herpesvirus humais, les

autres membres sont actuellement en cours d’évaluation [214].

L’actuel consensus ne considere pas le HCMV comme un virus oncogene. Ce dernier,
exercerait plutét un réle oncomodulateur qui peut soutenir la croissance tumorale en favorisant
I’acquisition des différentes caractéristiques du cancer (hallmarks)[35]. Toutefois, de récentes
données indiquent que deux souches isolées et caractérisées du HCMV codent pour des
protéines possédant des propriétés biologiques directement liées a la transformation cellulaire
et au développement tumoral, conférant ainsi un réle direct au HCMV dans 1’oncogenése.
Cependant, en 1’absence d’un consensus définissant les critéres de causalité des cancers, il est
difficile de déterminer si un virus donné est un oncovirus [34]. Les criteres de Bradford Hill,
sont une mesure pertinente permettant d’établir un lien de causalité entre un facteur spécifique
et une maladie. Parmi ces différents criteres on retrouve : la force de I'association, sa stabilité,
la spécificité, la relation temporelle, la relation dose-effet, la plausibilité, la preuve
expérimentale et 1’analogie. Habituellement et en régle générale, les criteres majeurs pris en
compte pour établir une causalité directe d’un virus sont la cohérence de 1’association au niveau
épidémiologique et/ou moléculaire, la tumorigénicité de 1’agent dans les modeles animaux ou
sa capacité de transformation en culture cellulaire [2]. Lorsque on applique ces criteres sur le
lien entre le HCMV et la tumorogenese nous constatons que si les nouvelles données indiquent
une plausibilité biologique ou selon la souche étudiée, le HCMV pourrait présenter des
propriétés oncogénigques démontrées in vitro et in vivo analogues a celles des oncovirus connus,
I’association HCMV/cancer etudiée a travers les études épidémiologiques reste a ce jour
controversée[3,30,190]. En outre, la correspondance d’une relation temporelle et géographique
entre infection /cancer est extrémement ardue a prouver notamment a cause de la prévalence
mondiale élevée du virus [16]. Cependant il est important de préciser que tous ces critéres n’ont
pas besoin d’étre remplis pour démontrer la plausibilité d’une association virus / cancer. De

surcroit, I’étonnant effet de réduction de la croissance tumorale suite a I’utilisation de drogues
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anti HCMV suggere que le HCMV tiendrais un role important dans le développement
tumoral[7].

En conclusion, nos résultats n’indiquent pas de role majeur pour le HCMV dans le
développement de néoplasmes cérébraux. Toutefois, notre étude a été menée sur un nombre
restreint de patients et par conséquent une oncogenése induite par le HCMV ne peut étre écartée
dans le cas des tumeurs cérébrales. De plus amples investigations sont nécessaires pour élucider

cette question.

3.3. Expression des APOBEC dans la pathologie cancéreuse :

L’hétérogénéité tumorale est un trait caractéristique du cancer observé dans la majorité des
tumeurs malignes. Elle peut étre due a de nombreux facteurs tels que I’instabilité génomique
ou I’état d’inflammation au niveau du microenvironnement tumoral. Cette hétérogénéité est
généralement associée a un phénotype tumoral plus agressif et implique souvent une résistance
aux différentes thérapies anti cancéreuses [215]. Parmi les agents intrinséques qui peuvent
potentiellement exacerber cette hétérogénéité, nous retrouvons la famille des APOBEC, dont la
signature mutationnelle est présente dans de nombreux types de cancer [216].

Dans le but de caracteériser les échantillons de tumeurs cérébrales de notre cohorte, nous avons
évalué I’expression de I’A3A, un membre des APOBEC qui en paralléle de son importante
activité de restriction virale, peut sous certaines conditions conduire a la cancérogenése in vivo
[217]. Notre analyse préliminaire révele une surexpression statistiquement significative
(p<0.005) de I’A3A dans les tumeurs cérébrales par rapport aux contréles que nous avons
testées. Ceci rejoint les résultats de récents travaux révélant la présence de mutations
spécifiques aux APOBEC au sein de tumeurs cérébrales [218,219]. Ces derniers, décrivent la
surexpression de certains membres comme A3A, A3B ou A3G dans les tumeurs gliales. Par
ailleurs, le niveau d’expression de ces genes était plus ¢levé dans les groupes de gliomes
affichant un phénotype IDH1 sauvage et absence de la co-delétion 1p/19, associés a un
pronostic plus sombre. Notons qu’a ce jour I’expression des APOBEC dans les autres types
histologiques de TC n’a pas encore été rapportée [220-222]. En outre, notre analyse sur
I’expression de I’ A3 A au niveau des échantillons de CCR testées ne révele pas de surexpression
par rapport aux échantillons témoins ceci est en accord avec certains résultats qui n’indiquent
pas une élévation significative de ces enzymes au sein de cancers coliques [223].

Il est important de noter que I’A3A et les autres membres ne sont pas ou peu exprimés dans les
cellules normales comme les cellules coliques, cérébrales etc. Ils sont généralement exprimés

suite & une infection virale pour défendre les cellules contre I'ADN ou I'ARN étranger ou leur
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expression est induite par les interférons et les signaux inflammatoires [224]. Dans un contexte
tumoral, I'expression de ces enzymes est détectée dans environ 50 % des tumeurs malignes
[223,225] Cependant, il subsiste encore plusieurs questionnements relatifs aux mécanismes
moléculaires permettant leur activation ainsi que la définition de leur veéritable réle dans la
cancerogenese. Une récente étude rapporte que I’A3A est activée de fagon transitoire suite a
une inflammation qui peut étre causée par une infection virale, sauf que cette activation n’est
pas maintenue de facon prolongée dans les cellules tumorales [226]. Ceci pourrait expliquer la
faible abondance de ces enzymes au sein des tumeurs ce qui rends 1’étude quantitative de
I’activité de ces enzymes difficile a entreprendre [227].

De facon intéressante, I’infection virale par des souches virales a haut risque induit I’expression
de A3A et A3B dans les cancers induits par les papillomes. Ces tumeurs présentaient
d’importantes signatures mutationnelles propres aux APOBEC contrairement aux tumeurs ou
I’infection était absente. Des observations similaires ont été retrouvées sur des modeles de
cellules tumorales mammaires avec toutefois une induction préférentielle de I’A3A au sein des
cellules infectées [224,228]. Concernant les gliomes, méme s’il n’existe actuellement aucune
preuve reliant ’infection et I’induction des APOBEC dans les cellules tumorales, certains
éléments comme la probable implication de I’infection par des herpesvirus comme le HCMV
ou I’EBV dans la gliomageneése [35], ainsi que la capacité du HCMYV a induire 1’expression des
APOBEC, principalement I’A3A dans les cellules immunitaires et les cellules infectées [229],
laissent supposer 1’existence d’un mécanisme similaire dans les gliomes.

Au sein de nos échantillons, la surexpression de I’A3A suppose I’existence d’une inflammation
sous-jacente. L’ origine de cette inflammation est inconnue mais pourrait €tre liée a la tumeur
elle-méme, ou a I’exposition a des facteurs extrinseques comme I’infection virale [59]. Bien
que nos échantillons n’aient pas révélé la présence d’herpesvirus au sein de nos échantillons,
I’existence du mécanisme hit and run ou encore I’implication d’autres familles virales n’est pas
a écarter pour justifier cette inflammation.

Par ailleurs, nous avons observeé en parall¢le de la surexpression de I’A3A au sein des gliomes,
une différence d’expression significative (p< 0.005) entre les méningiomes et les gliomes qui
constituaient notre cohorte de cas. Il est important de souligner que la majorité des gliomes
étudiés étaient principalement des GBM (4/6) contrairement aux méningiomes qui étaient pour
la plupart de bas grade (5/6). Compte tenu de la corrélation entre 1’inflammation et les tumeurs
de hauts grades, 1’expression significative de ces enzymes au sein des GBM pourrait étre

expliquée [230].
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En ce sens, des chercheurs ont réussi a établir un lien entre un niveau d’expression des
APOBEC élevé et les gliomes les plus agressifs. En outre, ces derniers présentaient une forte
infiltration par des macrophages et une surexpression des checkpoints immunitaires [231].

Enfin, considérant I’importante hétérogénéité observée dans les gliomes, I'utilisation de ces
enzymes comme biomarqueurs permettrait de les stratifier selon leur risque et d’identifier ceux
qui pourront bénéficier d’une thérapie immunitaire ciblée améliorant ainsi le sombre pronostic

de ces patients [227,232].
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L’étude des différents facteurs impliqués dans la cancérogenése a pour but d’accroitre les
connaissances dans ce domaine mais aussi de mettre en évidence de nouvelles cibles
thérapeutiques plus efficaces au profit des patients. Actuellement, plusieurs virus y compris le
HCMYV sont en cours d’évaluation pour leur potentiel role dans 1’initiation et le développement
de diverses pathologies cancéreuses. Dans ce contexte, 1’objectif principal de notre travail était
d’étudier en profondeur la potentielle association de I’infection virale par le HCMV avec le
développement de néoplasmes d’origines cérébrales et colorectales. Pour ce faire, nous avons
d’abord procédé a la caractérisation de nos populations d’étude selon des parametres cliniques
et moléculaires puis nous avons évalué la présence du HCMYV au sein d’échantillons de biopsies

tumorales provenant de patients atteints par ces malignités.

Malgré nos investigations méthodiques basées sur des techniques moléculaires sensibles,
nos résultats n’ont pas révélé la présence de ce virus dans nos séries de cas. Par conséquent, le
HCMV ne semble pas avoir de réle majeur dans la pathogenése des tumeurs cérébrales ou
colorectales malignes. Toutefois, bien que nos résultats ne permettent pas d'établir une
corrélation significative entre le HCMV et les cancers que nous avons étudiés, la mise en
lumiére de certaines souches virales présentant un haut risque cancérigéne suggerent qu’une
cancérogenese médiee par le HCMV n’est pas a €carter. En outre, certaines études évoquent la
possibilité d’utiliser le HCMV dans le développement des immunothérapies ciblées du fait de
sa localisation préférentielle au sein des cellules tumorales. Conjointement ces faits soulevent
I’importance de mener de nouvelles investigations de plus grande ampleur, fondées sur une
approche objective et rigoureuse qui permettra d’¢lucider le réel impact du HCMV sur le

développement de pathologies malignes.

La complexité inhérente a la biologie garantit que chaque résultat, qu'il soit positif ou
négatif, contribue a I'avancement de la science. Notre travail vient de ce fait enrichir la base de
connaissances scientifiques qui guideront les recherches futures sur la relation entre le HCMV

et les cancers. En perspective, nos résultats pourraient étre utilement complétés par :

- L’¢laboration de techniques consensuelles visant a détecter sensiblement le
HCMV afin d’endiguer la controverse liée a I’inconsistance de sa présence au sein
des échantillons testes.

- L’étude du microenvironnement tumoral a travers la caractérisation de 1’infiltrat

immunitaire et le déchiffrage des interactions entre le systtme immunitaire et le
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Conclusion

HCMV dans un contexte tumoral représente une étape essentielle pour la
compréhension des circonstances qui peuvent favoriser la transformation maligne.
En vue de I’hétérogénéité tumorale observée dans la majorité des cancers, I’étude
des différents facteurs impliqués dans ce phénoméne comme I’intervention des
enzymes APOBEC permettrait de mieux appréhender cette question et pourrait

ouvrir la voie vers de nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces.
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Annexe 1 : Certificat du comité d’éthique
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“Anatomy pathology- CHU Constantine” research laboratory with you as principal

investigator,

Project title: “Relationship between viruses and the development of colorectal cancer™,
Principal investigator: Mile BOUCHEMAL Amina.

Study type: Original research,

The following documents were reviewed and approved:

- Informed consent.

- Detailed questionnaire.

- Study protocol.

We authorize the study 10 be carried out in the form presented.
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10 medical research on human subjects und in accordance with the recommendations of the
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Annexe 2 : Protocole détaillé de I’extraction des acides nucléiques :

» Preéparation des solutions

-Ajouter 30 pl du colorant bleu au tampon de lyse avant de commencer la procédure.

-Ajouter 120 ul d’éthanol a 95-100 % a la solution de lavage 1X avant de commencer
la procédure.

> Déparaffinage a I’aide de I’huile minérale
1. Ajoutez de I’huile minérale a I’échantillon :
* Pour les coupes <50 microns, ajout de 300ul d’huile minérale.
* Pour les coupes >50 microns, ajout de 500ul d’huile mineérale.
2. Incuber a 80°C pendant 1 minute.
3. Mélanger avec un vortex.
> Lyse cellulaire
1. Ajouter 300 ul de tampon de lyse (avec le colorant bleu ajouté) a I’échantillon.

2. Centrifuger a 10 000 x g pendant 30 secondes. Deux phases seront formées, une phase
bleue inférieure (aqueuse) et une phase supérieure (huileuse).

3. Ajouter 60 pl de protéinase K directement a la phase bleue inférieure et mélanger par
pipetage.

4. Incuber a 56°C pendant toute une nuit.
5. Incuber a 80°C pendant 1 heure.

6. Placer les tubes sur de la glace pendant 1 minute pour refroidir. Placer ensuite les
tubes a température ambiante pendant 15 minutes.

7. Centrifuger les échantillons pendant 2 min a la vitesse maximale.

Le traitement a la DNase | nest pas effectué pour collecter a la fois | ’/ADN et I’ARN.
» Liaison de I’acide nucléique

Cette étape a été réalisée via I’utilisation de colonnes (Spin columns)

1. Ajouter 325 ul de tampon BL a I’échantillon lysé.

2. Ajouter 200l d’isopropanol (100%). Mélanger brievement avec un Vortex.
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3. Centrifuger a 10 000 x g pendant 30 secondes. Deux phases seront formées, une phase
bleue inférieure (aqueuse) et une phase supérieure (huileuse).

4. Pour chaque échantillon, placez une colonne de liaison dans un tube collecteur fourni.
Remarque : Portez des gants lors de la manipulation des colonnes et des tubes.

5. Transférer la totalité de la phase inférieure (aqueuse) de I’échantillon dans I’ensemble
colonne de liaison/tube collecteur et boucher la colonne. Jeter I’huile minérale restante.

(L’huile minérale est inerte et n’interférera pas avec la procédure d’extraction si une
partie de la phase huileuse est transposée sur la colonne de liaison).

6. Centrifuger I’assemblage a 10 000 x g pendant 30 secondes.
7. Jetez la solution eluée et changer le tube collecteur.
8. Passez immédiatement au lavage et a I’élution de la colonne.
> Lavage et élution de la colonne
1. Ajouter 500 ul de solution de lavage 1X (avec de I’éthanol) a la colonne de liaison.
2. Centrifuger a 10 000 x g pendant 30 secondes.
3. Jetez la solution éluée et changer le tube collecteur.
4. Répeéter les étapes 1.2.3

5. Fermez le capuchon de la colonne et centrifugez I’ensemble colonne /tube collecteur
a 16000 x g pendant 3 minutes pour sécher la colonne. (Il est important de sécher la
colonne pour éviter le transfert d’éthanol dans I’éluat).

6. Transférer la colonne de liaison dans un tube d’€lution propre et jeter le tube collecteur
(nous avons utilisé des tubes a faible adsorption d’ADN pour minimiser les pertes).

7. Ajouter 30 a 50 ul d’eau sans nucléases a la colonne, la refermer puis incuber a
température ambiante pendant 2 minutes.

8. Centrifuger a 16 000 x g pendant 1 minute. Retirer et jeter la colonne.

9. Boucher le tube d’¢lution et stocker les acides nucléiques a —20 °C.
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Annexe 3 : Classification TNM des cancers colorectaux :

Tx

TO
Tis
T1
T2
T3
T4

NX
NO

N1

N2

MO
M1

Tumeur

Tumeur primitive non évaluable

Pas de tumeur primitive

Envahissement de 1’épithélium ou de la lamina propria
Envahissement de la sous-muqueuse

Envahissement de la musculeuse

Envahissement de la sous-séreuse ou des tissus péricolo-rectaux non péritonisés

Atteinte de la séreuse ou des structures adjacentes
T4a : perforation du péritoine viscéral
T4b : adhésion ou invasion d’un organe de voisinage

Ganglion
Ganglions non évalués
Pas de métastase ganglionnaire régionale

1 a 3 ganglions métastatiques régionaux

N1la: 1 ganglion métastatique

N1b : 2 ou 3 ganglions métastatiques

N1c : nodule(s) tumoraux, c-a-d satellite(s) dans la sous-séreuse, ou dans les tissus
non péritonéalisés péricoliques ou périrectaux sans métastase ganglionnaire
régionale

4 ou plus ganglions métastatiques régionaux
N2a : 4 a 6 ganglions métastatiques
N2b : 7 ou plus ganglions

Métastase

Pas de métastase

Métastases a distance

M1 a : Métastase localisée a un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s)
lymphatique(s), autre que régional

M1b Métastases dans plusieurs organes ou péritonéales
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Annexe 4 : Classification 2021 des tumeurs du systeme nerveux central

Difluso astrocytoma, IDH-mutant
Gemistocytic astrecytomna, |DH-mutan

Diffuse astrocyloma, IDH-widlpe

Ditlusa astrocyloma, HOS

Araptastic astrosyionma, [DHmusant
Anaptastic astocyfoma, [OH-wildiype
Araplastic astrocytoma, NOS

Glioblagiorna, I0H-widype
Gianl cel glichlasioma
Gligsarsoma
Epithelioid giinblasioma

Glicblazioma, I0H-mutant

(Glickdazioma, NOS

Dittugee miclling ghicers, M3 K27 h-rmutant

Oligodendroglioma, [DH-mutant and
Ipf19q-codeleted
Qligodendroglioma, NOS

Anaplastic cligadendrogioma, IDH-mutant
and 1pf19q-codelgted
Andplastic alipodendroghorma, NOS

Ogoastrocytoma, NOS
Anaplastic algoasiocyioma, MOS

Other astrocytic tumaours
Pilocytie astrocyloma

Piloenyxced sirocyioma
Subspandymal gian cell &5l loms
Plgamaiphic sinthoasirocyloma
Anapdastic pleamarphis xanthoastrotyloma

Ependymal tumaurs
Subependymoma
Mysopapikary epentymama
Epdnidhyrmanms

Papiary epondymoma

Clear cell ependymoma

Tarycytlc ependymoma
Ependyransd, FELA husaon-posithie
Araplastic eptndymema

Other gliomas

Chordoed glicena of the third venincle
Anglocentnc glioms

Astroblastoms

Dittuse astreytic and oligodondroglial tumours
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Résumé

L'évolution récente de la recherche en oncologie a été marquée par un intérét grandissant pour les éventuelles
associations entre les infections virales et le développement des cancers. Parmi les virus étudiés dans ce contexte,
on retrouve le Cytomégalovirus Humain (HCMV), un herpesvirus trés répandu dans la population mondiale.
Principalement connu pour les graves complications qu’il induit chez les patients immunodéprimés et les femmes
enceintes, il suscite actuellement un vif intérét pour sa potentielle association avec le développement de malignités
ainsi que son éventuelle utilisation dans le cadre de la thérapie ciblée. Durant cette recherche, nous nous sommes
fixés pour objectif d'explorer en profondeur la présence du HCMYV au sein de biopsies tumorales provenant d’une
cohorte de patients atteints de tumeurs cérébrales ou colorectales dont les caractéristiques cliniques et moléculaires
ont été définies et analysées. Cette étude s'est appuyée sur une approche moléculaire basée sur la réaction en
chaine par polymérase (PCR), visant a détecter le génome viral et a évaluer son potentiel role dans le
développement tumoral. En dépit de la sensibilité des techniques que nous avons utilisées, la totalité des
échantillons que nous avons testés étaient négatifs pour I’infection 8 HCMV. Bien que nos résultats ne plaident
pas en faveur d’un role majeur pour ce virus dans la pathogenése des cancers étudiés, ils soulignent l'importance
d'une méthodologie rigoureuse et consensuelle dans l'exploration des relations complexes qui sous-tendent
I’infection par le HCMYV et le développement de pathologies cancéreuses.

Mots clés : Cytomégalovirus, tumeurs cérébrales, tumeurs colorectales, oncogenése, Herpesvirus, biologie
moléculaire, biopsies tumorales, infection.

Abstract

Recent developments in oncology research have been marked by a growing interest in the possible association
between viral infections and the development of cancers. Among the viruses studied in this context, we find Human
Cytomegalovirus (HCMV) a widespread herpesvirus that is mainly known for the serious complications it induces
in immunocompromised patients and pregnant women. It is currently arousing a huge interest for its potential
association with the development of malignancies as well as its possible use in the context of targeted therapy.
During this research we set the objective of exploring in depth the presence of HCMV in tumor biopsies from a
cohort of patients with brain or colorectal tumors whose clinical and molecular characteristics have been defined
and analyzed. This study relied on a molecular approach based on the polymerase chain reaction (PCR), aimed at
detecting the viral genome and evaluating its potential role in tumor development. Despite the sensitivity of the
techniques we used, the totality of the samples we tested were negative for HCMV infection. Our results do not
argue in favor of a major role for this virus in the pathogenesis of the cancers studied. However, our findings
highlight the importance of a rigorous and consensual methodology in the exploration of the complex relationships
underlying the infection by HCMV and the development of malignancies.

Keywords: Cytomegalovirus, brain tumors, colorectal tumors, oncogenesis, Herpesvirus, molecular biology,
tumor biopsies, infection.
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