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Résumeé

Les pathologies gastriques, et plus particuliérement le cancer de 1’estomac, constituent
un défi majeur en santé publique en raison de leur forte morbidité, de leur complexité clinique
et de la multiplicité des facteurs impliqués dans leur développement. L’évolution des 1ésions
gastriques, depuis une gastrite chronique jusqu’a un adénocarcinome, implique des
mécanismes physiopathologiques diversifiés, dans lesquels les infections jouent un réle
déterminant. Deux agents infectieux majeurs sont particulierement impliqués dans ce contexte
: la bactérie Helicobacter pylori (Hp), classée comme cancérogéne de classe I par ’OMS, et
le virus d’Epstein-Barr (EBV), dont I’implication dans une sous-catégorie distincte de cancers

gastriques a été démontrée.

Dans le cadre de notre recherche, nous avons exploré la relation entre ces agents
infectieux et les altérations histopathologiques gastriques. L’étude a porté dans un premier
temps sur une large cohorte de 809 cas de gastrites chroniques, chez lesquels la recherche de
Helicobacter pylori a été effectuée par colorations de routine (Giemsa) et par
immunohistochimie spécifique. La bactérie a été détectée dans plus de 50 % des cas,

confirmant son role prépondérant dans la pathogénie de 1’inflammation gastrique chronique.
Parmi les cas Hp-positifs, des Iésions précancéreuses (LPC) ont été identifiées :
. La métaplasie intestinale a été observée dans environ 35 % des cas.

. La dysplasie de bas grade, quant a elle, a été retrouvée dans prés de 18 % des

cas.

Notons que des LPC ont également été retrouvées chez certains patients Hp-négatifs,

suggérant 1’existence de mécanismes carcinogénes indépendants de ’infection a Hp.

Dans un second temps, une sous-cohorte de patients Hp-négatifs a été sélectionnée
pour 1’étude de I’'implication virale a travers la détection de I’expression de la protéine de
latence virale LMP1 du virus d’Epstein-Barr par immunohistochimie. Les résultats ont
révélé une expression nucléaire marquée de LMP1, particulierement chez les patients de
sexe masculin, ce qui pourrait refléter une susceptibilité accrue liée a des facteurs

hormonaux, génétiques ou comportementaux.

Ces résultats renforcent I’hypothése d’une carcinogenése multifactorielle dans les
pathologies gastriques, impliquant a la fois H. pylori et EBV comme acteurs distincts ou

synergiques. L’observation de lésions précancéreuses chez des patients Hp-négatifs mais



EBV-positifs suggére que le virus pourrait jouer un role direct dans la transformation
maligne des cellules épithéliales gastriques. LMP1, en tant que protéine régulatrice de la
prolifération et de la survie cellulaire, pourrait constituer un biomarqueur potentiel de
malignité et une cible thérapeutique prometteuse, en particulier dans les cancers gastriques

EBV-associés.

En conclusion, notre étude met en lumiére la complexité des interactions entre agents
infectieux et muqueuse gastrique, et souligne I’importance d’une approche diagnostique
intégrée, combinant analyse histopathologique, immunohistochimie et recherche étiologique
approfondie. La prise en compte de I’infection a EBV, en complément de Helicobacter pylori,
pourrait améliorer significativement la stratification du risque et guider de nouvelles

stratégies de prévention et de traitement personnalisé du cancer gastrique.

Mots clés : pathologies gastriques, Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus,

immunohistochimie, Iésions précancéreuses, cancer gastrique, LMP1.



Abstract

Gastric pathologies, particularly stomach cancer, represent a major public health
challenge due to their high morbidity, clinical complexity, and the variety of factors involved
in their development. The progression from chronic gastritis to gastric adenocarcinoma
involves diverse pathophysiological mechanisms, with infectious agents playing a central
role. Two major infectious agents are especially implicated in this context: the bacterium
Helicobacter pylori (Hp), classified as a Group | carcinogen by the WHO, and the Epstein-

Barr virus (EBV), which has been associated with a distinct subtype of gastric cancer.

In our study, we investigated the relationship between these infectious agents and
histopathological gastric alterations. In the first phase, we analyzed a large cohort of 809
cases of chronic gastritis, in which the presence of Helicobacter pylori was assessed using
routine staining (Giemsa) and specific immunohistochemistry. The bacterium was detected in
over 50% of the cases, confirming its prominent role in the pathogenesis of chronic gastric

inflammation.

Among the Hp-positive patients, precancerous lesions (PCLs) were frequently
identified:

. Intestinal metaplasia was observed in approximately 35% of cases.
. Low-grade dysplasia was found in about 18% of cases.

Interestingly, PCLs were also found in some Hp-negative patients, suggesting the

existence of alternative carcinogenic pathways independent of Hp infection.

In the second phase, a sub-cohort of Hp-negative patients was selected to explore
the possible role of EBV by detecting the expression of the latent membrane protein 1
(LMP1) via immunohistochemistry. The results revealed a notable nuclear expression of
LMP1, particularly among male patients, which may reflect increased susceptibility linked
to hormonal, genetic, or behavioral factors.

These findings reinforce the hypothesis of a multifactorial carcinogenesis in gastric
diseases, involving both H. pylori and EBV as distinct or possibly synergistic contributors.
The observation of precancerous lesions in Hp-negative but EBV-positive individuals
suggests that the virus may play a direct role in the malignant transformation of gastric
epithelial cells. LMP1, known for its role in regulating cell proliferation and survival, could



thus serve as a potential biomarker of malignancy and a promising therapeutic target,

particularly in EBV-associated gastric cancers.

In conclusion, our study highlights the complexity of interactions between infectious
agents and the gastric mucosa, and underlines the importance of an integrated diagnostic
approach combining histopathological analysis, immunohistochemistry, and in-depth
etiological investigation. Including EBV detection alongside Helicobacter pylori analysis
could significantly improve risk stratification and inform new strategies for personalized

prevention and treatment of gastric cancer.

Keywords: gastric pathologies, Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus,

immunohistochemistry, precancerous lesions, gastric cancer, LMP1.
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Introduction

Les maladies gastriques, telles que la gastrite, les ulceres gastroduodénaux et le cancer
gastrique, sont des causes majeures de morbidité et de mortalité dans le monde entier. La
gastrite, qui est une inflammation de la muqueuse gastrique, peut se manifester sous deux
formes : aigué et chronique. La gastrite aigué est souvent causée par des facteurs exogeénes
tels que la consommation excessive d'alcool, I'utilisation prolongée de médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) ou certaines infections virales et bactériennes.
Cependant, la gastrite chronique, qui est souvent plus insidieuse et difficile a traiter, est
principalement induite par une infection persistante par Helicobacter pylori, une bactérie
Gram-négative qui colonise I’estomac humain. L’infection par H. pylori joue un réle clé dans
le développement de nombreuses pathologies gastriques, allant de la gastrite chronique aux
ulceres gastroduodénaux, et peut, si elle n'est pas traitée, évoluer vers des formes plus graves

de maladies, notamment le cancer gastrique (Malfertheiner et al., 2023).

Le cancer gastrique est une forme maligne qui résulte de la transformation progressive
des cellules de la muqueuse gastrique sous l'effet de divers facteurs de risque. Parmi ces
facteurs, Helicobacter pylori occupe une place centrale. Cette bactérie induit une
inflammation chronique de la muqueuse gastrique, et a long terme, cette inflammation
persistante peut conduire a des Iésions précancéreuses et finalement a une transformation
maligne des cellules gastriques. En effet, H. pylori est classée par I'Organisation mondiale de
la sant¢ (OMS) comme un cancérogene de classe I, ce qui signifie qu’il existe des preuves
suffisantes pour affirmer que cette infection est directement responsable du développement de
certains cancers, notamment le cancer gastrique (Malfertheiner et al., 2023). L’infection par
H. pylori affecte environ 50 % de la population mondiale, avec des taux particuliérement
élevés dans les pays en développement, y compris en Afrique du Nord, notamment en Algérie
(Attila et al., 2020).

En plus de H. pylori, dautres agents pathogenes, notamment Epstein-Barr Virus
(EBV), sont également impliqués dans le développement de pathologies gastriques, en
particulier dans le cadre de cancers associés a la muqueuse gastrique. Le virus d'EBV est un
virus humain omniprésent, appartenant a la famille des herpésvirus, qui infecte plus de 95 %
de la population adulte mondiale (Yu et Robertson, 2023). L’infection initiale par EBV
survient généralement pendant I’enfance et est souvent asymptomatique, bien qu'une

exposition tardive puisse entrainer des symptdmes plus graves, tels que la mononucléose




infectieuse chez les jeunes adultes (Naughton et al., 2021). Le role oncogenique de I'EBV a
été établi dans divers types de cancers, y compris les lymphomes, ainsi que dans certains
cancers gastriques. Environ 10 & 15 % des cancers gastriques sont liés a 'EBV, notamment les
lymphomes gastriques et les cancers gastriques affectant les cellules épithéliales (Shechter et
al., 2022).

En Afrique, I’infection par H. pylori représente un probléme de santé publique majeur,
particulierement en raison de sa forte prévalence dans les régions sub-sahariennes et d'Afrique
du Nord. En Algérie, par exemple, on estime que pres de 80 % de la population est infectée
par H. pylori (Attila et al.,, 2020). Cette prevalence élevée explique en partie les taux
alarmants de cancer gastrique dans le pays, ou le nombre de nouveaux cas diagnostiqués
chaque année continue d'augmenter (Hiba et al., 2022). En outre, I'EBV joue également un
réle non négligeable dans les cancers gastriques dans la région. Bien que la prévalence de
I'EBV soit élevée, les données précises sur son role dans le cancer gastrique en Afrique
demeurent insuffisantes. Cependant, des études ont suggéré que I'EBV est un facteur
contribuant a certaines formes de lymphomes gastriques et a des cancers gastriques associés a

des cellules épithéliales dans la région (Syrykh et al., 2021).

La situation épidémiologique en Algerie refléte cette double menace, avec des taux de
cancer gastrique parmi les plus élevés en Afrique du Nord. Le manque d’acces a des soins de
sant¢ de qualité, la détection tardive des cancers, et l'absence d’un programme national de
dépistage efficace, aggravent la situation. Bien que le traitement de ’infection par H. pylori
par antibiothérapie combinée a des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) soit relativement
efficace, la persistance des facteurs de risque, tels que des habitudes alimentaires et de vie
inappropriées, ainsi que lI'absence de stratégies de prévention systématiques, rendent difficile
la maitrise de cette pathologie dans la région (O'Connor et al., 2020). Par ailleurs, I'impact
de Il'infection par EBV, bien que moins étudié, nécessite une attention particuliére, en raison
de son rdle potentiellement aggravant dans le développement de formes malignes de cancer

gastrique.

Face a cette situation, il devient impératif de renforcer les efforts de prévention, tant au
niveau de I'éradication de H. pylori que de la gestion de I’infection par EBV. Des campagnes
de sensibilisation a la prévention de I’infection par H. pylori, des stratégies de dépistage
précoce des formes précancéreuses, et un meilleur accés aux soins de santé sont des mesures
essentielles pour lutter contre 1’incidence croissante du cancer gastrique en Algérie et dans

d’autres pays d'Afrique. L'amélioration de I'hygiéene, I'éducation a la santé, et le renforcement




des infrastructures de santé sont également des priorités pour limiter la propagation de ces
infections et, par conséquent, réduire la charge de morbidité associée aux maladies gastriques
(Zapatka et al., 2020).

Il est donc établi que les pathologies gastriques, en particulier le cancer gastrique,
représentent un défi de santé publique majeur, aussi bien en Algérie qu’en Afrique dans son
ensemble. Les infections chroniques par Helicobacter pylori et le réle oncogénique d’EBV
dans certaines formes de cancer gastrique nécessitent une attention particuliére. Une approche
intégrée de prévention, de dépistage précoce et de traitement est essentielle pour lutter contre
cette épidemie, tout en améliorant I'acces aux soins de santé pour les populations les plus
vulnérables. Dans ce contexte, notre étude vise a analyser I’implication d’Helicobacter pylori
(H. pylori) ou du virus d’Epstein-Barr (EBV) dans les pathologies gastriques. La premiere
phase a porté sur 889 cas de patients du CHU de Tizi Ouzou entre 2016 et 2019, pour
examiner I'implication de la bactérie. La deuxiéme phase a concerné 31 cas pour la recherche
de la protéine LMP-1 liée a EBV. Les objectifs spécifiques incluent 1I’étude de I’implication
de la bactérie dans les pathologies gastriques, 1’analyse des 1ésions histologiques associées, et
I’étude de la fréquence de la protéine LMP-1 chez les patients non infectés par H. pylori.
Cette recherche est d’une grande importance pour la santé publique, car elle pourrait
améliorer les stratégies de prévention, de diagnostic et de traitement des pathologies

gastriques.
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Synthese bibliographique
1. Rappel histologique sur I’estomac et pathologies associées

1.1. Histologie générale de I’estomac

L’estomac, organe majeur du systeme digestif, est situ¢ dans la partie supérieure de
I’abdomen et se divise histologiquement et fonctionnellement en deux régions principales : le
corpus supérieur et I'antre inférieur, également appelé région pylorique (Jantaree et al.,
2021). Chaque section joue un réle distinct dans le processus de digestion, bien que
I’ensemble de l'organe fonctionne de maniére cohérente pour assurer la dégradation et

I’absorption des nutriments.

La muqueuse gastrique, qui constitue la couche la plus interne de I’estomac, joue un
réle clé dans les processus de protection et de digestion. Elle est recouverte d'un épithélium
spécialisé qui comprend plusieurs types de cellules avec des fonctions specifiques. Les
cellules muqueuses sécrétent un mucus visqueux qui protége la paroi gastrique contre
I’acidité et I’action des enzymes digestives. Les cellules pariétales assurent la production
d’acide chlorhydrique (HCL), essentiel pour [l'activation des enzymes digestives et la
dégradation des protéines. Les cellules principales secretent du pepsinogene, un précurseur
de la pepsine, enzyme qui, activée par 1’acide, dégrade les protéines alimentaires. Les cellules
endocrines situees dans la muqueuse liberent des hormones telles que la gastrine, régulant

ainsi la sécrétion acide et la motilité de 1’estomac.

Les glandes gastriques, présentes dans la muqueuse, se forment sous forme
d’invaginations et jouent un role central dans la production des sucs gastriques. Composées de
différents types cellulaires selon les régions de I’estomac, ces glandes sécretent des enzymes,
des acides et des facteurs de croissance. Ces derniers stimulent la régénération de I'épithélium
gastrique, favorisant ainsi une réponse adaptative face aux agressions externes, notamment les

acides et les substances étrangeéres.

Sous la muqueuse se trouve la sous-muqueuse, une couche de tissu conjonctif qui
contient un réseau dense de vaisseaux sanguins et de vaisseaux lymphatiques. Ces
vaisseaux assurent I’irrigation et 1’absorption des nutriments. En outre, cette couche abrite un
plexus nerveux qui contrdle la régulation des fonctions gastriques, telles que la sécrétion acide

et la motilit¢é de I’estomac. Ce systeme nerveux permet de coordonner les mouvements




péristaltiques et d’adapter les réponses de I’estomac en fonction des types d’aliments

CONSOMMEéS.

La muscularis externa, située sous la sous-muqueuse, est constituée de trois couches
de muscles lisses disposees dans différentes orientations : longitudinale, circulaire et oblique.
Ces couches permettent a 1’estomac de se contracter efficacement dans plusieurs directions,
facilitant ainsi le brassage des aliments et leur progression dans le systeme digestif. Ces
contractions, essentielles pour le péristaltisme, favorisent le transport des aliments digérés

vers I’intestin gréle.

La couche la plus externe de I’estomac est la séreuse, également appelée adventice.
Constituée de tissu conjonctif et recouverte d’un épithélium simple, elle protége 1’estomac
contre les agressions mécaniques et chimiques. Cette couche joue également un réle de
soutien en maintenant I’estomac en place grace a des ligaments et en lui permettant de se
mouvoir librement lors des contractions musculaires, sans endommager les structures

adjacentes.

L’interaction complexe de ces couches — la muqueuse, la sous-muqueuse, la
muscularis externa et la séreuse — est essentielle pour garantir non seulement la digestion
chimique et mécanique des aliments, mais aussi la protection de I’estomac contre son
environnement acide. Ce systéeme intégré favorise une absorption efficace des nutriments tout
en maintenant 1’intégrité de 1’organe (Figure 1) (Trauslen et al., 2021 ; Chanda et Singh,
2024)
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Figure 1 : Structure de I’estomac humain (gauche) et de la barriére gastrique (droite)

(Brandstaeter et al., 2019)




1.2.  Altérations gastriques précancéreuses et cancer gastrique :

La majorité des cas de cancer gastrique (CG) sont des adénocarcinomes de type
intestinal, qui se développent au travers d’un processus progressif impliquant plusieurs étapes.
Ce processus debute par une série de modifications phénotypiques du tissu gastrique normal,
allant de la muqueuse gastrique saine a la gastrite non atrophique (GNA), suivie de la gastrite
atrophique (GA), de la métaplasie intestinale (Ml), de la dysplasie (néoplasie non invasive de
bas et haut grade), et enfin du cancer gastrique (CG) (Pei et al., 2022). Ce dysfonctionnement
de la barriere épithéliale est décrit comme la cascade précancéreuse de Correa (Wang et al.,
2024), et de nombreuses études épidémiologiques ont confirmé 1’effet causal séquentiel de ces

différentes étapes (Cheng et al., 2023).

La premiére étape de cette cascade est la gastrite chronique, généralement induite par
I’infection a H. pylori, qui touche principalement ’antre de 1’estomac (Jessurun, 2021). A ce
stade, I’inflammation liée a H. pylori affecte une muqueuse gastrique intacte avec des glandes
gastriques préservees, appelée gastrite non atrophique (GNA). Cette condition peut étre guérie
par I’éradication de la bactérie, mais si I’infection persiste, elle peut évoluer vers une gastrite
atrophique (GA) avec la perte et/ou le remplacement métaplasique des glandes de la
muqueuse gastrique normale (Li et al., 2018). Au sein de cette cascade, la GA représente un
champ de cancérisation privilégié, favorisant le développement du CG (Botezatu et Bodrug,
2021). H. pylori demeure le principal facteur de I'atrophie gastrique, et dans le monde entier,
la prévalence de cette infection est systématiquement associée a la GA et au CG (Yang et al.,
2022 ; Kouroumalis et al., 2024).

Cependant, dans certains contextes épidémiologiques spécifiques, une forte prévalence
de I'infection par H. pylori est associée & une faible prévalence de Iésions précancéreuses ou
cancéreuses gastriques, ou bien des taux similaires d'infection bactérienne sont liés a des
risques significativement différents de malignité gastrique (Li et Perez Perez, 2018 ;
Gantuya et al., 2019 ; Niikura et al., 2023). Ces résultats inattendus suggérent que des
facteurs autres que H. pylori pourraient influencer la modulation de la cascade oncogene.
Parmi ces facteurs, des éléments liés a I'héte (tels que les variations génétiques, les ARN non
codants, la méthylation, etc.) ainsi que des facteurs environnementaux, voire une dysbiose
gastrique influencée par des déterminants épidémiologiques (ethniques, culturels, etc.), ont été
proposés comme des contributeurs potentiels (Heinrichs et al., 2018 ; Link et Kupcinskas,
2018 ; Zhou et al., 2018 ; Tang et al., 2022). En particulier, une implication possible de la

dysbiose gastrique dans la progression de la cascade de Correa a été suggérée (Huang et al.,




2023). Toutefois, le role exact de la dysbiose dans la cascade pré-neoplasique demeure
incertain. La gastrite atrophique associee a H. pylori évolue avec le temps en gravité et en
extension, devenant ainsi une gastrite atrophique multifocale (GMF) (Li et al., 2018 ; Safira
et Sugiarto, 2021). Bien que la cascade de Correa soit principalement associée a l'infection
par Helicobacter pylori dans le développement du cancer gastrique, il est possible que des
facteurs supplémentaires, tels que le virus Epstein-Barr (EBV), contribuent également a la
progression tumorale, notamment dans certains types spécifiques de cancers gastriques.

L’inflammation chronique persistante ¢évolue vers un stade avancé d’atrophie,
accompagné d’un remplacement métaplasique des glandes de la muqueuse gastrique,
caractéristique de la métaplasie intestinale (MI) (Vaiphei et Vape, 2022 ; Yang et al., 2022).
Histologiquement, la M1 est une lésion hétérogeéne, subdivisée en deux sous-types principaux
: complet et incomplet, ces derniers imitant respectivement 1’épithélium de l'intestin gréle ou
du c6lon (Shah et al., 2020). La M1 apparait généralement au niveau de |’incisura angularis,
avant de s’étendre a I’antrum et au corpus gastrique (Kawamura et al., 2024). A ce stade,
I’accumulation de cellules et de Iésions génétiques au sein de la muqueuse atrophique et
métaplasique constitue le terrain propice a la dysplasie et au cancer gastrique invasif, les deux
étapes finales de la cascade de Correa (Businello et al., 2021). Bien que la cascade de Correa
suive une progression linéaire des lésions précancéreuses, elle peut également évoluer de
maniére variable : soit elle reste stable pendant de nombreuses années, soit elle progresse avec
des épisodes de régression et/ou d'aggravation des lésions (Koulis et al., 2019). Par
conséquent, il n’est pas encore bien établi a quel moment de la cascade un processus devient
irréversible. Les études systématiques comparant la gastrite atrophique (GA) et la métaplasie
intestinale (MI) suggérent que la MI pourrait étre considérée comme une lésion pré-
néoplasique irréversible, a partir de laquelle la progression histopathologique peut se faire
indépendamment de 1’éradication de H. pylori (Tong et al., 2024). Cependant, certaines
études de cohorte ont également observé une régression de la M1 (Drnovsek et al., 2024). De
plus, seule une petite proportion des patients présentant une MI développe une dysplasie
(Koulis et al., 2019). Ainsi, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux
comprendre les mécanismes responsables du développement de cette cascade précancéreuse
(Figure 2).




Normal Non-atrophic gastritis Multifocal atrophic gastritis

intestinal type

Figure 2 : Lésions histopathologiques dans un modéle murin, observées aux différents stades

de la « cascade de Correa » menant a I’adénocarcinome gastrique de type intestinal (Fox et
Wang, 2014)

Une muqueuse gastrique normale présente des glandes de structure normale. Lors d’une gastrite aigué,
I’épaisseur de la muqueuse est augmentée. Au cours d’une gastrite chronique, des dilatations glandulaires sont
observées. La gastrite chronique peut évoluer en gastrite atrophique avec perte des cellules pariétales et une perte
variable des glandes gastriques. La métaplasie intestinale correspond a 1’acquisition d’un phénotype intestinal
avec apparition de cellules caliciformes. La métaplasie intestinale peut évoluer en dysplasie caractérisées par des
glandes de forme et de taille irréguliéres. Enfin, le stade cancer associe des néoplasies intra-épithéliaux et une
invasion de la muscularis mucosae et de la musculeuse. Barre d’échelles : 160 pum (image 1) ; 400 um (images 2,
3,4) ;80 um (image 5, zoom x400) ; 40um (image 6) ; 800 um (image 7).

2. Données bibliographiques sur Helicobacter pylori

2.1. Identification, taxonomie et morphologie

De nombreuses ¢tudes ont été réalisées afin d’explorer la présence éventuelle de
micro-organismes au sein de la muqueuse gastrique humaine, mais les résultats obtenus sont
souvent restés peu concluants. Les premiéres observations en ce sens remontent a 1893,
lorsque le chercheur italien Giulio Bizzozero identifia des « bactéries spiralées » dans le
tractus gastro-intestinal des chiens (Bizzozero, 1893). Cependant, ces observations furent

percues a 1’époque comme une simple curiosité microbiologique sans véritable portée




clinique. Ce n’est qu’en 1899 que le chercheur polonais Walery Jaworski observa des
structures similaires dans le liquide de lavage gastrique humain, suggérant pour la premiére
fois une possible association entre une bactérie spiralée, qu’il nomma « Vibrio rugula », et les
pathologies gastriques. Toutefois, ses travaux, publiés en polonais dans un ouvrage de
pathologie infectieuse, ne furent pleinement reconnus qu’un siécle plus tard (Bordin et al.,
2022). Ce n’est qu’en 1984 que I’implication des micro-organismes dans les maladies
gastriques fut officiellement validée, suite a 1’identification par Marshall et Warren de la
bactérie, ultérieurement dénommee Helicobacter pylori, dans des biopsies gastriques de
patients souffrant de gastrite et d’ulcéres gastroduodénaux (Marshall et Warren, 1984).
Cette découverte fut confirmée par ’expérience de Marshall, qui ingéra une solution
concentrée de cette bactérie, démontrant ainsi son pouvoir pathogéne sur son propre estomac.
La disparition des symptomes, aprés traitement a base d’antibiotiques (tinidazole) et de sels
de bismuth, apporta la preuve de I’implication de H. pylori (Figure 3) dans les maladies
gastriques, respectant ainsi les postulats de Koch pour la démonstration de 1’existence d’un

agent infectieux responsable (Marshall et al., 1985).

Figure 3 : Visualisation de H. pylori sur coupe histologique, coloration de Wharthin Starry (a
base de sels d’argent). Endoscopie et biopsie gastrique effectuées 8 jours apres ingurgitation

d’une solution de culture pure de H. pylori par B. Marshall (Marshall et al, 1985).

Helicobacter pylori occupe une position centrale au sein d'un genre microbiologique
distinct, regroupant prés d'une vingtaine d'espéces isolées tant chez 'Homme que chez les
animaux. Sa classification taxonomique au sein du regne des bactéries (Charitos et al., 2021)

se présente comme suit :




e Reégne : Bacteria

« Division : Proteobacteria

o Classe : Epsilonproteobacteria
e Ordre : Campylobacterales

« Famille : Helicobacteraceae

o Genre : Helicobacter

o Espéce : Helicobacter pylori

D'un point de vue morphologique, H. pylori se caractérise par sa forme spiralée ou de
batonnet, bien que sa forme coccoide puisse étre observée lors de son état dormant (lerardi et
al., 2020). Ce bacille, Gram-négatif et micro-aérophile, mesure généralement entre 2 et 4 pum
de longueur et 0,5 a 1,0 um de largeur (Aljohani, 2021). D'apres des études phylogénétiques
et géographiques, H. pylori s'avére étre un colonisateur gastrique naturel de I'Homme,

coexistant avec les populations humaines depuis au moins 50 000 ans (Moutou, 2022).
2.2. Acquisition de I’infection et mode de transmission

L'infection par H. pylori débute souvent durant I'enfance et persiste généralement tout
au long de la vie de I'néte en I'absence de traitement antimicrobien (Sabbagh et al., 2019).
Bien que la voie exacte de transmission de H. pylori ne soit pas entierement élucidée, la
transmission interhumaine, notamment au sein des familles, par voie orale-orale ou fécale-
orale, est considérée comme prédominante (Mladenova et Durazzo, 2018). Ce mode de
transmission est par ailleurs étroitement lié a des conditions environnementales défavorables,
telles qu'une mauvaise hygiéne et des facteurs géographiques variés. Une fois la bactérie
transmise, elle demeure brievement dans la lumiére gastrique (avec un pH d'environ 2,0)
avant de pénétrer dans la couche de mucus (pH de 4,5 a 6,5), qui constitue son habitat
privilégié. Il est supposé que H. pylori utilise plusieurs mécanismes pour surmonter l'acidité
gastrique, parmi lesquels l'uréase, une enzyme qui dégrade l'urée pour générer de

I'ammoniaque et ainsi neutraliser l'acidité (Stefano et al., 2018 ; Monno et al., 2019).
2.3. Prévalence de I’infection

La prévalence mondiale de l'infection a H. pylori est estimée a 44,3 %, avec une
variation notable entre les pays développés (34,7 %) et les pays en développement (50,8 %).

L'Afrique se distingue par la prévalence la plus élevée, atteignant 70,1 % (Chen et al., 2024).
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3.3. Adaptation bactérienne et facteurs de pathogénicité

Le réservoir naturel de H. pylori est I'estomac humain, et plus précisément I'épithélium
gastrique. La bactérie se localise frequemment dans le corpus et I'antre gastriques (Cheok et
al., 2021). Elle est dotée de 2 a 6 flagelles unipolaires gainés qui renforcent sa mobilité au
sein de la couche de mucus, facilitant ainsi sa migration vers les cellules épithéliales
gastriques (Su, 2019). En dépit de sa coexistence asymptomatique avec I'héte, ce qui
témoigne de sa persistance dans le microbiome humain en tant que micro-organisme non
pathogene (Reshetnyak et al., 2021), sa pathogénicité est indiscutable. Plusieurs facteurs de
virulence essentiels a sa colonisation ont été identifiés, notamment l'uréase, qui génere de
I'ammoniaque pour neutraliser 1’acidité gastrique, et la motilité de la bactérie qui lui permet
de se diriger vers des zones a pH plus élevé. De plus, sa forme spiralée et ses six flagelles
polaires lui permettent de percer une couche de mucine épaisse (Bai et al., 2020).

Dans la muqgueuse gastrique, la majorité des H. pylori résident dans la couche de
mucus, a proximité immédiate de I'épithélium gastrique. La bactérie utilise différentes
adhésines, telles que la protéine BabA (qui se lie aux antigénes sanguins), SabA (qui interagit
avec ’acide sialique), ainsi que des porines comme HopZ, AlpA et AlpB, pour adhérer a la
mucine et a la surface des cellules épithéliales, ce qui lui permet de résister au péristaltisme
gastrique (Sedarat et al., 2024).

La pathogénicité de H. pylori est principalement associée a deux facteurs clés : le gene
CagA, qui est lié a la cytotoxine, et la cytotoxine vacuolante (VacA) (Ansari et Yamaoka,
2020 ; Kishk et al., 2021). Ces facteurs (Figure 4) permettent a H. pylori d'induire et de
moduler I'inflammation gastrique, tout en affectant divers processus cellulaires de I'hote, tels
que la prolifération, la différenciation et l'apoptose, avec un potentiel oncogene (Sharndama
et Mba, 2022).
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Figure 4 : Virulence et mécanismes pathogenicité d'H. pylori (Ali et AlHussaini, 2024).

(1) adaptation & I'environnement acide de la muqueuse gastrique de la muqueuse gastrique, (2) mouvement vers

les cellules épithéliales a I'aide des flagelles, (3) pénétration de la barriere des cellules épithéliale et attachement
a des récepteurs spécifiques, et (4) Iésions tissulaires et autres effets néfastes sur la santé. Par conséquent, pour

réussir a coloniser I'hote et établir I'infection, H. pylori doit étre capable de survivre a l'acidité de I'estomac, de

s'attacher aux cellules de I'ndte et libérer des toxines qui endommagent les tissus de I'néte. Le VacA contribue a
la rupture de la barriére épithéliale. En outre, les macrophages peuvent étre induits par l'uréase, entrainant des

altérations de la physiologie gastrique. Plusieurs autres protéines effectrices jouent un rdle crucial dans la
pathogenése de H. pylori.

2.4. Conséquence de I’infection

L'infection par H. pylori peut entrainer les manifestations cliniques suivantes : (1)
gastrite chronique, que presque toutes les personnes infectées développent et qui reste le plus
souvent asymptomatique ; (2) phénotype d'ulcere duodénal, qui survient chez 10 a 15 % des

personnes infectées ; (3) phénotype d'ulcere gastrique/adénocarcinome, qui se transforme en
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cancer gastrique chez 1 a 3 % des personnes infectées ; et (4) lymphome du tissu lymphoide
associé a la muqueuse gastrique, qui se developpe chez 0,1 % des personnes infectées
(Mladenova, 2022). Le phénotype de I'adénocarcinome gastrique, qui survient principalement
en cas de colonisation proximale de l'estomac (pangastrite), endommage les glandes
gastriques et provoque une gastrite atrophique. Ce phénotype évolue finalement vers un
processus a plusieurs étapes, comprenant la métaplasie intestinale, la dysplasie et
I'adénocarcinome, qui peut prendre jusqu'a sept ou huit décennies (Senchukova, 2022). Par
conséquence, H.pylori est la seule bactérie classée comme cancérogéne de classe | (Liatsos et
al., 2022) pour le cancer gastrique, et est impliquée dans 90 % de toutes les tumeurs malignes
gastriques (Salvatori et al., 2023). Elle est considérée comme l'agent étiologique le plus
courant des cancers lies aux infections (Bakhti et al., 2020).

Cependant, comme la majorité des sujets infectés développent une gastrite chronique
(Souissi et al., 2022), la bactérie est définie comme un pathogene spécifique de I'néte plutét
que comme un commensal (Dey et Chaudhuri, 2023). Bien que la majorité des personnes
infectées soient asymptomatiques, une colonisation a long terme est associée a diverses
maladies gastroduodénales ultérieures, telles que les ulcéres gastroduodénaux, la GC ou le

lymphome du tissu lymphoide associé a la muqueuse (MALT) (Kim, 2024).

Par ailleurs, la consommation excessive de sel (Balendra et al., 2023) et le tabagisme
(Yang et al., 2020), semblent étre associés a un risque plus élevé de développement de cancer
gastrique (Yang et al., 2020). Les antioxydants naturels joueraient au contraire un role

protecteur (Marino et al., 2023).

Il est clairement établi que les effets combinatoires (Figure 5) de plusieurs facteurs
environnementaux augmentent les risques de développement du CG chez les sujets infectés
par H. pylori (Collatuzzo et al., 2021), y compris la réponse immunitaire innée de 1’hote
contre la bactérie, qui induit une inflammation et des lésions cellulaires via la production
abondante de médiateurs pro-inflammatoires tels que des cytokines, des especes réactives
oxygénées ou encore de 1’oxyde nitrique (ON) (Gobert et Wilson, 2022) et le développement

de la dysbiose gastriqgue (Gomez-Ramirez et al., 2021).
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Figure 5 : Pathogenése de I'adénocarcinome gastrique déclenchée par H. pylori
(Malfertheiner et al., 2023)

Initiée par Helicobacter pylori, la gastrite chronique est associée a la génération d'espéces réactives de l'oxygéne
et de métabolites d'oxyde nitrique, et a une réduction des taux de vitamine C. Le risque de cancer gastrique est
plus élevé chez les personnes infectées par des souches plus virulentes d'H. pylori, qui présentent des facteurs
génétiques pro-inflammatoires de I'hdte, une mauvaise alimentation (riche en sel, aliments fumés), de faibles

niveaux de fer, un mode de vie malsain et/ou le tabagisme. La perte d'acidité facilite la colonisation par le
microbiote gastrique pro-inflammatoire nocif, qui peut a son tour produire davantage de métabolites
génotoxiques pro-inflammatoires et de carcinogénes, qui agissent directement sur la transformation des cellules

épithéliales malignes dans I'estomac.

3. Données bibliographiques sur le virus d’Epstein-Barr

3.1. Historique

En 1958, Denis Burkitt, un chirurgien anglais, décrit les caracteristiques cliniques et
épidémiologique d’une tumeur du maxillaire supérieur, survenant chez des enfants d’Afrique
de DI’Est, et en rapport avec une prolifération de lymphocytes B (Burkitt, 1958). La
distribution géographique de ce lymphome, dit de Burkitt et les conditions climatiques
associees suggéerent une probable étiologie infectieuse (Burkitt 1962). En 1961, en assistant a
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une conférence du chirurgien Burkitt & Londres, Michael Anthony Epstein s’intéressa a la
recherche de ce « possible » agent infectieux sur des biopsies de tumeurs issues de ce
lymphome. Apreés trois ans de recherches, Epstein et Yvonne établirent des lignées cellulaires
in vitro issues de lymphomes de Burkitt (Epstein et Yvonne, 1964). En observant par
microscopie électronique ces lignées, Epstein et son équipe identifiérent des particules virales
(Figure 6) morphologiquement apparentées aux herpés virus nommé ainsi le virus d’Epstein-
Barr (EBV) (Epstein et al., 1965).

Figure 6 : Particules virales trouvées dans des lignées issues de lymphome de Burkitt en 1965
(Epstein et al., 1965)

3.2. Structure du virion ’EBV

Le virus d’Epstein-Barr (EBV), également appelé virus de ’herpés humain 4 (HHV-
4), est membre de la famille des Herpesviridae (Jassim et al., 2021). Sa structure est donc
semblable aux herpés virus (Figure 7), composé du centre vers la périphérie de :

- Un nucléole, comprenant le génome viral, un ADN double brin, linéaire,
enroulé autour de protéines centrales ;

- Une nucléocapside icosaédrique d’environ 125 nm de diamétre ;
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- Une couche de tégument protéique composee de protéines virales et cellulaires,
sans structure particuliére, séparant la capside et I’enveloppe ;

- Une enveloppe lipidique dérivée de membranes de la cellule infectée,
recouvrant le virus, et composeée de plusieurs glycoprotéines virales dont gp 350 / 220, gH, gB
et gp 42 qui jouent un réle dans le tropisme cellulaire et la reconnaissance des récepteurs (Liu
etal., 2020 ; Bu et al., 2022).
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure d’EBV (Zavala-Vega et al., 2019).

La plupart des génomes de lymphocryptovirus, y compris I’EBV, ont des
caractéristiques et une organisation génétiques similaires. Le génome de ’EBV contient
plusieurs répétitions terminales (TR) de 0.5 kilo de base (kb) aux extrémités, médiatisant sa
circularisation pendant I’infection afin de faciliter sa persistance sous forme d’épisome
(Nagaraju, 2020 ; Farrell et White, 2021). Le génome viral, mesurant 172 kb, contient
également plusieurs répétitions internes de 3 kb. Il comprend environ 85 génes codant pour
des protéines et 45 genes d’ARN fonctionnels, ces derniers jouent un role dans la
transformation et la prolifération cellulaires (Hang et al., 2022). L’EBV est le premier virus
de I’herpés dont le génome a été séquencé au complet (Baer et al., 1984) et son génome
compte pour I'un des plus grands génomes parmi les Herpesviridae humains (Hang et al.,
2022).
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3.3. Classification

La famille des Herpesviridae, qui appartient a 1’ordre des Herpesvirales, est une large
famille de virus & ADN double brin. Les hotes naturels des membres de la famille des
Herpesviridae sont les mammiferes, les oiseaux et les reptiles, qui different des autres
membres de ’ordre tels que les Alloherpesviridae et les Malacoherpesviridae, qui infectent
respectivement les poissons et les grenouilles ou les mollusques. Les membres de la famille
des Herpesviridae sont classés selon la séquence du génome et la biologie, en trois groupes :
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae (Figure 8). Chaque virus
possede un nom standard (HHV-n) et un nom usuel (Jassim et al., 2021 ; Biswas et Kansal,
2023).

Les membres de la sous-famille des Alphaherpesvirinae, qui incluent les virus Herpés
simplex (HSV) 1 et 2, rapidement disséminés en culture cellulaire, ont une gamme d’hote
variable et un cycle de reproduction court.

Les membres de la sous-famille des Betaherpesvirinae, tels que le cytomégalovirus
(CMV), sont définis par une propagation lente en culture cellulaire, caractérisés par un long
cycle de reproduction et sont limité aux mammiféeres. La sous-famille des
Gammaherpesvirinae qui incluent ’EBV, ont une gamme d’hdtes restreinte a un ordre
taxonomique ou une famille spécifique. Ses membres sont en grande partie des virus
lymphotropes, qui peuvent se repliquer dans les cellules lymphoblastoides, en plus des
cellules épithéliales et fibroblastiques in vitro. Cette sous-famille est composée de quatre
genres : Lymphocryptovirus (LCV), Rhadinovirus (RDV), Percavirus et Macavirus. L’EBV
est le seul membre du genre des LCV qui infecte les humains, vu que les autres membres
infectent les primates. Les Gamma-herpés virus ont la capacité d’établir des infections
latentes, a vie, pouvant conduire au développement de tumeurs malignes (Smirnova et al.,
2020 ; Parija, 2023). Sur environ 140 herpes virus, seulement 08 infectent les humains, et la

gravité de I’infection varie de 1’état asymptomatique a 1’état cancéreux (Feyzioglu et Ezer,
2023).
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Famille Sous-famille Genus Espéces infectants ’Homme

-

— Iltovirus

L |- Mardivirus
Alphaherpesviringe

- Scutavirus

- Varicellovirus HHV-3 (VZV]

— Simplexvirus HHV-1/2 [H5V-1/2)

— Cytomegalovirus HHV-5 [HCMV)
Herpesviridae | Betaherpesvirinae — Roseolovirus HHV-6/7

- Muromegalovirus

\— Proboscivirus

Lymphocryptovirus HHV-4 [EBV)

Rhadinovirus HHV-8 (KSHV)
Gammaherpesvirinae

Percavirus

Macavirus

Figure 8 : Taxonomie de la famille des Herpesviridae.
Selon la classification des Herpesviridae par le Comité International de Taxonomie des Virus
(Parija, 2023)

3.4. Caractéristiques épidémiologiques

L’EBYV a été divisé en deux types principaux, EBV-1/EBV-A et EBV-2 / EBV-B, qui
présentent une distribution géographique distincte. En effet, ’EBV-1 / EBV-A est le type le
plus fréquent dans le monde tandis que ’EBV-2 / EBV-B est plus caractéristique de 1’ Afrique
(Niya et al., 2020). Ces variantes montrent des différences entre les antigénes nucléaires
EBNA 2, 3A, 3B, 3C, bien que la variation la plus marquante est celle du géne codant pour
I’EBNA 2, avec seulement 50 % de similitude (Khalil et al., 2020). L’EBV a été le premier
virus, candidat, a étre associé a une tumeur humaine, en raison de sa capacité a transformer les
lymphocytes humains feetaux en cellules a profération continue (Henle et al., 1967 ; Pope et
al., 1968). Les tests sérologiques ont révélé que ’EBV ne se limitait pas géographiquement

aux zones d’endémie du lymphome de Burkitt, telle que I’ Afrique subsaharienne, mais était
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répandue dans toutes les populations testées, a noter que la prévalence augmente avec I’age
(Kumar et al., 2020 ; Diakite et al., 2023).

3.5. Transmission, tropisme cellulaire et infection a PEBV

Les protéines du tégument viral sont libérées dans le cytoplasme en tant que molécules
effectrices préformées pour préconditionner les cellules avant I'expression du géne viral
(Nanbo et al., 2018). La nucléocapside est transportée vers le pore nucléaire et 'ADN
génomique viral est libéré dans le noyau, ou il est maintenu en tant qu'épisome stable
(Moquin et al., 2018).

Outre les cellules B, 'EBV est également associé a des infections de cellules
épithéliales (Figure 9), le virus étant capable d'infecter une variété de tissus, allant de
1'épithélium gastrique a I'épithélium nasopharyngé. Les mécanismes d’entrée sont différents,
selon que I’EBV infecte les cellules B ou les cellules épithéliales (Chen et Longnecker,
2019).

L’EBYV se transmet a un nouvel hote par la salive. En infectant les cellules B, ’EBV
entraine leur prolifération et permet leur différentiation en cellules mémoires B infectées, ou
le génome de ’EBV est maintenu de maniére latente sous forme d’épisome. Pour que I’EBV
infecte les cellules B, il doit transloquer 1’épithélium amygdalien (Smatti et al., 2018). Il
n’est donc pas certain que les cellules B ou 1’épithélium soient la cible initiale de 1’infection.
L’infection des cellules épithéliales par ’'EBV se produit lorsque I’EBV établit des sites de
réplication lytique dans I’épithélium amygdalien ou aprés réactivation de ’EBV dormant
(Pich et al., 2019).

Le mode¢le classique de ’excrétion de I’EBV implique généralement la réactivation de
cellules mémoires B infectées par I’EBV, leur migration vers 1’oropharynx, la libération de
virions infectieux dans la salive pour permettre la transmission de ’EBV a un nouvel hote.
Lors des études effectuées sur ce « modéle classique », il a été constaté qu’il était beaucoup
plus complexe qu’on ne le pensait a l’origine, les cellules épithéliales étant désormais
considérées comme jouant un role important. En effet, la libération de ’EBV a été démontrée
en 1’absence de cellules B, il est ainsi probable que les niveaux d’excrétion virale ne puissent

pas étre attribués aux cellules B, lytiguement actives, seules (Pich et al., 2019).
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Figure 9 : Infection des deux types cellulaire (cellules B et cellules épithéliales) aprés
transmission salivaire de ’EBV (Salnikov, 2023).

- Lymphocytes B

Dans les cellules B, le virus pénétre par endocytose, une premiére interaction se
produit entre la glycoprotéine principale de I’enveloppe virale (gp 350/220) et le récepteur CD
21 spécifique des cellules B (Dunmire et al., 2018). Toutefois, il a été mentionné que ’entrée
dans la cellule est médiée par d’autres glycoprotéines virales (gp 42, gH, gL et gB) qui
interagissent également avec la membrane de la cellule hote. La gp42 se lie au HLA de classe
Il des cellules B, cette action est achevée par la liaison au complexe gH/gL, qui modifie la
forme conformationnelle de la gp42 (Pich et al., 2019). Cette indispensable interaction entre
le complexe hétérodimere gH-gL de ’EBV et la membrane endosomale des cellules B, assure
la fusion entre I’enveloppe virale et la membrane des LB, permettant la libération de la
capside virale dans le cytoplasme, elle est ensuite transportée sur des microtubules jusqu’au

noyau, ou par le biais du pore nucléaire. Une fois dans le noyau, le génome de ’EBV se
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circularise en épisome et est maintenu sous cette forme (Moquin et al., 2018 ; Nanbo, 2020 ;
da Silva et Naghavi, 2023).
- Cellules épithéliales

L’absence de CD21 dans certaines cellules a conduit a I’étude d’autres mécanismes
possibles expliquant I’entrée de I’EBV, notamment dans les cellules épithéliales. L un d’entre
eux est expliqué par ’enrobage du virus d’immunoglobuline A (IgA), ou par I’interaction
entre les complexes gH/gL avec des molécules spécifiques présentes dans les cellules
épithéliales : les intégrines (Bu et al., 2022). Des expériences menées sur de petits ARN
interférents (siRNA), petits ARN en épingle a cheveux (shRNA) et CRISPR-Cas9, a I’aide
des différentes lignées cellulaires épithéliales (HNE1-EGF, CNE2-EGF, AGS et HEK-293),
ont permis de découvrir que le « knockdown » du récepteur tyrosine kinase, le récépteur
Ephrin A2 (EphA2), couramment exprimé sur les cellules basales de la muqueuse de la
langue, a fortement altéré I’infection et la fusion de ’EBV (Chen et al., 2018 ; Zhang et al.,
2018 ; De Re ; 2020).

Les virions de ’EBV contiennent des complexes composés de gH-gL-gp42 et de gH-
gL leur permettant d’infecter a la fois les lymphocytes B et les cellules épithéliales. Par
ailleurs, la teneur en glycoprotéines de I’enveloppe virale varie en fonction de la cellule héte,
supportant le modéle du double tropisme (Figure 10). Ainsi, la gp42 est considérée comme la
protéine aiguillant le tropisme cellulaire d’EBV (Bu et al., 2024). En outre, I’EBV est associé
a la fois aux lymphomes et les carcinomes, indiquant les réles des lymphocytes B et des
cellules épithéliales dans I’infection a ’EBV (Damania et al., 2022).
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Figure 10 : Entrée de ’EBV dans les cellules cibles (Cui et Snapper, 2021).

3.6. Cycle de vie de PEBV

Le cycle de I’infection par ’EBV comprend une phase lytique et une phase latente qui
décrit une infection. L’infection latente est plus avantageuse pour le virus, car elle persiste
pendant de longues périodes puisqu’il exprime un ensemble limité de genes latents qui

peuvent étre reconnus par le systéme immunitaire de 1’hote (Damania et al., 2022).
3.6.1. Infection lytique

Au cours d’une infection lytique, ’EBV exprime prés de 100 protéines, qui
jouent un role essentiel dans la réplication virale, la formation de virions ainsi que la
modulation de la réponse immunitaire de 1’hote. Le cycle lytique entraine la production de
particules virales infectieuses, a la fois, aprés D’infection initiale dans les cellules
oropharyngées et, apres la réactivation a partir de cellules infectées de facon latente (Bu et al.
2022). Lors de l’induction du programme lytique, deux geénes lytiques clés de I’EBV,
immediate-early (IE), (BZLF1 et BRLF1), sont exprimes. Les génes BZLF1 et BRLF1 codent
pour des trans-activateurs capables d’activer des promoteurs viraux et certains promoteurs
cellulaires, déclenchant une cascade coordonnée d’expression de génes viraux. Les genes
précoces (E) de ’EBV sont impliqués dans la réplication et le métabolisme de I’ADN, tandis
que I’expression des genes tardifs (L) est associée aux protéines de structure virales (Germini

et al., 2020).
3.6.2. Infection latente

Pendant la phase de latence, ’EBV reste de maniere persistance dans les cellules

infectées et I’ADN viral présent dans le noyau acquiert une forme épisomale ou intégrée par
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fusion des répétitions terminales (TR, structures répétitives de 500 pb) aux deux extrémités
(Guo et Gewurz, 2022 ; Kong et Giulino-Roth, 2024). Les répétitions terminales d’EBV ont
une structure spécifique qui contribue a 1’évaluation des clones d’EBV, I’intégration virale et
I’état de D’activation virale (Guo et Gewurz, 2022). La réplication se produit en
synchronisation avec le génome de I’hote (phase S), puis le génome de I’EBV est livré aux
cellules filles en mitose (De Leo, 2020).

L’infection latente est caractérisée par un ensemble limité de geénes viraux qui
conduisent a I’expression de six protéines nucléaires : EBNAL, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B,
EBNA3C, la protéine leader EBNA (EBNA-LP), et deux protéines membranaires latentes :
LMP1, LMP2. En outre, les ARN EBRER non polyadénylés et les transcriptions a droite de la
région BamHI A (BARTS) peuvent également étre détectés (Weidner-Glunde et al., 2020 ;
Zuo et al., 2023). L’expression des génes latents de ’EBV peut affecter le cycle cellulaire,
I’apoptose, en contribuant a I’initiation et a la propagation de la tumeur (Kong et Giulino-
Roth, 2024). Selon le mod¢le d’expression (Tableau 1), la latence peut étre classée en trois
types (I, II, III), suggérant que ’EBV peut affecter la croissance cellulaire de différentes
manieres.

Tableau | : Profil de latence de ’EBV en fonction de I’expression génique latente et des

malignités associées. LB : lymphome de Burkitt ; CG : carcinome gastrique ; LH : lymphome hodgkiniens ;

CNP : carcinome du nasopharynx ; DLPT : troubles lympho-prolifératifs post-transplantation.

(Damania et al., 2022).

Type de Expression des génes latents d’EBV Tumeurs
latence associees
EBERs EBNAL LMP1  LMP2A  EBNA2  EBNA3S/EBNA-LP
BART’s
I + + - - - - LB, CG
I + + + + - - LH, CNP
11 + + + + + + DLPT

Malgreé l'existence de trois modeles de latence, tous les EBNA ne sont exprimes en
latence Il que par épissage différentiel a partir d'un grand ARNm primaire. L'expression

compléte des antigenes nucléaires est obtenue grace a l'activation initiale du promoteur Wp,
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responsable de I'expression des EBNA2 et EBNA-LP suite a I'activation du promoteur Cp,
capable d'exprimer les autres protéines nucléaires (EBNAL, 3A, 3B) ainsi que les transcrits
initiés par Wp décrits ci-dessus. Qp est un autre promoteur qui n'est normalement pas activé
en latence I1l. Cependant, dans les latences | et I, il est actif pour promouvoir uniguement
I'expression d'EBNA1 (Kong et Giulino-Roth, 2024). EBNA-1 contribue au maintien et a la
réplication du génome épisomal de I'EBV par une liaison spécifique a l'origine du plasmide
(OriP). En outre, EBNA-1 interagit avec des promoteurs viraux contribuant a la régulation
transcriptionnelle d'autres EBNA (y compris EBNA1 lui-méme) et du LMP-1. EBNA-2 et
LMP-1 sont des protéines essentielles pour la croissance et la transformation des cellules B et
des cellules épithéliales. EBNAZ2 est une protéine impliquée dans la transactivation des genes
cellulaires et viraux. Elle régule I'expression de certains antigénes des cellules B tels que
CD21 et CD23 ainsi que les protéines virales LMP1 et LMP2. La LMP-1 induit I'expression
de molécules d'adhésion cellulaire, de cytokines, de protéines anti-apoptotiques ainsi que
I'activation de facteurs de transcription qui conduisent a une prolifération cellulaire
incontrolée (Yetming et al., 2020 ; Murata et al., 2021 ; Kimura et Murata, 2023 ; Zhang
et al., 2023).

Etant 1’objet d’une partie de nos travaux, cette section est consacrée a un rappel

bibliographique sur la protéine membranaire latente 1 (LMP 1).

3.6.2.1. Protéine membranaire latente 1 (LMP 1)
- Structure de la LMP 1

LMP-1 est une protéine transmembranaire de 63kD composée de 3 domaines (Figure
11), une courte queue cytoplasmique N-terminale (acides aminés (aa) 1-23), six boucles
transmembranaires hydrophobes (TM 1-6) (aa 24-186) et un domaine de signalisation C-
terminal (aa 186-386). Les domaines N-terminal et C-terminal sont tous deux situés dans le
cytoplasme. Le domaine N-terminal oriente et attache la protéine LMP-1 a la membrane
plasmique, tout en régulant la dégradation et le renouvellement de LMP-1 (Banko et al.,
2021 ; Wang et Ning, 2021). Les domaines transmembranaires sont impliqués dans I'auto-
agrégation, I'oligomérisation et la signalisation. Le domaine C-terminal est impliqué dans la
plupart des activités de signalisation de LMP-1. Il contient deux sites effecteurs CTARL et
CTAR2, essentiels a la fois pour la transformation des cellules B et la croissance a long terme
des cellules B infectées par 'EBV (Salam et al., 2023).
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Figure 11 : Structure de la LMP 1 (Wei et al.,2019)

- Fonction de la LMP-1
La LMP-1 est exprimée a la fois dans les cellules B et les cellules épithéliales et, est
donc présente dans les LCL et dans diverses tumeurs malignes associées a I'EBV, comme les
lymphomes de Hodgkin (LH) et les carcinomes du nasopharynx (CNP) indifférenciés, mais
pas les lymphomes de Burkitt (LB) ni tous les carcinomes gastriques (CG). L'expression de
LMP-1 peut étre initiée par deux promoteurs, un promoteur proximal localisé dans le
fragment N de BamHl, et un promoteur distal localisé dans la premiére répétition terminale de
I'EBV (TR-L1) (Ayee et al. 2020 ; Chen et al., 2022)
LMP-1 est exprimé a la fois pendant la latence 111 et Il ; son expression dans la latence
[l est induite par 'TEBNA-2 alors qu’elle est indépendante de ’'EBNA-2 en latence 11 (Cohen,
2020 ; Damania et al., 2022). La LMP-1 agit comme un récepteur constitutivement actif qui
imite les signaux CD40 conduisant a l'activation des voies NF-B, JNK et p38 in vivo et in
vitro. L'activation de la voie NF-B produit des signaux essentiels de transformation des
cellules B (Kuhn et al. 2022).
En outre, la LMP-1 regule les génes anti-apoptotiques (bcl-2) (Zeng et al., 2020 ;
Zeiny et al., 2021) qui, en coopération avec la LMP-2, peut fournir des signaux de type BCR
(Fish et al., 2020), entraine la survie des cellules B. L'induction par la LMP-1 de C-Myc et du
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF-R) (Peng et al. 2021), favorise la

prolifération et la progression du cycle cellulaire des cellules B (Mitra et al., 2023), tandis
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que l'activation par la LMP-1 des voies pl16INK4a/Rb, JNK et P13K/AKT entraine une
activation accrue des télomeéres nécessaires a I'immortalisation des cellules (Sorrenti et al.,
2023).

3.7. Pathologies associées a ’EBV

Outre la mononucléose infectieuse, qui dans la plupart du temps est bénigne, touchant
les adolescents et jeunes adultes, I'infection par I'EBV a été associée de maniere causale a
plusieurs tumeurs malignes épithéliales, notamment le carcinome nasopharyngé (CNP), le
carcinome gastrique (CG) et le carcinome de type lymphoépithéliome (LELC), qui peuvent se
manifester dans tout l'organisme. Les cancers épithéliaux associés a I'EBV représentent
environ 80 % de toutes les tumeurs malignes associées a I'EBV. Plus précisément, le CNP et
le CG associé a I'EBV (EBVaGC) représentent 80 000 et 83 000 cas par an dans le monde,
respectivement (Shannon-Lowe et Rickinson ; 2019), notant que le virus contribue a 1,5 %
de tous les cas de cancer humain dans le monde (Farrell, 2019).

Les tumeurs malignes epithéliales associées a I'EBV sont des tumeurs
moléculairement et histologiquement uniques et présentent typiquement une infiltration
lymphocytaire intense (Shechte et al., 2022). L'EBV code pour un certain nombre de miARN
et d'/ARNm associés a la latence, dont beaucoup ont la capacité de transformer les cellules et
d'induire leur prolifération (De Re et al., 2020 ; Fierti et al., 2022).

Outre les cancers associés aux cellules B, 'EBV est également associé a des maladies
lymphoprolifératives des cellules T, B et NK, souvent chez des personnes immunodéprimées,
généralement a la suite d'une intervention chirurgicale ou a des stades avancés du sida
(Shindiapina et al., 2020).

De maniere unique, I'EBV peut induire une réponse antitumorale via une présentation
accrue des antigenes viraux et associés a la tumeur sur le CMH-I et -Il, ainsi qu'une
expression accrue des molécules co-stimulantes, renforcant ainsi les réponses des cellules T
cytotoxiques (Choi et al., 2021).

Dans les tissus sains, la prolifération se produit principalement dans les cellules peu
différenciées en transit, mais dans la gastrite atrophique chronique, les cellules matures
peuvent réintégrer le cycle cellulaire, se trans-différencier et remplacer les cellules qui
meurent. Il est donc possible que l'infection par I'EBV puisse se produire dans des types de
cellules matures qui proliférent dans I'intestin d'un patient souffrant de gastrite, de dysplasie
ou d'un cancer du sein. Cet enchainement est appelé "séquence gastrite-infection-cancer”

(Figure 12) et postule que le développement d'une infection EBV latente et la prolifération
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tumorigéne peuvent se produire dans les cellules matures de l'intestin, et la croissance
tumorigéne ne peuvent se produire qu'aprés que plusieurs autres effets oncogenes se sont déja
produits, rendant I'épithélium plus sensible a I'infection (Stanland et Luftig, 2020).

A, Inflammation B. Chronic atrophic C. Establishment of Latent
gastritis or dysplasia Infection

Gaslric
epithelium

Reaclivation of B lymphocytes in GALT

" Accumudation | Trans-differentiation of ' Genetic alterations: | Increased reactive " Induction of extreme CIMP, |
of CIMP gastric apithelial cells,  mulations, defetions, ~ 0xygen spacies and changes In global chromatin |
S death of parietal cells amplifications | inflammation | struciure J

Figure 12 : Séquence gastrite-infection-cancer du cancer gastrique associé a I'EBV (Stanland
et Luftig, 2020)

(A) L'inflammation locale peut étre causée par de nombreux facteurs, dont l'infection par H. pylori ou
une Iésion locale. Une inflammation prolongée entraine une gastrite chronique et le recrutement de lymphocytes
dans le tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT) dans la sous-muqueuse.

(B) La gastrite chronique peut évoluer vers une métaplasie ou une dysplasie intestinale caractérisée par
I'accumulation de CIMP (CpG island hypermethylator phenotype ) et la trans-différenciation des cellules
épithéliales gastriques matures. Les lymphocytes B infectés par I'EBV se réactivent pour produire des virions
infectieux ayant acces a la surface basolatérale de I'épithélium. Les lymphocytes B normaux peuvent également
se réactiver et produire des IgA et des IgM, dont il a été démontré qu'elles facilitent I'attachement de 'EBV aux
cellules épithéliales.

(C) L'EBV pénétre dans les cellules épithéliales et y établit une infection latente. Les protéines de
latence de I'EBV et les miARN régulent les facteurs de méthylation et induisent une méthylation de novo dans le
génome de I'hote, entrainant la transformation.
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Partie experimentale

1. Objectifs

Les pathologies gastriques, en particulier le cancer gastrique, représentent un defi
majeur de santé publique, tant en Algérie qu’en Afrique. L’infection chronique a Helicobacter
pylori et le role oncogénique du virus Epstein-Barr (EBV) dans certaines formes de cancer
gastrique nécessitent une attention particuliére. Cette étude a pour objectif d’examiner
I’implication de ces deux agents infectieux dans les pathologies gastriques. La premiére phase
de I’étude a porté sur 889 cas de patients suivis au CHU de Tizi Ouzou entre 2016 et 2019,
afin d’étudier le lien entre H. pylori et les pathologies gastriques. La seconde phase a
concerné 31 cas pour la détection de la protéine LMP-1, associée a l'infection par EBV. Les
objectifs spécifiques sont d’étudier I’implication de H. pylori dans les pathologies gastriques,
d’analyser les lésions histologiques correspondantes, et d’évaluer la présence de la protéine
LMP-1 chez les patients non infectés par H. pylori. Cette recherche vise a améliorer les

stratégies de prévention, de diagnostic et de traitement des pathologies gastriques.
2. Matériels et méthodes

2.1.Matériels
2.1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est constitué de prélevements
tissulaires gastriques, provenant soit de biopsies endoscopiques, soit de piéces de
gastrectomies partielles, obtenues dans un cadre clinique hospitalier. Ces prélévements ont
été réalisés par des professionnels de santé dans le cadre du diagnostic ou du suivi de diverses

pathologies gastriques.

Les biopsies sélectionnées sont d’une taille suffisante (entre 0,5 et 1 cm), permettant
une étude conjointe de 1’épithélium gastrique et du chorion sous-jacent, éléments

nécessaires pour une évaluation histopathologique et immunohistochimique complete.
- Fixation et préparation des échantillons

Tous les prélevements ont été rapidement fixés dans une solution de formol
tamponné a 10 % (équivalent a 4 % de formaldéhyde) pour une durée optimale de 24
heures. Le volume de fixateur utilisé respecte les recommandations standards, a savoir un

ratio de 10:1 entre le volume de fixateur et le volume du tissu (Bancroft et Gamble, 2008).
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Cette fixation permet de préserver les structures cellulaires en stabilisant les protéines via
des liaisons méthyléne, empéchant ainsi I’autolyse enzymatique et la prolifération bactérienne

(Fox et al., 1985).

La fixation au formaldéhyde joue également un réle clé dans la préservation des
antigenes, essentielle pour les techniques d’immunohistochimie (IHC), notamment pour la
détection de Helicobacter pylori et de la protéine LMP1 exprimée par le virus d’Epstein-
Barr (EBV) (Brooks et al., 2024).

Aprés fixation, les tissus sont inclus en paraffine, coupés en sections de 3 a 5 um

d’épaisseur, puis colorés ou traités par IHC selon les objectifs de 1’étude.
- Origine des échantillons et méthode d’échantillonnage

L’étude comprend deux volets distincts, chacun répondant a des objectifs et & une

méthode d’échantillonnage spécifiques :
— Etude rétrospective sur Helicobacter pylori

Ce volet repose sur une approche épidémiologique rétrospective, fondée sur la revue
de dossiers médicaux de patients pris en charge a I’hdpital durant une période déterminée. Les
échantillons analysés proviennent de biopsies gastriques réalisées dans un cadre clinique

courant, dans un but diagnostique ou de suivi post-thérapeutique.

La sélection des cas s’est faite selon un échantillonnage non probabiliste consécutif,
basé sur la disponibilité des données et la présence de préléevements exploitables. Cette
méthode est couramment utilisée dans les études hospitaliéres rétrospectives, permettant une
exploitation efficace des données existantes malgré ses limites en termes de généralisation
(Newman et al., 2013).

Les patients inclus présentaient au moins un des éléments suivants :

. Signes cliniques évocateurs d’une infection a H. pylori (épigastralgie,

pyrosis, vomissements, anémie, maladie de Biermer, déficit en vitamine B12...)
. Découverte de polypes gastriques a I’endoscopie
. Suivi de traitement pour évaluation de 1’éradication de I’infection

Les échantillons relatifs a H. pylori ont été recueillis et analysés au Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) de Tizi-Ouzou.
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— Etude ciblée sur le virus Epstein-Barr (EBV)

Pour ce second volet, I’auteure a effectué un échantillonnage raisonné (ou par
jugement), fondé sur une sélection stricte d’échantillons correspondant a un profil
biologique précis, avec pour objectif d’évaluer I’implication de ’EBV dans la carcinogenése

gastrique en I’absence d’infection a H. pylori.

Les échantillons ont été sélectionnés a partir des archives sur la base des critéres

suivants :
. Présence de lésions gastriques précancéreuses ou cancéreuses

. Absence confirmée d’infection a Helicobacter pylori (d’aprés les

résultats histologiques ou données cliniques)

. Aucun antécédent de pathologie maligne liée a ’EBYV, telles que le

carcinome du nasopharynx ou le lymphome de Burkitt

. Pas d’antécédent de greffe d’organe récente, afin d’éviter les biais

liés a I’immunosuppression.

Pour répondre aux exigences rigoureuses de la sélection, ce protocole a impliqué la
collecte d’échantillons dans trois wilayas distinctes (Alger, Tizi-Ouzou et Sétif). Ce recours a
plusieurs sites a permis d’identifier un nombre suffisant de cas conformes aux criteres établis,
garantissant ainsi la constitution d’un groupe homogene et assurant une meilleure
représentativité du groupe, propice a l’analyse isolée du rdle potentiel de ’EBV, sans

interférence de cofacteurs connus (Patino et Ferreira, 2018).
- Critéres d’exclusion généraux

Quel que soit le groupe étudié, les échantillons suivants ont été exclus de I’analyse :

. Fragments non représentatifs ou de taille insuffisante
. Tissus mal fixés, nécrosés ou présentant des signes d’autolyse
. Echantillons contaminés, rendant 1’analyse immunohistochimique

impossible ou non fiable.

2.1.2. Matériel technique et réactifs
Le matériel technique utilisé (microscope, microtome ... etc.) ainsi que 1’ensemble des
réactifs, anticorps, colorants et milieux de montage sont présentés en détail en annexe 1.
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2.2.Méthodes
2.2.1. Méthodes anatomo-pathologiques

L’étude anatomo-pathologique repose sur une série d’étapes standardisées allant de
I’analyse macroscopique des pieces a leur examen histologique au microscope optique, en
passant par la fixation, la déshydratation, I’inclusion, la coupe et la coloration des tissus. Ces
techniques visent a conserver et réveler les structures morphologiques et cellulaires

nécessaires a I’interprétation diagnostique et a I’analyse immunohistochimique.
A. Etude macroscopique

L’examen macroscopique constitue la premiere étape fondamentale du traitement
anatomo-pathologique. Il consiste en une description visuelle détaillée des piéces opératoires
ou des biopsies, réalisée a 1’ceil nu. Cet examen est effectué de préférence sous hote a flux
laminaire pour garantir la biosécurité du personnel médical, en particulier en présence de
tissus infectieux potentiels (Rosai, 2018).

Chaque piece est mesurée, pesée, photographiée si nécessaire, puis dissectée
méthodiquement. L’objectif est d’identifier les lésions macroscopiques (ulcérations,
épaississements, nodules, masses tumorales, etc.) et de prélever des zones représentatives
pour I’étude histologique.

Les fragments tissulaires prélevés sont placés dans des cassettes en plastique rigide,
étiquetées avec le numéro d’identification du patient, le site anatomique et le numéro du
bloc. Ces cassettes sont ensuite plongées dans du formol tamponné a 10 % pour la fixation
(Bancroft et Layton, 2019).

B. Etude histologique

L’étude histologique repose sur 1’analyse de coupes tres fines (3 a 5 um) de tissu
fixées, incluses en paraffine, puis colorées. Ces coupes permettent une observation
microscopique précise des architectures cellulaires et tissulaires.

Il convient de souligner que la préparation histologique est un instantané figé du
tissu vivant, fixé au moment du prélevement. Elle reflete donc une image statique d’un
processus dynamique, d’ou I’importance de respecter rigoureusement toutes les étapes

techniques pour en préserver la qualité (Kiernan, 2015).
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B.1. Etapes de circulation tissulaire

La circulation tissulaire est réalisée a I’aide de I’automate Leica TP120, qui permet
I’enchainement automatisé des phases de déshydratation, de clarification et d’imprégnation.
Cet appareil semi-fermé limite I’exposition du personnel aux solvants organiques.

Les échantillons, placés dans un panier pouvant contenir jusqu’a 80 cassettes, sont
automatiquement transféres dans une série de cuves contenant successivement :

e Des solutions d’éthanol & concentrations croissantes (50 %, 70 %, 96 %, 100 %) pour
la déshydratation ;

e Du xyléne pour la clarification ;

« De la paraffine liquide chauffée a 65 °C pour I’imprégnation.

L’objectif est de remplacer progressivement I’eau des tissus par la paraffine, afin
de rigidifier le tissu pour faciliter les coupes ultérieures.

» Déshydratation a I’alcool

Cette étape, d’une durée totale d’environ 8 heures, permet de retirer ’eau contenue
dans les tissus. Elle se fait par immersion successive dans des bains d’éthanol de
concentration croissante, a raison de 2 heures par bain. Cette déshydratation progressive
évite les déformations tissulaires.

» Eclaircissement au xyléne

Aussi appelée clarification, cette étape remplace 1’alcool par un solvant organique (le
xyléne), qui rend les tissus translucides. Elle dure environ 6 heures, réparties entre trois
bains successifs de xyléne, permettant une transition douce vers I’imprégnation paraffinique.

» Imprégnation a la paraffine

Les tissus sont immergés dans deux bains de paraffine liquide chauffée a 56-60 °C,
pendant une heure chacun. La paraffine, hydrophobe, pénétre les tissus en comblant les
espaces créés par 1’élimination de 1’eau, garantissant une cohésion optimale du tissu dans les
blocs paraffinés (Prophet, 1992).

» Inclusion et enrobage en paraffine

Apres circulation, les cassettes contenant les échantillons sont transférées vers 1’unité
d’inclusion Leica EG1160, permettant I’enrobage des tissus dans des blocs de paraffine
solides.

Les étapes de I’inclusion sont les suivantes :

1. Ouverture des cassettes et récupération des fragments a 1’aide d’une pince.
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2. Positionnement des fragments dans un moule métallique contenant une fine couche
de paraffine liquide.

3. Ajout de paraffine chaude pour recouvrir entierement le fragment.

4. Refroidissement rapide sur une plaque froide, permettant la solidification de la
paraffine.

5. Fixation des cassettes au-dessus du moule pour assurer I’identification.

6. Démoulage apres durcissement au congélateur : le fragment est désormais intégré
dans un bloc de paraffine rigide, prét pour la coupe microtomique.
Cette étape est cruciale pour obtenir des coupes fines et continues, indispensables

pour I’interprétation morphologique et les analyses immunohistochimiques (Dapson, 2007).

Figure 13 : Cassettes incluant le tissu enrobé dans un bloc de paraffine destinée a la
réalisation de rubans tissulaires (coupes histologiques).
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B.2. Coupe au Microtome

L’utilisation du microtome Leica RM 2235 permet de réaliser des coupes fines a partir
des blocs de paraffine préparés au préalable selon un processus détaillé. Le bloc de paraffine
est placé dans le support du microtome et avance, par I'intermédiaire de douilles, sur un rasoir
de maniére a obtenir des coupes successives d'une épaisseur de 2 a 3 pm. A chaque rotation,
la surface du fragment tissulaire est exposée, permettant ainsi d’obtenir des coupes tissulaires
sériees qui forment des rubans. Ces derniers sont ensuite étalés dans un bain-marie a 37°C,
puis récupérés sur des lames de verre pour 1’observation microscopique (Bancroft et

Gamble, 2008).

» Etape de I’étalement des Lames (Dapson, 2016)

Une fois les rubans récupérés sur les lames, il est essentiel de centrer le tissu
afin d'éviter la formation de plis qui pourraient nuire a l'interprétation des résultats.
Les lames sont ensuite séchées a température ambiante pendant environ 1 heure. Apres
séchage, les lames sont numérotées avec un crayon diamant, ce qui permet d'identifier
chaque échantillon en fonction du numéro du patient.

» Déparaffinage des Lames

Le déparaffinage est une étape cruciale qui consiste a éliminer la paraffine
entourant le tissu, nécessaire pour les étapes ultérieures de coloration. Pour ce faire,
les lames sont placées dans des chariots spéciaux, puis dans une étuve réglée a 37°C
pendant 12 heures, afin d’assurer une élimination compléte de la paraffine (Lillie,

1965).
B.3. Coloration des Lames

Une fois que des coupes tres fines (environ 5 a 8 pm) sont obtenues a 1’aide du microtome
et montées sur des porte-objets, elles doivent étre colorées pour augmenter le contraste entre
les structures cellulaires et tissulaires. Les colorants usuels utilisés pour ce type de préparation
sont principalement des solutions aqueuses. Le processus de préparation implique des étapes
de déparaffinage, de réhydratation et de coloration. Le pH joue un role essentiel dans 1’affinité

des colorants pour les différents constituants tissulaires (Pizzolato, 2012).

En plus des colorations de routine, des colorations dites "spéciales™ peuvent étre utilisées
pour compléter I'analyse microscopique des biopsies, notamment pour l'identification de

Helicobacter pylori.
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» Coloration de Routine : Hématoxyline-éosine (HE)

La coloration hématoxyline-éosine (HE) est la méthode de coloration la plus
couramment utilisée. Elle peut étre réalisée manuellement ou a 1’aide de l'automate de
coloration Leica ST 4020. Cette coloration combinée permet de mettre en évidence la
structure topographique des tissus en utilisant deux colorants : I'hématéine de Harris (laque
nucléaire) et I’érythrosine (colorant cytoplasmique). L’éosine, un colorant acide, colore les
substances basiques dans le cytoplasme (protéines cytoplasmiques), tandis que
I’hématoxyline, colorant basique, agit sur les acides nucléiques (principalement les acides
phosphoriques dans les noyaux cellulaires) (Bancroft et Gamble, 2008).

La coloration HE permet de distinguer les structures tissulaires suivantes :

e Noyaux : bleu

o Cytoplasme : différentes nuances de rose
o Fibres musculaires : rouge foncé

e Globules rouges : orange/rouge

o Fibres de collagéne : rouge

e Micro-organismes : rose

Les lames déeparaffinées sont placées dans un chariot et passent successivement par 27
bacs, chacun contenant une solution différente (xylene, alcool, etc.) pour déparaffiner,
réhydrater et colorer le tissu. L'automate Leica ST 4020 permet d’effectuer ’ensemble du
processus automatiquement, en passant les échantillons par différentes solutions a des
concentrations décroissantes (100%, 96%, 70%, 50% d'alcool), puis en les colorant avec
I’hématéine et 1’¢éosine. Enfin, les lames subissent une nouvelle déshydratation et un

éclaircissement a 1’aide du xylene.
» Coloration Spécifique : Giemsa

Outre la coloration HE, la coloration Giemsa est également utilisée, notamment pour
détecter la présence de Helicobacter pylori dans les tissus gastriques. Cette coloration se
réalise sur des lames qui ont été déparaffinées, puis réhydratées dans une étuve et a 1’aide de
l'automate Leica ST5020. La coloration Giemsa permet de visualiser spécifiquement H.

pylori, en les mettant en évidence par leur coloration rose (Sirotkin, 2008).
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Tableau Il : Comparaison entre coloration de routine, dite HE et coloration Giemsa

Coloration Grossissement Observation
x40 Artéoles, glandes, cryptes visibles.
x100 Epithélium simple, glandes avec lumiére, chorion,
cryptes, artéoles visibles.
Coloration . .
. . x400 Artéoles plus visible.
hématoxyline-
éosine Chorion, fibres collagénes et réticulaires, cellules a
mucus, cellules muqueuses superficielles, H.pylori
(arcs, batonnets) visibles.
x1000 Fibres de collagénes et réticulaires bien visibles.
Cellules endocrines, cellules & mucus, noyau bien
visible.
Cellules muqueuses superficielles, H.pylori
(spiralé, incurvé) plus visible.
x40 Artéoles, glandes, cryptes, atrophie glandulaire,
lumiere glandulaire visibles.
Giemsa x100 Epithélium simple, glandes avec lumiére, chorion,
cryptes visibles.
x400 Artéoles plus visibles
Chorion, fibres collagenes et réticulaires,
polynucléaires, cellules a mucus, cellules
muqueuses  superficielles,  H.pylori  (arcs,
batonnets, coccoides) plus visibles.
x1000 Chromatine des noyaux, fibres de collagénes et

réticulaires biens visibles.

Chorion, lumiére glandulaire, cellules mugueuses
superficielles, cellules a mucus, cellules
endocrines, noyau bien visibles, polynucléaires
neutrophiles, H.pylori (coccoides, spirale, incurvé)
plus visibles
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B.4. Montage des lames

Le montage des lames colorées constitue une étape essentielle dans le processus
histologique, visant a préserver de maniere durable les coupes tissulaires pour une analyse
microscopique fiable et reproductible. Cette opération assure la stabilité mécanique et optique
de I’échantillon, en I’insérant entre une lame de verre et une lamelle, grace a un milieu de

montage adéquat.

Avant la mise en place de la lamelle, il est primordial d’éliminer toute impureté
résiduelle susceptible d’altérer la qualité de I’observation. A cette fin, chaque lame est
immergée dans un bain de xylene, un solvant organique qui permet a la fois de dissoudre les
excédents de réactifs et de clarifier les tissus colorés, améliorant ainsi la transparence des

structures a observer.

Une fois cette étape accomplie, une goutte de résine synthétique Eukit, transparente
et a indice de réfraction proche de celui du verre, est déposée sur la lamelle. Cette résine se
polymérise rapidement au contact de 1’air, assurant une fixation permanente et sans bulles

entre la lame et la lamelle.

Apres I’application de la lamelle, I’ensemble est de nouveau plongé dans le xyléne
pour éliminer toute trace de poussiere, de résine débordante ou d'autres contaminants pouvant
nuire a la lecture microscopique. Enfin, les lames sont mises a sécher a 1’air libre, prétes a étre

archivées ou examinées.

Chaque lame ainsi préparée permet d'observer avec précision les altérations
morphologiques de la muqueuse étudiée. Parmi les anomalies recherchées figurent : des
irrégularités de surface, des anomalies des cryptes, des foyers de nécrose, des micro-érosions,
ainsi que des modifications histopathologiques telles que I’inflammation, I’atrophie, I’activité

neutrophile, la métaplasie intestinale, et la présence ou I’absence de Helicobacter pylori.

La figure suivante illustre de maniere synthétique les différentes étapes, depuis la

préparation des coupes tissulaires jusqu’au montage définitif sur lame.
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Figure 14 : Représentation schématique de 1I’ensemble des étapes successives, nécessaires, a
partir d’un prélévement de tissu frais, fixé dans un fixateur, jusqu’a I’obtention d’une coupe
histologique coloree, avec une épaisseur de 5-8 um, en vue d’un examen en microscopie

optique.
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C. Etude immunohistochimique (IHC)

C.1. Protocole de la technique immunohistochimique (IHC)

La réalisation d’une étude immunohistochimique repose sur une méthodologie

rigoureuse, ou chaque étape technique influe directement sur la qualité, la spécificité et la

sensibilité du marquage. Le protocole appliqué dans cette étude a été établi selon les

recommandations standards en histotechnologie, tout en tenant compte des spécificités des

tissus étudiés.

» Préparation des réactifs

La premiére phase consiste a préparer avec précision les réactifs nécessaires :

La solution de restauration des épitopes, essentielle pour le démasquage
antigénique, est préparée par dilution 1:10 dans de 1’eau distillée ou déionisée. La
solution ainsi obtenue peut étre conservée au réfrigérateur (2-8 °C) durant un mois, a
condition de rester limpide (Bancroft & Gamble, 2008).

Le tampon de lavage (PBS) est également préparé par dilution 1:10. 1l est utilisé a
plusieurs étapes du protocole pour assurer le nettoyage et le ringcage des lames. Toute
solution présentant un aspect trouble est systématiquement éliminée (Lillie, 1965).

La solution de substrat chromogéne DAB (3,3’-diaminobenzidine
tétrahydrochlorure) est constituée en mélangeant 1 mL de tampon DAB avec 25 a
30 uL de chromogéne. Ce mélange, stable jusqu’a cing jours a 2-8 °C, doit étre
homogénéisé avant emploi. La présence d’un léger précipité ne nuit pas a la qualité du
marquage (Sirotkin, 2008 ; Dapson, 2016).

» Préparation des lames

Les coupes tissulaires de 2 a 3 um d’épaisseur sont réalisées a I’aide d’un microtome,

puis déposées sur des lames silanisées (recouvertes de poly-L-lysine) afin d’optimiser

I’adhérence des tissus et éviter leur décollement lors des manipulations ultérieures.

» Déparaffinage et réhydratation

Les lames sont d’abord incubées pendant 24 heures a 37 °C. Le déparaffinage est

ensuite effectué grace a I’automate Leica ST 4020 :

Passage dans deux bains de xyléne (5 min chacun)
Réhydratation par immersion dans des bains d’alcool a concentrations décroissantes
(200 %, 90 %, 70 % — 3 min chacun)

Ringage a I’eau distillée pendant 30 secondes.
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» Restauration antigénique (démasquage thermique)

Le démasquage antigénique est réalisé en immergeant les lames dans un tampon
citrate (pH 6) porté & 95-97 °C pendant 30 a 40 minutes. Cette étape vise a rompre les
liaisons réticulantes créées par le formol, responsables du masquage des épitopes (Pizzolato,
2012). Les lames sont ensuite refroidies a température ambiante pendant 20 minutes, puis
lavées successivement dans deux bains d’eau distillée et un bain de PBS (5 min chacun).

» Blocage des peroxydases endogenes

Afin de prévenir les faux positifs liés a I’activité des peroxydases endogenes, les lames
sont incubées pendant 5 minutes dans une solution contenant du peroxyde d’hydrogene
(H202). Cette étape est suivie d’un ringage a 1’eau distillée et d’un bain de PBS (Dapson,
2016).

» Délimitation de la zone de réaction

Les zones tissulaires a traiter sont encerclées a 1’aide d’un crayon hydrophobe (DAKO
Pen) afin de limiter la diffusion des anticorps et garantir un marquage localisé et précis.

» Application de I’anticorps primaire

L’anticorps primaire, dilué selon les recommandations du fabricant, est appliqué a
I’aide d’une micropipette (100 pL par zone délimitée). Trois lames témoins sont
simultanément traitées avec un réactif de controle négatif. L incubation se fait a température
ambiante pendant 30 minutes, suivie de deux ringages au PBS (5 min chacun).

» Application de I’anticorps secondaire

L’anticorps secondaire, conjugué¢ a la peroxydase, est appliqué selon le méme
protocole que I’anticorps primaire. Aprés 30 minutes d’incubation, les lames sont rincées
deux fois dans le tampon de lavage.

» Révelation

La révélation du complexe immunologique Ag-Ac est obtenue par 1’application de la
solution DAB. Apres incubation de 10 minutes, un précipité brun se forme en présence du
complexe Ac-Ag-enzyme, localisant ainsi précisément la présence de 1’antigéne dans le tissu.
Les lames sont ensuite rincées abondamment a 1’eau distillée (Sirotkin, 2008).

» Contre-coloration

Une contre-coloration est effectuée a 1’hématoxyline de Mayer afin de mettre en
évidence les noyaux (en bleu-violet), tout en offrant un contraste optimal avec le marquage
spécifique. Les lames sont ensuite clarifiées par passage dans I’alcool puis dans le xylene,

avant d’étre prétes pour le montage (Pizzolato, 2012 ; Bancroft et Gamble, 2008).
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» Montage et lecture

Le montage final (lame-lamelle) est réalisé selon les procédures standards. La lecture
microscopique est ensuite effectuée en collaboration avec un anatomopathologiste
expérimenté, qui évalue la distribution et ’intensité du marquage, tout en vérifiant 1’absence
d’artefacts techniques pouvant compromettre 1’interprétation (Dapson, 2016).

C.2. Lecture et interprétation des lames

La lecture des lames immunohistochimiques constitue une étape critique de I’analyse.
Elle est réalisée en collaboration avec un spécialiste en anatomopathologie, dont 1’expertise
est essentielle pour évaluer la qualité du marquage, son intensité, ainsi que sa distribution
cellulaire ou tissulaire. Cette évaluation permet également de détecter d’éventuelles anomalies
liées a la technique elle-méme (ex : marquage non spécifique, dépdts chromogéniques diffus)
ou a I’usage des réactifs (Dapson, 2016).

L’interprétation rigoureuse du signal immunohistochimique repose non seulement sur
la reconnaissance de la topographie cellulaire du marquage, mais aussi sur I’échelle semi-
quantitative d’intensité, permettant une catégorisation du marquage en absence, faible,
modéré ou fort. Cette étape requiert une bonne maitrise des aspects morphologiques, ainsi
qu’une connaissance approfondie des marqueurs utilisés et de leur signification pathologique
ou biologique.

C.3. Ordre d’évaluation des lames

Afin de garantir I’objectivité et la reproductibilité des résultats, les lames doivent étre
analysées selon un ordre précis, préétabli avant la lecture. Cette organisation méthodique
permet de respecter les conditions expérimentales et d'éviter les biais liés a la fatigue visuelle
ou a la subjectivit¢ de D’observateur. Le protocole adopté suit un schéma systématique
d’évaluation, présenté dans le Tableau I11, qui définit la séquence d’observation des coupes
(témoins négatifs, positifs, et cas tests) en fonction de leur nature et de leur réle dans

I’interprétation.
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Tableau 111 : Ordre de lecture des lames en immunohistochimie

Ordre de lecture des lames Raisonnement

1.
positif

Lame de tissu de contréle La lame de tissu de contrble positif doit étre examinée en premier.
Celle-ci permet de vérifier si la méthode de fixation et le processus
de restauration de [1’épitope fonctionnent. Une coloration
membranaire brune doit é&tre observee.

2.
négatif

Lame de tissu de controle La lame de tissu de contrdle negatif doit étre examinee aprés le
tissu de contréle positif pour vérifier la spécificité de marquage de
I’antigene cible par 1’anticorps primaire. Aussi, I’absence de
coloration spécifique dans le tissu de contrdle négatif confirme
I’absence de réactivité croisée du kit.

3.

Lame de tissu de patient La lame du patient est examinée a la suite de la lecture des deux
précédentes lames dans 1’ordre adéquat. Comme pour tout test
immunohistochimique, une coloration brune, signifie un résultat
positif, et correspond a la détection de ’antigéne. Il va de méme
pour I’absence de coloration brune sur la lame, signifiant un
résultat négatif, correspondant a I’absence de I’antigene.

C.4. Lames témoins et controles utilisés

Dans le souci de garantir la fiabilit¢ et la validitt des marquages
immunohistochimiques réalisés au cours de ce travail, des lames témoins, a la fois positives et
négatives, ont été rigoureusement sélectionnées pour chacun des anticorps utilisés. Ces
échantillons de contréle ont permis de vérifier la réactivité des anticorps, tout en assurant la

reproductibilité ainsi que la spécificité des résultats obtenus.
- Controles pour la détection d’Helicobacter pylori

Concernant la mise en évidence d’Helicobacter pylori, deux types de tissus de

contréle ont été intégrés au protocole :

e Temoin positif : il s’agit d’une coupe de tissu gastrique provenant d’un cas confirmé
de gastrite chronique active associée a la présence d’H. pylori. Ce diagnostic a été
préalablement établi grace aux colorations classiques a 1’hématoxyline-éosine (HE)
ainsi qu’a la coloration de Giemsa, reconnue pour sa sensibilité dans la détection de

cette bactérie.

e Teémoin négatif : une coupe de muqueuse gastrique normale, exempte d’infection a H.

pylori, fournie par le CHU de Tizi-Ouzou. Ces deux échantillons ont été traités
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parallélement aux coupes ¢tudiées, afin de valider I’efficacité et la spécificité de

I’anticorps monoclonal dirigé contre H. pylori.
- Controles pour la détection du virus Epstein-Barr (EBV)

Pour I’évaluation immunohistochimique de la présence du virus Epstein-Barr (EBV),
et plus spécifiqguement de la protéine de membrane latente LMP1 (Latent Membrane Protein

1), deux types de tissus de référence ont été utilisés :

e Témoin positif : une coupe tissulaire provenant d’un cas de lymphome hodgkinien
exprimant LMPL1, fournie gracieusement par le centre de cancérologie de la wilaya de
Sétif. Ce tissu constitue une référence reconnue pour la détection de cette protéine

virale.

e Témoin négatif : un fragment de tissu sain, ne présentant aucune expression de
LMP1, également issu du CHU de Tizi-Ouzou. Ce tissu a servi a contrdler la

spécificité de I’anticorps anti-LMP1.

2.2.2. Approche statistique
L’analyse statistique des données a été réalisée a 1’aide des logiciels Microsoft Excel
(version 2019) et R Statistical Software (version 3.4.1), deux outils largement reconnus pour

leur fiabilité dans le traitement des données en recherche biomédicale.

Les comparaisons entre les différents groupes ont été effectuées a 1’aide de tests

statistiques appropriés, sélectionnés en fonction de la nature des variables étudiées :

o Le test du chi carré (y?) a été utilisé pour évaluer les différences de distribution entre

les variables catégorielles ;

o Le test exact de Fisher, recommandé dans les situations ou les effectifs sont faibles
ou lorsque les conditions d’application du test du chi carré ne sont pas remplies, a

également été appliqué (Biau et al., 2008) ;
o Letest Z a permis de comparer les proportions entre deux groupes indépendants.

Dans I’ensemble des analyses, un seuil de signification statistique de p < 0,05 a eté
retenu, conformément aux normes couramment admises en épidémiologie et en recherche
clinique (Hulley et al., 2013).
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3. Résultats

Ce travail est structuré autour de deux volets de recherche portant sur les pathologies
gastriques. Le premier volet concerne une étude rétrospective sur les pathologies gastriques et
leur association avec I’infection a Helicobacter pylori, menée au CHU Nedir Mohamed de
Tizi Ouzou. Le second volet porte sur la détection immunohistochimique du virus Epstein-
Barr (EBV) et son lien potentiel avec les carcinomes gastriques chez des patients ne
présentant pas de signes récents d’infection a H. pylori.

Les reésultats sont présentés suivant cette organisation.

3.1. Pathologies gastriques et infection a Helicobacter pylori
3.1.1. Ulcéres gastriques et infection a Helicobacter pylori

Entre 2016 et 2019, 27 cas d’ulceres gastriques ont été recensés au CHU, représentant
environ 2 % des pathologies gastriques enregistrées. Tous ces patients ont été diagnostiqués
avec une infection a Helicobacter pylori, confirmée par biopsie gastrique et test histologique.

a. Données démographiques

L’age des patients variait de 21 & 65 ans, avec une moyenne de 47 ans. La tranche
d’age la plus touchée se situe entre 40 et 50 ans (p = 0,0007), et 75 % des patients avaient plus
de 30 ans. En ce qui concerne le sexe, 21 hommes et 6 femmes ont été enregistrés, soit un
sex-ratio de 3,5 en faveur des hommes, une différence statistiquement significative (p < 1079).

b. Données cliniques

La durée des symptomes avant le diagnostic allait de 2 a 24 mois, avec une moyenne
de 6 mois. Les signes cliniques les plus fréquemment rapportés étaient les suivants :

. Douleurs épigastriques rythmées par les repas : 24 patients (88,89 %),

. Vomissements alimentaires : 13 patients (48,15 %) (p < 107°),

. Anémie : 3 patients (11,11 %),

. Hémorragies digestives : 2 patients (7,41 %),

. Perforation : 1 patient (3,70 %).
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Tableau IV : Reépartition des signes cliniques chez les patients présentant un ulcére

gastrique

Signes cliniques Effectif (n) Fréquence (%)
Douleurs épigastriques 24 88,89 %
Vomissements 13 48,15 %

alimentaires

Anéemie 3 11,11 %
Hémorragie digestive 2 7,41 %
Perforation 1 3,70 %

- Localisation des ulcéres
La localisation des ulcéres a montré une prédominance de 1’atteinte antrale :
o Ulceres antraux : 23 cas (85,18 %),
o Ulceéres sous-cardiaux : 3 cas (11,11 %),
o Ulcére double (antral + fundique) : 1 cas (3,70 %).

Cette répartition est statistiquement significative (p < 107°).

Tableau V : Localisation des ulcéres gastriques

Localisation Effectif (n) Fréquence (%)
Ulcere antral 23 85,18 %
Ulcére sous-cardial 3 11,11 %
Ulcére double (antral + 1 3,70 %

fundique)
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- Methodes statistiques et traitement des données

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel R (version 4.0.3). Pour les
comparaisons entre groupes, nous avons utilisé le test du chi2 pour les variables qualitatives,
telles que le sexe, la présence de symptdmes, et la localisation des ulcéres. Une valeur de p
inférieure a 0,05 a été considérée comme indiquant une différence statistiguement
significative. Les distributions des ages ont été comparées a 1’aide de tests adaptés pour des

variables continues.

» Comparaison des signes cliniques : La fréquence des signes cliniques (douleurs
épigastriques, vomissements, etc.) a eté comparée entre les groupes, en utilisant le test
du chi2. Les différences observéees sont jugées statistiquement significatives lorsque p
<0,05.

» Analyse des localisations : La répartition des ulceres dans les différentes parties de
l'estomac a été analysée a I’aide du test du chi?, confirmant ainsi la prédominance des

ulcéres antraux dans notre série.

En conclusion, I’analyse des résultats montre une forte association entre l'infection a
Helicobacter pylori et les ulcéres gastriques dans cette population, avec une prédominance
des ulceres antraux. Les douleurs épigastriques et les vomissements alimentaires sont les
symptomes les plus fréquemment observés chez les patients. Les analyses statistiques
réalisées avec R confirment que les différences observées selon 1’4ge, le sexe et la localisation
des ulcéres sont significatives, ce qui renforce la pertinence de I’association de I’infection a

H. pylori avec les ulceres gastriques dans notre étude.
- Traitement d’éradication de Helicobacter pylori

Dans notre étude, un traitement d’éradication de Helicobacter pylori a été
systématiquement prescrit aux 27 patients chez qui la bactérie a été détectée a 1’examen
histologique, soit 100 % de cette sous-population. Cette démarche thérapeutique se justifie
pleinement au regard du lien bien établi entre la présence de H. pylori et diverses affections
gastriques, notamment les gastrites chroniques, les ulceres gastroduodenaux et le risque accru

de carcinome gastrique.

Cependant, un suivi post-thérapeutique n’a pas pu étre assuré de maniére optimale :
aucune biopsie de controle n’a été réalisée un mois apres Iarrét du traitement. Cette lacune
dans le protocole de suivi constitue une limite majeure, rendant impossible 1’évaluation de

I’efficacité du traitement d’éradication. Par conséquent, nous ne pouvons ni confirmer la
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disparition de la bactérie, ni statuer sur la réussite clinique du traitement dans ce groupe de

patients.

I1 aurait été souhaitable d’effectuer un controle endoscopique avec biopsies multiples a
distance de la fin du traitement, conformement aux recommandations internationales, afin de
vérifier 1’éradication de H. pylori de maniére fiable.

3.1.2. Gastrites chroniques et infection a Helicobacter pylori : Analyse d’une série de 809
patients

a. Prévalence et contexte pathologique

Dans notre cohorte de 809 patients ayant subi une exploration endoscopique avec
examen anatomopathologique, les gastrites chroniques représentent de loin la pathologie la
plus fréquemment rencontrée. Elles concernent 88 % des cas, ce qui souligne leur importance
épidémiologique dans la population étudiée. Ce taux élevé est en accord avec les données de
la littérature, qui soulignent la forte prévalence des gastrites, notamment dans les régions a

forte endémie de Helicobacter pylori.

Les gastrites chroniques peuvent revétir différentes formes histologiques (atrophique,
folliculaire, active ou inactive), souvent en lien direct avec 1’infection a H. pylori, principale
cause bactérienne identifiée. La persistance de ’infection favorise 1’inflammation chronique

de la muqueuse gastrique, pouvant évoluer vers des Iésions précancéreuses dans certains cas.
b. Profil démographique des patients

L’analyse des données démographiques des patients atteints de gastrite chronique a
permis de dresser un profil épidémiologique plus précis. Ces informations, détaillées dans le
tableau en annexe I11, ont servi a construire la figure 15, qui illustre visuellement la répartition
de la population selon des variables telles que 1’age, le sexe, et éventuellement les antécédents

médicaux pertinents.

Cette caractérisation démographique est essentielle, car certains facteurs — comme
I’age avancé, le sexe masculin ou le statut socio-économique — peuvent influencer la

susceptibilité a I’infection a H. pylori, ainsi que 1’évolution des gastrites associées.
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Figure 15 : Répartition de la population selon les données démographiques (Hm : hommes, Fm :
femmes).

c. Aspect epidémiologique et histologique
» Détection d’Helicobacter pylori dans les sous-groupes d’age

L’analyse de la prévalence de Helicobacter pylori en fonction des tranches d’age a
permis de dégager des tendances intéressantes, tant sur le plan épidémiologique
qu’histologique. Les données regroupées dans les tableaux présentés en annexe IV ont servi

de base a la construction de la figure 16.
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Figure 16 : Statut +/- d’Helicobacter pylori dans les sous-groupes d’age chez les deux sexes
(Hp : Helicobacter pylori, Hm : Hommes, Fm : femmes).
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L’analyse de la prévalence de I’infection a Helicobacter pylori chez les femmes a
montré une relation significative entre la tranche d’age et la présence de la bactérie. Le test du
Chi? d’indépendance a révélé une différence statistiquement significative (y*> = 17,42 ; p =
0,026), suggérant que la prévalence de I’infection varie selon 1’age des patientes. Les tranches
d’age les plus touchées sont celles des 21-30 ans et 41-50 ans, ou la fréquence de 1’infection
est particulierement élevée, tandis que les tranches d'age les plus jeunes (1-10 ans) et les plus
agées (81-90 ans) présentent une fréquence plus faible. Ces résultats confirment les
observations épidémiologiques classiques, selon lesquelles H. pylori affecte principalement
les adultes jeunes et d'age moyen, avec une persistance de I’infection au cours de la vie.
L'absence de H. pylori chez les plus jeunes pourrait étre attribuée a un moindre acces aux

soins ou a une faible prévalence de I’infection dans cette tranche d’age.

Chez les hommes, bien que le test du Chi2 ait montré une tendance a une variation de
la prévalence de I’infection selon les tranches d'age, cette variation n’est pas statistiquement
significative au seuil de 5 % (y* = 13,6 ; p = 0,059). La prévalence est plus élevée dans la
tranche des 31-50 ans, tandis qu'elle diminue dans les tranches d'age les plus jeunes (1-10
ans) et les plus agées (81-90 ans). L'absence de significativité pourrait étre expliquée par la
distribution inégale des effectifs dans certaines tranches d’age, ou par une taille d’échantillon

relativement faible pour certaines catégories.

Comparativement, les femmes montrent une différence plus marquée de la prévalence
de H. pylori en fonction de 1’age, tandis que chez les hommes, bien qu’il y ait une tendance
similaire, les différences ne sont pas suffisamment prononcées pour atteindre la significativité
statistique. Ces observations pourraient étre influencées par des facteurs biologiques ou
socioculturels qui affectent 1’acces aux soins et la gestion des infections entre les sexes. Des
études supplémentaires avec des échantillons plus larges pourraient permettre de confirmer ou

d’infirmer ces tendances.

En conclusion, la prévalence de I’infection a H. pylori varie effectivement selon I’age
et, dans le cas des femmes, cette variation est statistiquement significative. Chez les hommes,
bien que la tendance soit similaire, les résultats ne sont pas significatifs, ce qui pourrait étre
lié a des caractéristiques spécifiques de 1I’échantillon. Ces résultats soulignent 1I’importance de
prendre en compte les facteurs démographiques dans 1’évaluation de I’infection a H. pylori et
suggerent que des stratégies de dépistage plus ciblées pourraient étre nécessaires pour les

tranches d’age les plus affectées.
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» Helicobacter pylori et site de préléevement
La figure 17, réalisée a partir de résultats tabulés en annexe V et annexe VI,
s’intéresse au site du ou des prélévements effectués par patient, qui indique le sicge de

I’infection par la bactérie pour les cas Hp+.

0 20 40 &0 20 100 120 140 160

Figure 17 : Répartition des patients selon le site de prélevement (C : cardia, AF : antro-fundique,
F : fundus, A : Antrus)

» Analyse anatomo-pathologique des gastrites a Helicobacter pylori

Un total de 936 prélévements a été recu par le service d’anatomo-pathologie. Parmi
eux, 47 prélevements (soit 5,02 %) ont été jugés non exploitables, en raison de leur caractere

superficiel, de la nécrose ou d’une mauvaise conservation dans le formol, nécessitant un

nouveau prélévement.

Les 889 prélevements exploitables se répartissent comme suit :
o 331 antraux,
e 132 fundiques,
e 333 combinés antraux et fundiques,

e 13 du cardia.
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» Etude histologique des gastrites chroniques & Helicobacter pylori

Parmi ces échantillons, 586 cas de gastrite chronique associés a H. pylori ont été

identifiés. L’évaluation histologique a été effectuée selon la classification de Sydney.

Tableau VI : Répartition des 586 cas de gastrites chroniques selon les critéres histologiques

Criteres histologiques  Absente Légére Modérée Marquée

Intensité de la gastrite 83 212 269 22
Activité inflammatoire 97 162 289 38
Atrophie glandulaire 499 54 32 1
Présence de H. pylori 0 137 257 192
Follicules lymphoides 0 7 11 9

» Analyse statistique

L’objectif principal était d’évaluer la relation entre ’intensité de la gastrite et la
densité de colonisation par H. pylori. A partir des données disponibles, un test du Chi? a été
réalisé sur un tableau croisé entre les stades de la gastrite (Iégére, modérée, marquée) et la

densité de H. pylori correspondante.
Résultats du test du Chi?:
o Statistique de Chi2: 146,13
o Degrésde liberté : 2
e Valeur p:<0,0001

Ces résultats mettent en évidence une association hautement significative entre le degré
d’inflammation gastrique et la densité de colonisation par H. pylori. Cette relation
confirme que plus la charge bactérienne est élevée, plus les Iésions histologiques sont

séveres.
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Par ailleurs :

o Une corrélation positive significative a été également observée entre 1’intensité de la
gastrite et 1’atrophie glandulaire, avec une valeur p < 107¢ (test du Chi?). Cette
association souligne la progression des lésions vers des stades plus avancés lorsque

I’inflammation devient chronique.

o L’analyse qualitative des lésions a mis en ¢évidence une prédominance de la

métaplasie intestinale (MI) de type incomplet dans cette série.

o La densité bactérienne, évaluée selon la classification semi-quantitative (++), était
modérée dans pres de la moitié des cas. Les bactéries étaient principalement

localisées au niveau du pole apical des cellules épithéliales dans le mucus de surface.

o Fait notable : H. pylori n’a pas été observé dans les foyers de MI, bien qu’il soit
présent ailleurs dans la muqueuse des mémes patients. Ce phénoméne pourrait
s’expliquer par un environnement local défavorable a la colonisation bactérienne

dans les zones de métaplasie.

Enfin, des lésions précancéreuses (LPC) ont été identifiées dans 5,19 % des cas, chez
des patients non infectés par H. pylori. Cette observation suggére 1’intervention de facteurs
étiopathogéniques supplémentaires, tels que des influences génétiques, environnementales

ou alimentaires, indépendantes de la colonisation bactérienne.
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Figure 18 :

Détection de I’infection a Helicobacter pylori chez des patients atteints de gastrites
chroniques, illustrée par une coloration immunohistochimique. L’intensité du marquage en
brun indique la densité de la colonisation bactérienne :

o AcetB: +++ (forte intensité),
e CetD: ++ (intensité modérée),

o EetF: + (faible intensité).
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» Présence de bactéries non Helicobacter pylori

Au sein de notre série, nous avons identifié trois cas isolés d’infection par une
bactérie autre que Helicobacter pylori : un homme de 54 ans, et deux femmes agées
respectivement de 48 et 62 ans. Il s’agissait de Campylobacter pylori (ancienne dénomination
de H. pylori, parfois encore utilisée pour désigner des souches atypiques ou mal identifiées).
Le diagnostic a été confirme grace a la technique d’immunohistochimie anti-H. pylori, qui
s’est révélée négative, validant ainsi ’absence de 1’antigéne spécifique de H. pylori dans ces

échantillons.

» Comparaison des techniques de détection : Giemsa vs immunohistochimie
(IHC)

Dans le service d’anatomopathologie, la coloration de Giemsa est systématiquement
réalisée sur toute biopsie gastrique dans le but de détecter H. pylori. En revanche,
I’'immunohistochimie (IHC), bien que plus sensible, est une technique colteuse, ce qui

limite son application de routine.

Pour évaluer la performance comparative des deux méthodes, 30 lames Giemsa-
positives ont été sélectionnées indépendamment des caractéristiques histologiques des
gastrites. Les blocs paraffinés correspondants ont été coupés, les coupes déposées sur lames

silanisées, puis traitées par immunohistochimie spécifique. Les résultats sont tabulés comme

suit :
Tableau VII : Comparaison de la positivité d’Helicobacter pylori entre coloration
Giemsa et immunohistochimie
Technique effectuée IHC Giemsa

Résultats Positif Négatif Positif Négatif

Effectif 30 00 27 03
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L’analyse statistique a montré :

Sensibilité de 'THC : 100 % (1C95% : 83 % — 100 %)
Specificité : 86 % (1C95% : 68 % — 96 %)
Valeur prédictive positive (VPP) : 84 %

Valeur prédictive négative (VPN) : 100 %

Le coefficient de concordance de Kappa entre les deux techniques était de k = 0,84,

avec une valeur p = 0,001, indiquant un haut degré d’accord.

Un test Z de comparaison de proportions binomiales a été réalisé (z = 0,60 ; p = 0,55), ne

montrant pas de différence significative entre les deux techniques. Toutefois, il est estimé

que jusqu’a 29 % de cas positifs supplémentaires pourraient étre détectés par IHC par

rapport a Giemsa, en raison de sa sensibilité supérieure.

» Gastrites chroniques particuliéres et association avec H. pylori

Gastrites auto-immunes (type maladie de Biermer) ont été diagnostiquées chez 11
patients, soit 1,36 % de I’ensemble des gastrites chroniques. Parmi eux, 8 cas (72,73
%) étaient également positifs a H. pylori, suggérant une possible co-existence de

mécanismes auto-immuns et infectieux.

Six cas de gastrites granulomateuses ont également été identifiés. L'examen
histologique minutieux a permis de visualiser la présence de H. pylori dans la

muqueuse gastrique chez tous ces patients.

» Traitements d’éradication, suivi et rémissions

Tous les patients H. pylori positifs de notre cohorte ont bénéficié d’une trithérapie

standard selon le protocole suivant :

Amoxicilline : 1 g, 2 fois/jour pendant 7 jours
Meétronidazole : 500 mg, 2 fois/jour pendant 7 jours

Omeéprazole : 20 mg, 2 fois/jour pendant 7 jours

Dans le cadre de I’évaluation de 1’efficacité de cette prise en charge, 50 patients ont été

invités a effectuer une biopsie de contréle a 1 mois post-traitement. Seuls 27 patients se

sont présentés dans les délais. Chez 21 d’entre eux, H. pylori était encore présent, ce qui

représente une persistance de I’infection dans 77,78 % des cas apres la premiere cure.
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Une deuxieme cure a été administrée chez les patients concernés. Par ailleurs, une
troisiéme cure d’éradication a été proposee chez 4 patients, avec modification du schéma

thérapeutique :
e Pour deux patients : remplacement de I’amoxicilline par la clarithromycine
o Pour deux autres : remplacement de I’amoxicilline par 1’azithromycine

Ces antibiotiques ont été prescrits a 1 g/jour en deux prises pendant 7 jours, en

association avec un IPP.
» Résultats du suivi thérapeutique (Tableau VIII) :

Tableau V111 : Répartition des cas de rémission a I’infection a H.pylori chez des patients
ayant bénéficié du schéma thérapeutique adéquat (ND : Non disponible)

Rémission Persistance Perdus de vue
Premiére cure d’éradication 06 21 23
Deuxiéme cure d’éradication 17 ND 4
Troisiéme cure d’éradication 15 ND 2

Un taux de perte de suivi élevé a été observé, en lien avec des contraintes

organisationnelles au niveau des services cliniques durant la période d’étude.
» Corrélations statistiques avec les lésions précancéreuses (LPC)

Une étude complémentaire a été réalisée pour explorer une éventuelle corrélation entre la
présence de H. pylori et les Iésions précancéreuses (LPC). A partir des données collectées

(annexe VIII), la répartition selon le statut LPC et HP a été analysée par sexe (Figure 19).

Résultats descriptifs :

o |l apparait que les groupes LPC + / HP + sont équilibrés entre les sexes, suggérant

I’absence d’un biais de genre dans cette association.

o Une analyse inférentielle plus poussée (test du Chi2 ou test exact de Fisher selon les
effectifs) peut étre envisagée pour confirmer 1’existence ou non d’une association

statistiquement significative entre la présence de H. pylori et les LPC.
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Les résultats confirment I’'importance de H. pylori comme agent étiologique majeur des
gastrites chroniques, tout en soulignant les limites des méthodes diagnostiques classiques.
L’immunohistochimie offre une meilleure sensibilité, bien qu’elle ne soit pas toujours
accessible en routine. Les cas de gastrites atypiques (auto-immunes, granulomateuses) ainsi
que I’analyse des échecs thérapeutiques et des réinfections suggerent une prise en charge

personnalisée, intégrant des données cliniques, histologiques et microbiologiques.
d. Analyse Statistique Descriptive et Inférentielle
P Objectif de I’analyse

Sur la base des données recueillies au cours des quatre années d’étude, une analyse

statistique a ét¢ menée afin d’explorer :
« Les relations entre Helicobacter pylori (HP) et les lésions précancéreuses (LPC),
o Les différences selon le sexe et 1’age,
o Les corrélations entre les différentes sous-populations,

e Ainsi que I’évolution temporelle des effectifs a 1’aide de modeles mathématiques et

d’une analyse en composantes principales (ACP).
P Statistique descriptive

A partir des données figurant en Annexe VIII, la Figure 19 illustre la répartition des
patients selon la présence ou non de lésions précancéreuses (LPC), croisées avec la positivité
a H. pylori. Il en ressort une distribution équilibrée entre les sexes dans les sous-populations

LPC+/HP+, suggeérant une atteinte comparable chez les hommes et les femmes.
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Figure 19 : Représentation des différentes sous-population selon LPC et HP (LPC : Iésions pré-
cancéreuses, HP : Helicobacter pylori ; H : Hommes ; F : Femmes)

P Statistique inférentielle

L’approche inférentielle a été¢ déployée afin de déterminer si des différences
significatives existaient entre groupes selon des variables sociodémographiques (sexe, age) et

cliniques (infection & H. pylori, lésions précancéreuses).
a. Test ANOVA

L’ANOVA (Analyse de la Variance), réalisée avec un seuil de significativité fixé a o =
0,05, a permis de comparer les moyennes de plusieurs groupes. Les résultats sont synthétisés

ci-dessous :

. Effectif hommes vs femmes (toutes années confondues) : p = 0,51 — Pas de

différencesignificative.
» Ce résultat suggere une bonne homogénéité de la répartition des sexes dans la population
étudiée. Cela permet de considérer les autres analyses comme non biaisées par un déséquilibre
démographique.

. Age moyen hommes vs femmes : p = 0,68 — Pas de différence significative.
» Cela confirme que les deux groupes sont comparables en termes d’age, réduisant ainsi le

risque de confusion lié a cette variable.
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. Effectif HP+ chez hommes vs femmes : p = 0,63 — Pas de différence
significative.
» L’infection par H. pylori semble affecter les deux sexes de maniére équivalente dans cette

cohorte.

. Age HP+ chez hommes vs femmes : p = 0,18 — Pas de différence
significative.
» L'age des patients infectés ne varie pas en fonction du sexe, ce qui appuie I’idée d’une

exposition similaire.

. Effectif HP+LPC+ chez hommes vs femmes : p = 1 — Aucune différence.
» Il n’existe aucune disparité liée au genre dans la présence conjointe d’HP+ et de Iésions

précancéreuses.

. Age des HP+LPC+ chez hommes vs femmes : p = 0,52 — Pas de différence
significative.
» La progression vers des lésions précancéreuses chez les infectés par HP n’est pas

influencée par le sexe ni I’age.

. Age des HP—LPC+ chez hommes vs femmes : p = 0,54 — Pas de différence
significative.
» Ce dernier point est intéressant car il suggére que les LPC peuvent également survenir

indépendamment d'une infection active a H. pylori, et que cela n'est pas modulé par le sexe.

En conclusion, aucune des variables étudiées (sexe, age) ne présente d’effet
significatif sur la distribution des infections a H. pylori ni sur la survenue des lésions
précancéreuses dans cette cohorte. Cela confere une robustesse supplémentaire aux analyses

qui suivent, en réduisant les biais de confusion potentiels.
P Test de Corrélation de Pearson

o Les tests de corrélation de Pearson ont été réalisés pour explorer les relations
entre certaines variables quantitatives, afin d’évaluer I’existence de liens linéaires entre
I’effectif total des patients, la présence de H. pylori et les Iésions précancéreuses.

. Corrélation entre D’effectif total des patients et D’effectif des patients
infectés par Helicobacter pylori (HP+) : La corrélation observée entre ’effectif total des
patients et I’effectif des patients infectés par H. pylori était trés forte (R = 0,97). Cette

corrélation élevée peut refléter une augmentation parallele du nombre de patients
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diagnostiqués avec une infection par H. pylori et le nombre global de consultations ou de
diagnostics, ce qui pourrait étre dd a une meilleure sensibilisation et & des protocoles
diagnostiques plus rigoureux.

o Corrélation entre D’effectif des patients infectés par Helicobacter pylori
(HP+) et DPeffectif des patients présentant des lésions précancéreuses (LPC+) : La
corrélation forte (R = 0,63) entre l’infection par H. pylori et la présence de lésions
précancéreuses (LPC+) indique une association marquée, bien que moins forte que la
premiére corrélation. Cela confirme que I’infection par H. pylori est un facteur de risque
important pour le développement de lésions précancéreuses gastriques. Cependant, il est
important de noter que cette relation pourrait étre modifiée par d'autres facteurs de risque, tels
que l'alimentation, I'environnement et les antécédents médicaux des patients.

. Evolution des Effectifs : Tendances et Modéles Mathématiques
Analyse des tendances temporelles des sous-populations étudiées

L’observation des évolutions annuelles des effectifs (Figure 20) met en évidence des
dynamiques contrastées entre différentes sous-populations de patients, en particulier ceux

présentant une infection a Helicobacter pylori (HP) et/ou des lésions précancéreuses (LPC).

La sous-population des patients HP+LPC+ montre une diminution marquée de ses
effectifs au cours des quatre années d’analyse, traduite par un coefficient de détermination
tres elevé (R? = 0,94), indiquant une tendance linéaire forte. Cette baisse peut s’interpréter
comme le reflet de plusieurs phénoménes concomitants : d’une part, une amélioration de la
stratégie de dépistage et de traitement de I’infection a H. pylori, et d’autre part, une prise en
charge plus précoce des atteintes gastriques, limitant ainsi 1’évolution vers des lésions

précanceéreuses.

A T’inverse, une légére augmentation a été observée au sein de la sous-population
HP-LPC+ (R% = 0,19), ce qui pourrait signaler I’émergence ou la meilleure détection de
formes de gastrites atrophiques ou de metaplasies intestinales independantes de H.
pylori. Ces cas peuvent étre associés a des mecanismes pathogéniques distincts, notamment
des causes auto-immunes (comme dans la maladie de Biermer), ou environnementales

(régimes alimentaires, tabagisme, toxicités médicamenteuses...).

L’interprétation de ces évolutions doit cependant étre nuancée. L’augmentation des
cas diagnostiqués peut aussi découler d’une meilleure vigilance clinique, d’un affinement

des outils histopathologiques, ou encore d’un accompagnement thérapeutique plus
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structuré. Dans tous les cas, une analyse longitudinale élargie sur un plus grand nombre
d’années permettrait de distinguer entre une véritable tendance épidémiologique et une

évolution des pratiques médicales.

En définitive, bien que les analyses statistiques n’aient pas mis en évidence de
variations significatives selon le sexe ou 1’age des patients, les analyses de corrélation ont
confirmé le réle central de H. pylori dans I’apparition des lésions précancéreuses
gastriques. Ces résultats appellent & un suivi rigoureux et personnalisé des patients HP+,
notamment ceux présentant déja des signes de transformation muqueuse. Par ailleurs,
I’augmentation observée des LPC en absence de H. pylori souligne la nécessité d’élargir les
investigations étiologiques pour inclure des facteurs auto-immuns, toxiques ou génétiques

dans la compréhension globale de ces affections.

300
Mt=-14,7x+ 239
R*=0,3863
250
nHP4= -6,5x + 166,5
R? = 0,2404
200 AHP+LPC4= -4x + 44,5
R?=0,9412
150
NHP-LPC+ = 0,8x + 8,5
R*=0,1882
100
= Nt
50 = nHP+
= nHP+LPC+
0
2016 2017 2018 2019 NHP-LPC+

Figure 20 : représentation d’un modéle mathématique de 1’évolution de différentes sous-

population (Nt : Nombre total, R?: coefficient de corrélation, LPC : lésions pré-cancéreuses, HP :
Helicobacter prylori)
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» Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée dans le but de synthétiser
les principales dimensions de variabilité au sein de la population étudiée, en tenant compte
simultanément de plusieurs variables qualitatives et quantitatives : la présence de H. pylori,

les Iésions précancéreuses (LPC), le sexe, et 1I’évolution au cours du temps.

Les projections sur les deux premiers plans factoriels F1/F2 ont permis de réduire la
complexité multidimensionnelle des données tout en conservant Pessentiel de

P’information statistique.

e Chez les hommes, les deux premiéres composantes principales expliquent 84,44 % de
la variance totale, ce qui signifie que la majorité des informations portées par les

variables initiales est bien représentée sur ce plan.

e Chez les femmes, I’ACP montre une inertie encore plus élevée, a 90,03 %o,

traduisant une structuration plus marquée des données dans cet espace réduit.

Ces valeurs élevées d’inertie sont particulierement significatives : elles indiquent que
les variations observées parmi les patients sont fortement concentrées autour de quelques axes
principaux, ce qui facilite la lecture et I’interprétation des relations entre variables et

individus.
- Interprétation des biplots (Figures 21 et 22)

Sur les biplots représentant les plans factoriels F1/F2 chez les deux sexes, plusieurs

observations peuvent étre tirées :

o Chez les hommes, la distribution spatiale des individus montre une séparation assez
nette entre les groupes HP+LPC+, HP+LPC— et HP-LPC+, suggérant que les
différentes configurations cliniques sont bien différenciées selon les axes principaux.
Les variables infection a H. pylori et présence de LPC semblent fortement
contributrices au premier axe, tandis que des variables comme 1’4ge ou la répartition

temporelle influencent davantage le second.

e Chez les femmes, la configuration est encore plus marquée, traduisant une
structuration plus forte des sous-groupes. Le regroupement plus compact des cas
HP-LPC+ dans un quadrant spécifique peut é&tre interprété comme une

différenciation étiologique spécifique a cette population, peut-étre en lien avec des
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causes non bactériennes des lésions précancéreuses (comme les gastrites auto-

immunes, plus fréquentes chez les femmes).
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Figure 21 : Résultat de I’ACP chez les hommes
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Figure 22 : Résultat de I’ACP chez les femmes
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Commentaires genéraux

L’ACP met ainsi en évidence une organisation cohérente des sous-populations
selon les profils cliniques et infectieux, renfor¢ant I’idée que 1’infection a H. pylori reste un
déterminant majeur dans la genese des lésions gastriques précancéreuses, tout en laissant la

place a des mécanismes alternatifs, notamment chez les femmes.

De plus, I’analyse permet d’envisager une approche plus personnalisée dans le suivi
des patients, en tenant compte des profils multivariés dégagés par cette méthode exploratoire.
Elle ouvre également la voie a des études futures utilisant des modéles prédictifs intégrant
simultanément plusieurs variables cliniques et démographiques pour mieux identifier les
groupes a risque.

3.1.3. Pathologies cancéreuses gastriques et infection a Helicobacter pylori : analyse d 'une
série de 53 cas

» Caractérisation des néoplasies gastriques et lien potentiel avec Helicobacter

pylori

L’¢étude des tumeurs gastriques malignes, conduite sur un échantillon de 53 patients,
met en exergue la grande hétérogénéité histopathologique des entités néoplasiques
rencontrées, soulignant ainsi la complexité biologique de la carcinogeneése gastrique. Cette
analyse repose sur une classification rigoureuse basée sur les critéres histologiques des
tumeurs gastriques (cf. Annexe 1X), qui a permis d’identifier plusieurs profils tumoraux

distincts.
» Répartition histologique des tumeurs

Parmi les 53 cas inclus, 33 patients (62,26 %) ont été diagnostiqués avec un
adénocarcinome a cellules indépendantes, également appelé adénocarcinome a cellules en
bague a chaton (signet-ring cell carcinoma). Cette forme est particuliérement redoutée en
raison de son agressivité clinique, de sa réponse thérapeutique limitée et de son prognostic
souvent défavorable. Bien que fréquente, cette entité reste insuffisamment élucidée sur le
plan étiopathogénique, notamment en ce qui concerne 1’implication directe de H. pylori,
d’autant que I’immunohistochimie (IHC) n’a pas été réalisée pour cette sous-population,

empéchant toute association formelle.

Un sous-groupe notable de 5 patients (9,43 %), exclusivement de sexe masculin,
agés de 49 a 73 ans, a présenté un lymphome non hodgkinien (LNH) gastrique de type B.

Ces cas sont particulierement instructifs du fait que tous les patients ont été testés positifs a
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H. pylori par immunohistochimie, révélant une association directe et documentée entre
I’infection bactérienne et la survenue de cette entité lymphoide. Ce lien est bien connu,
notamment dans le contexte des lymphomes MALT (tissu lymphoide associé a la

mugqueuse), dont le développement est souvent pathogéniquement dépendant de H. pylori.

Fait d’importance : la rémission complete observée chez ces cing patients apres
traitement d’éradication de la bactérie constitue une démonstration remarquable du
potentiel curatif de la prise en charge anti-H. pylori dans les lymphomes gastriques,
validant le concept d’un traitement étiologique ciblé dans une pathologie maligne — une

approche encore rare en oncologie digestive.

Les 15 patients restants (28,3 %) présentaient un adénocarcinome différencié,
forme plus conventionnelle du cancer gastrique, souvent précédée par des lésions
précancéreuses telles que I’atrophie glandulaire, la métaplasie intestinale ou la dysplasie.
Cependant, I’absence de recherche d’H. pylori par IHC dans ce groupe constitue une
limitation méthodologique majeure, ne permettant pas de statuer sur un éventuel réle de la
bactérie dans la genese de ces adénocarcinomes, bien que la littérature suggére une

implication probable dans certains cas.
» Analyse démographique et implications épidémiologiques

L’analyse démographique révele une prédominance masculine significative, avec 32
hommes pour 21 femmes, soit un sex-ratio de 1,5, différence statistiquement significative
(p = 0,03). Cette surreprésentation masculine est conforme aux données épidémiologiques
mondiales, qui rapportent une incidence plus élevée du cancer gastrique chez I’homme,
potentiellement en lien avec une exposition accrue a certains facteurs de risque (tabac,
alcool, alimentation riche en sel ou en nitrites), mais aussi avec des facteurs hormonaux ou

immunologiques pouvant moduler la réponse a I’infection chronique par H. pylori.
Commentaires généraux

o Hétérogéneéité tumorale marquée : La série met en évidence la coexistence de
plusieurs types histologiques distincts de cancers gastriques, suggeérant des

mécanismes carcinogéniques multiples et parfois indépendants.

e Lien avéré entre H. pylori et les lymphomes de type B : La positivité IHC
systématique dans tous les cas de LNH, combinée a une rémission post-éradication,
confirme le role clé de H. pylori dans ces formes, et souligne I’importance d’un

dépistage bactérien rigoureux en contexte de suspicion de lymphome gastrique.
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o Limitation liée au manque de données IHC dans les adénocarcinomes : L’absence
de caractérisation immunohistochimique pour la majorité des tumeurs
(adénocarcinomes indépendants et différenciés) restreint fortement ’analyse du lien
potentiel avec H. pylori. Cette carence appelle a une standardisation des protocoles
diagnostiques, intégrant systématiquement la recherche de la bactérie, surtout dans

des contextes de Iésions chroniques gastriques.

« Sex-ratio élevé et implications a explorer : La prédominance masculine significative
constitue un axe de recherche a approfondir, notamment en intégrant des données
comportementales, environnementales et génétiques, afin d’évaluer les

déterminants biologiques de cette disparité.

3.2. Etude des pathologies gastriques et association avec la présence d’EBV (LMP1)
3.2.1. Caracteristiques de la population étudiée

La sélection des cas dans cette étude a été rigoureusement effectuée selon des criteres
d'inclusion stricts liés a la recherche sur le virus Epstein-Barr (EBV), notamment I'absence
d'infection a Helicobacter pylori et l'absence d'antécédents personnels de carcinome
nasopharyngé (CNP). Cette méthodologie vise & constituer une population homogéne,
aléatoirement répartie, afin d’examiner de manic¢re indépendante le role de I’EBV, en
particulier I'expression de sa protéine latente LMP1, dans les pathologies gastriques. Il
convient de souligner que cette étude ne cherche pas a explorer les interactions entre H. pylori
et ’EBV, mais a caractériser distinctement la contribution virale.

La population ainsi constituée se compose majoritairement de patients de sexe
masculin, représentant 67,74 % de 1’échantillon, contre 32,26 % de femmes. L’age moyen
des patients inclus est de 64,74 + 6,05 ans, avec une variation allant de 54 a 79 ans. La

répartition des patients par tranches d’age et selon le sexe est illustrée dans la Figure 23.
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Figure 23 : Représentation des ages de la population étudiée (Female : femme, Male : homme)
Les nombres verticaux (50 a 80) représentent I'age des patients en années. Les nombres latéraux représentent le

nombre de patients dans chaque groupe d'age.
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3.2.2. Pathologies gastriques
L’¢étude histopathologique menée sur les 31 biopsies gastriques incluses dans notre

série s’est appuyée sur la classification OMS 2017 (8¢ édition), référence actuelle dans la
caractérisation des pathologies gastriques. Cette classification permet une évaluation
standardisée et fiable des Iésions, essentielle pour I’interprétation des données en contexte
multicentrique ou comparatif. Selon cette classification, I’adénocarcinome gastrique de type
différencié est la lésion la plus fréquemment observée, représentant 61 % des cas. Cette
prédominance est cohérente avec les données épidémiologiques montrant que ce sous-type est
le plus répandu dans les formes sporadiques de cancer gastrique. Le carcinome a cellules
indépendantes, souvent associé a un pronostic plus réserve, est présent dans 20 % des cas.
Les Iésions précancéreuses, notamment la gastrite atrophique avec métaplasie intestinale
(10 %), traduisent des processus évolutifs lents mais a haut risque de transformation maligne.
Enfin, les formes moins fréquentes mais cliniquement significatives comprennent
I’adénocarcinome colloide (3 %), le carcinome indifférencié (3 %) et la tumeur
neuroendocrine gastrique (3 %), chacune témoignant de la diversité morphologique des

pathologies gastriques malignes.

Tableau IX : Répartition des patients en fonction de la pathologie gastrique associée

Pathologie gastrique associée Taux %
Gastrite atrophique + métaplasie 10
intestinale
Adénocarcinome gastrique différencié 61
Tumeur endocrine de I'estomac 3
Carcinome gastrique a cellules 20
indépendantes
Adénocarcinome colloidal de la muqueuse 3
Carcinome indifférencié de I'estomac 3
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La répartition anatomique des lésions, illustrée dans la Figure 24, met en évidence une
nette prédominance de la région antro-pylorique, avec 77,42 % des échantillons localisés
dans cette zone. Cette localisation préférentielle est en accord avec les connaissances actuelles
selon lesquelles 1’antre gastrique constitue une région a risque ¢€levé de transformation
tumorale, en lien avec sa sensibilité aux agressions chroniques et aux altérations de
I’environnement muqueux. Les localisations au niveau de la région intro-fundique (3,32 %o)
et de la jonction ceso-gastrique (3,23 %) sont nettement moins représentées, bien qu’elles
puissent, dans certains contextes, refléter des phénotypes tumoraux particuliers. L’ensemble
de ces résultats confirme non seulement la prédominance masculine dans les cancers
gastriques, mais aussi 1’dge moyen élevé des patients atteints (supérieur a 54 ans), deux
facteurs de risque largement documentés dans la littérature. Ces observations renforcent
I’intérét d’un dépistage ciblé et d’une surveillance rapprochée chez les sujets agés, en
particulier de sexe masculin, dans un objectif de détection précoce des lésions a potentiel

malin.
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Figure 24 : Répartition des patients entre les sites d'échantillonnage
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3.2.3. Marquage immunohistochimique de LMP1

L’analyse immunohistochimique de I’expression de la protéine latente LMP1 du virus
Epstein-Barr (EBV), présentée dans la Figure 25, révele une distribution préférentiellement
nucléaire du signal chez la majorité des patients présentant des Iésions tumorales gastriques.
Ce résultat contraste avec le marquage cytoplasmique, beaucoup plus rarement observé. Ce
tropisme nucléaire suggére un role potentiel de LMP1 dans la régulation transcriptionnelle ou
dans des interactions directes avec des facteurs nucléaires impliqués dans la transformation
cellulaire, bien que cette localisation ne soit pas classiquement décrite pour cette protéine
dans d'autres types de cancers EBV-induits, ou le marquage cytoplasmique et membranaire

prédomine.

La Figure 25 illustre les différents profils d’expression immunohistochimique

observés :

A : tissu gastrique normal ne présentant aucun marquage, confirmant 1’absence
d’expression de LMP1 dans la muqueuse saine,

B : coupe d’un carcinome gastrique sans expression détectable de LMPI1, ce qui
témoigne de 1’hétérogénéité de I’infection a EBV dans les cancers gastriques,

C : expression exclusivement nucléaire de LMP1 dans un adénocarcinome gastrique
bien différencié, mettant en évidence une localisation atypique mais significative,

D : expression mixte nucléaire et cytoplasmique dans un autre adénocarcinome bien
différencié, illustrant la variabilité intra-tumorale de la distribution subcellulaire de la

protéine virale.

La barre d’échelle de 10 pm visible en C permet d’apprécier la finesse du marquage et
la précision de la localisation intracellulaire. L’ensemble de ces observations suggere que,
dans le contexte des cancers gastriques EBV-associés, LMP1 pourrait adopter une distribution
cellulaire spécifique, possiblement influencée par le type histologique de la tumeur, son degré
de différenciation, ou encore 1’état du microenvironnement tumoral. Ces résultats méritent
d’étre approfondis a travers des €tudes fonctionnelles complémentaires, notamment pour
déterminer si la localisation nucléaire de LMP1 est corrélée a un phénotype tumoral

particulier ou a une réponse immunitaire locale modifiée.
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Figure 25 : Détection de LMP1 par marquage immunohistochimique dans différents
tissus A : coupe immunohistochimique d'un tissu gastrique normal ; B : coupe
immunohistochimigue d'un carcinome gastrigue (pas de marquage pour LMP1) ; C : marquage
nucléaire positif de LMP1 révélé par la coupe immunohistochimique d'un adénocarcinome
gastrique bien différencié ; D : marquage nucléaire et cytoplasmique de LMP1 d'un
adénocarcinome gastrique bien différencié. Barre d'échelle : 10 um en C.

» Expression de LMP1 selon le sexe

La Figure 26 illustre la répartition du marquage immunohistochimique de LMP1 en
fonction du sexe des patients, en tenant compte de sa localisation subcellulaire (nucléaire,
cytoplasmique et membranaire). L’analyse globale révele une positivité plus marquée chez
les hommes, toutes localisations confondues. Toutefois, une observation plus fine met en
évidence une différence notable selon le sexe : chez les femmes, le marquage nucléaire est
prédominant, atteignant 60 %, contre 40 % chez les hommes. Cette prédominance féminine
dans la localisation nucléaire suggéere que LMP1 pourrait jouer un réle différencié selon le
sexe, notamment dans les mécanismes de régulation transcriptionnelle ou épigénétique.

Concernant les localisations cytoplasmique et membranaire, le marquage est moins
intense, mais reste présent de maniere statistiquement significative (p < 0,05). La

distribution du marquage selon les compartiments cellulaires suit une gradation décroissante
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allant du noyau vers le cytoplasme, puis vers la membrane. Cette hiérarchie indique que
LMP1 serait fonctionnellement plus actif au niveau nucléaire, ou il pourrait intervenir dans la
régulation de génes liés a la prolifération, la survie ou ’échappement immunitaire. Cette
dynamique intracellulaire, plus marquée chez les femmes, laisse supposer une possible
influence de facteurs hormonaux ou génétiques sur 1’expression et la localisation de la

protéine virale.
» Corrélation entre I’expression de LMP1 et les types histologiques

L’évaluation de 1’expression de LMP1 en fonction des différents types histologiques
de lésions gastriques met en évidence une corrélation significative entre la localisation
subcellulaire de la protéine et le phénotype tumoral. Les adénocarcinomes gastriques
difféerenciés, représentant 61 % de notre série, montrent une nette prédominance du
marquage nucléaire de LMP1, observé dans 72 % des cas. Cette tendance, statistiguement
significative (p = 0,02), renforce I’hypothése selon laquelle LMP1 pourrait intervenir dans la
régulation nucléaire des cellules tumorales bien différenciées, en favorisant leur

transformation ou leur progression.

A P’opposé, les carcinomes indifférenciés présentent une expression plus dispersée,
caractérisée par une positivité nucléaire réduite (34 %), au profit d’'un marquage
cytoplasmique (42 %) et membranaire (24 %). Cette distribution inverse pourrait refléter
soit une modification de la dynamique de transport intracellulaire de LMP1, soit une
altération fonctionnelle liée au degré de dédifférenciation tumorale, rendant les cellules
moins aptes a concentrer la protéine dans le noyau. La différence d’expression entre ces deux
types tumoraux est significative (p = 0,03), confirmant une relation directe entre le degré de
différenciation histologique et la localisation de LMP1.

Pour les formes moins fréquentes, telles que la gastrite atrophique avec métaplasie
intestinale ou le carcinome a cellules indépendantes, aucune variation statistiquement
significative n’a été observée (p > 0,05). Ces resultats pourraient refléter soit une stabilité
d’expression de LMP1 dans ces lésions, soit une limitation liée a la taille de I’échantillon,

ne permettant pas de conclure de maniere robuste.

En somme, ces observations soutiennent 1’idée que LMP1 pourrait constituer un
biomarqueur d’intérét, non seulement par sa présence dans les lésions gastriques
associées a EBV, mais surtout par sa localisation subcellulaire, qui semble étre étroitement

liee au type histologique et potentiellement au comportement tumoral.
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Ces résultats soulignent I’importance potentielle de LMP1 comme marqueur
histologique différentiel, mais également comme indicateur pronostique, notamment par sa
localisation nucléaire dans les formes bien différenciées, ou elle pourrait jouer un role actif
dans la tumorigenése. La corrélation observée entre I’intensité du marquage nucléaire et le
degré de différenciation tumorale invite a explorer plus en profondeur les mécanismes
moléculaires régulés par LMP1, en particulier dans le contexte des cancers gastriques

associés au virus Epstein-Barr.
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Figure 26 : Localisation cellulaire du marquage tissulaire par LMP1 en fonction du sexe.

Quelle que soit la localisation subcellulaire, la positivit¢ du marquage LMP1 est
globalement plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Toutefois, lorsqu’on compare
la distribution de LMP1 selon les compartiments cellulaires, une différence notable apparait
au niveau nucléaire : chez les femmes, la positivité nucléaire atteint 60 %, contre 40 % chez
les hommes, traduisant une accumulation plus marquée de la protéine virale dans le noyau
féminin. En revanche, la coloration cytoplasmique et membranaire reste globalement moins
intense dans les deux sexes, bien qu’elle conserve une signification statistique. Ces
observations confirment que LMP1 se localise préférentiellement dans le noyau, avec une
diminution progressive de son expression du noyau vers le cytoplasme, puis la membrane,

illustrant une hiérarchie subcellulaire dans sa distribution.
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3.2.3. Localisation anatomique des lésions et expression de LMP1

La Figure 27 illustre la répartition du marquage immunohistochimique de LMP1
selon les différents sites d’échantillonnage gastrique. Il apparait clairement que 1’antre
constitue la région la plus fréquemment impliquée, a la fois comme site de prélévement
pathologique et comme zone présentant une forte positivité au marquage nucléaire de
LMP1. Cette prédominance peut s’expliquer par plusieurs facteurs : d’une part, I’antre est une
région anatomique exposée a une stagnation acide prolongée, souvent siége de processus
inflammatoires chroniques, métaplasies ou transformations dysplasiques ; d’autre part, cette
zone est systématiquement ciblée lors des biopsies endoscopiques en raison de sa forte
implication dans les gastrites chroniques, qu’elles soient d’origine auto-immune, bactérienne

ou virale.

D'autres localisations gastriques ont également été échantillonnées dans notre série,
notamment le cardia (partie proximale en continuité avec 1'cesophage), le fundus (pdle
supérieur de I’estomac) et le corps gastrique (région centrale). Toutefois, ces zones
présentent une fréquence de marquage LMP1 moindre, tant en termes d’intensité que de
fréquence, par rapport a I’antre. Cette disparité topographique dans 1’expression de LMP1
pourrait refléter des différences biologiques régionales, telles que la densité cellulaire, le
microenvironnement inflammatoire, ou encore la permissivité locale a I’infection par le virus
Epstein-Barr. Elle pourrait également étre liée a la répartition inégale des types
histologiques, certains types de carcinomes gastriques ayant une préférence pour des régions
anatomiques spécifiques.

Ainsi, ’ensemble de ces données suggere que 1’expression tissulaire de LMP1 n’est
pas uniforme dans I’estomac, mais qu’elle suit une distribution spatiale corrélée a la
topographie des lésions tumorales. L’antre, en tant que région privilégiée pour le
développement de pathologies gastriques associées a I’EBV, se positionne comme un Site clé
pour le dépistage histologique et la compréhension des mécanismes viraux impliqués

dans la carcinogenese gastrique.
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Figure 27 : Marquage LMP1 en fonction du site d'échantillonnage.

3.2.4. Analyse des relations entre les variables cliniques, histopathologiques et virologiques

Afin d’évaluer les éventuelles associations entre les variables étudiées, un test
d’indépendance du chi carré a été réalisé en croisant quatre variables catégorielles : le sexe,
le site de prélevement, le type histologique de la pathologie, et le marquage de LMPL.
Les résultats sont présentés dans le Tableau X, ou les entrées situées au-dessus de la
diagonale indiquent les valeurs de la statistique ¥, et celles situées en dessous, les valeurs de
p correspondantes.

L’analyse révele que toutes les valeurs de p sont supérieures a 0,05, indiquant
I’absence de lien statistiquement significatif entre les variables croisées. Par exemple, la
relation entre le sexe et le site d’échantillonnage présente une statistique ¥> de 4,92 pour un
degreé de liberté de 3, avec une valeur p de 0,18, suggérant qu’il y a 18 % de probabilité que
ces deux variables soient indépendantes. De maniére similaire, aucune relation significative
n’est observée entre le type histologique et le marquage LMP1 (32 = 9,63 ; p = 0,47), ni
entre les autres paires de variables.

Ces résultats nous ameénent a conclure qu’au sein de notre série, les données ne
fournissent pas de preuve suffisante pour affirmer I’existence d’une interdépendance
significative entre les variables analysées. Néanmoins, 1’absence de signification statistique ne

permet pas d’écarter totalement 1’existence d’un lien. Il est possible que certaines
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associations réelles soient trop faibles pour étre detectées par le test du chi carré, ou que la
taille de I’échantillon soit insuffisante pour en révéler la portée. Ces résultats appellent donc
a la prudence dans D’interprétation, et soulignent I’intérét d’approfondir ces analyses sur
des cohortes élargies.

Tableau X : Relations entre les différentes variables étudiées

Sexe Site Pathologie Marquage LMP 1
d’échantillonnage
Sexe 4.92 (3) 6.11 (5) 1.68 (2)
Site 0.18 11.1 9.20 (6)
d’échantillonnage 7(15)
Pathologie 0.30 0.74 9.63 (10)
Marquage LMP1 0.43 1.16 0.47

3.2.5. Analyse de la variabilité de 1’age selon les pathologies et les sites anatomiques
L’analyse de la distribution de I’dge en fonction des différentes pathologies

gastriques a été effectuée a 1’aide d’une analyse de variance (ANOVA), dont les résultats
figurent dans le Tableau XI. Bien que des différences d’ages moyens soient observées entre
les groupes — allant de 62,67 ans pour le carcinome a cellules indépendantes a 72 ans pour
I’adénocarcinome colloide — la statistique F (F (5,25) = 1,57) ne permet pas de conclure a
une différence significative entre les groupes (p > 0,05). L’éta-carré (n* = 0,24) indique une
taille d’effet modérée, suggérant une certaine variabilité, mais insuffisante pour atteindre le

seuil de significativité dans notre échantillon.

En complément, une analyse de variance a un facteur a été menée pour explorer
I’éventuelle influence du site anatomique du prélévement sur I’age moyen des patients, les
résultats étant résumés dans le Tableau XII. La encore, bien qu’une légére variation soit
notée (dge moyen de 67 ans pour les prélevements antro-fundiques contre 63,8 ans pour ceux
situés au niveau de la muqueuse ceso-gastrique), la statistique F (F(3,27) = 0,08) reste non
significative, avec une valeur p de 0,20. La taille d’effet estimée par n? (0,009) indique une

différence minime, difficilement interprétable d’un point de vue clinique.
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Ces résultats suggerent donc que I’Age moyen des patients est globalement

comparable entre les différents types de pathologies et sites anatomiques, sans disparité

statistiquement significative. Toutefois, la variabilité observée, bien que faible, pourrait

devenir significative dans une cohorte plus large, et mérite d’étre explorée dans des études

ultérieures, en particulier pour évaluer son impact pronostique ou diagnostique potentiel.

Tableau XI : Résultat du test ANOVA

Pathologie M SD F(.25 nq?
Gastrite atrophique + métaplasie 71.67 2.08

intestinale

Adénocarcinome gastrique différencié 63.68 6.60

Tumeur endocrine de I'estomac 65.00 NA

Carcinome gastrique a cellules 62.67 2.94 157 024
indépendantes

Adénocarcinome colloidal de la 72.00 NA

mugqueuse

Carcinome indifférencié de I'estomac 69.00 NA

M : moyenne ; SD : écart-type ; F(df1,df2) : statistiques de Fisher avec les degrés de liberté ;

n2 : eta-carreé (taille de I'effet).

Tableau XI1 : résultat du test Fischer

Site du Antro- Antre

prélevement fundique

oeso-gastrique

Muqueuse

Tumoral F(3,27) v

M SD M

SD M

SD

M SD

Age 67.00 NA 64.83 6.69 65

NA

63.8 3.83 0.08 0.009

M : moyenne ; SD : écart-type ; F(df1,df2) : statistiques de Fisher avec les degreés de

liberté ; #2 : eta-carreé (taille de I'effet).
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3.2.6. Marquage de LMP1 en fonction de [’dge des patients
L’analyse de la relation entre I’age des patients et I’expression tissulaire de LMP1 n’a

pas mis en évidence de différence statistiguement significative. En effet, les résultats
présentés dans le Tableau X111 montrent que la moyenne d’age varie peu entre les différents
groupes définis par le statut du marquage : les patients sans marquage présentent un age
moyen de 63,71 ans, ceux avec un marquage nucléaire et cytoplasmique combiné (N+C) ont
une moyenne de 62,5 ans, tandis que ceux présentant exclusivement un marquage nucléaire

atteignent 65,55 ans.

La statistique de Fisher (F(2,28) = 0,54) accompagnée d’une valeur p de 0,59
indique que ces variations ne sont pas significatives au seuil de 5 %, et qu’aucune relation
robuste ne peut étre établie entre 1’age et le type de marquage. Par ailleurs, la valeur d’n?
(eta-carré) de 0,04 confirme une taille d’effet trés faible, suggérant que 1’dge exerce une

influence négligeable sur I’intensité ou la localisation subcellulaire du marquage de LMP1.

Ces résultats permettent donc de conclure que, dans notre série, I’Age des patients
n’apparait pas comme un facteur déterminant dans I’expression tissulaire de la protéine
virale LMP1. Toutefois, comme dans d’autres analyses, I’absence de significativité pourrait
aussi refléter une puissance statistique limitée, nécessitant une confirmation sur une

cohorte plus large pour affiner I’interprétation biologique de cette relation.

Tableau X111 : Marquage LMP1 en fonction de I'age

Négatif Positif (N+C) Positif (N)
LMP1 marking F(2,28) n?
M SD M SD M SD

Age 63.71 541 625 332 6555 6.68 054 0.04

M : moyenne ; SD : écart-type ; F(df1,df2) : Statistique de Fisher avec les degrés de liberté ;
n2 : eta-carre (taille de I'effet).
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4. Discussion des résultats

Le cancer gastrique (CG) et son association avec Helicobacter pylori : Une analyse
des données en Algérie et en Afrique

Le cancer gastrique (CG) est le cinquiéme cancer le plus diagnostiqué au niveau
mondial, avec plus d'un million de nouveaux cas par an, et la troisieme cause de déces lié au
cancer (Smyth et al., 2020). Les CG présentent un certain nombre de facteurs de risque, dont
les infections a Helicobacter pylori et a EBV, les facteurs genétiques et alimentaires, ainsi
que le tabagisme et la consommation d'alcool (Machlowska et al., 2020). Ces facteurs
d’origine infectieuse font partie des objectifs de notre travail, et compte tenu de nos résultats,

organisés en deux principales parties, ils seront également abordés dans la discussion.
Pathologies gastriques et association avec Helicobacter pylori

Plusieurs études ont été menées sur I'infection par Helicobacter pylori, en explorant
divers aspects tels que 1’épidémiologie, la distribution géographique, la phylogéographie,
I'oncogenese, la génétique, la résistance aux antibiotiques, et les populations vulnérables,
notamment en Afrique, Asie et Amérique du Sud ou les infections a H. pylori semblent
répandues. L’incapacité de certaines sociétés a éradiquer les infections a cette bactérie, bien
qu’elle soit traitable, peut étre particllement attribuée a un décalage entre les stratégies

individuelles et sociétales de prévention de sa propagation (Zullo et al., 2022).

Il est crucial de surmonter ce manque de connaissances sur I’histoire de ’infection a
H. pylori et les barrieres socio-économiques qui en découlent, d’autant plus que des
connaissances plus approfondies sur la microbiologie et la phylogéographie, ainsi que les
pratiques fondées sur des preuves, sont largement négligées dans de nombreuses régions.
Nombre d’auteurs soutiennent ’effet pathogénique de la bactérie, qui vit dans la paroi
gastrique, jouant ainsi un role central dans I’apparition de nombreuses pathologies gastriques,
notamment le CG (Agbor et al., 2018). En effet, I’infection par H. pylori est classée comme
le principal agent cancérogene du cancer gastrique (Chey, 2019). Cependant, cette affirmation
demeure parfois discutable, en particulier chez certains auteurs qui nuancent son réle (Kim et
Wang, 2021).

Concernant la localisation de I'infection, il semble que l'antre gastrique soit plus
fréeqguemment infecté par H. pylori, probablement en raison des spécificités physiologiques et
fonctionnelles de cette région de 1’estomac, notamment la production de gastrine régulant

I’acidité et le mucus gastrique (Malfertheiner et al., 2023 ; Chanda et Singh, 2024). Ces
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facteurs combines expliquent en partie la vulnérabilité de cette région. Les infections a H.
pylori sont généralement localisées dans le mucus humain dées les premiéres années de vie et
évoluent ensuite vers différents états pathologiques (Kienesberger, 2018). L’infection

survient généralement pendant I'enfance, souvent avant 1’age de 5 ans (George et al., 2020).

Une méta-analyse mondiale récente, portant sur 152 650 enfants, a montré une
prévalence globale de H. pylori de 32,3 % (Yuan et al., 2022). Les méthodes diagnostiques
ont varié, donnant des résultats allant de 28,6 % pour les tests sérologiques a 35,9 % pour le
test respiratoire a l'urée (UBT) ou le test de 1’antigéne des selles (SAT) (Yuan et al., 2022).
Une autre étude a montré que la prévalence de H. pylori variait considérablement selon les
régions : 23,6 % en Pologne, 56,0 % en Corée du Sud, 44,3 % en Ouganda, 72,4 % en Egypte,
28,7 % au Brésil et 59,7 % en Italie (Saito et al., 2021). Cette prévalence peut également
varier au sein d'un méme pays, comme le montre I'exemple du Japon, ou elle varie de 3,8 % a
9,5 % selon la préfecture (Saito et al., 2021). En Afrique, la prévalence de H. pylori chez les
enfants varie également, par exemple au Nigeria, elle est de 6,0 % au centre-nord et atteint 28
% au sud-ouest (FitzGerald et Smith, 2021).

Dans notre étude menée a Tizi Ouzou, les enfants et adolescents sont rarement
diagnostiqués, mais étant donné la forte présence du micro-organisme chez cette tranche
d’age, un dépistage précoce pourrait permettre une prévention efficace a 1’age adulte. Il est
intéressant de noter qu’une étude a révélé que la consommation fréquente de yaourt chez les
enfants de plus de 3 ans réduisait leur prévalence d'infection a H. pylori (OR : 0,8) par rapport
a ceux qui n’en consommaient pas (Ang et Ang, 2021). Par ailleurs, la consommation de
repas dans les établissements scolaires, plus de six fois par semaine, augmentait le risque
d’infection a H. pylori de 1,86 fois entre 13 et 18 ans (Chen et al., 2022), suggérant ainsi un
réle de la transmission alimentaire et soulignant la nécessité d'une meilleure hygiene

alimentaire.

Chez les populations gériatriques, les pays en développement continuent de faire face
a une prévalence élevéee de H. pylori, notamment chez les patients chinois ages, ou elle atteint
46,5 % (Huang et al., 2021). L’éradication de la bactérie chez ces patients pourrait réduire de
maniére significative le risque de développement d’un CG (Chiang et al., 2021). Dans notre
étude, la fréquence de l'infection dans la population gériatrique était bien plus faible,
atteignant seulement 10,57 % chez des patients souffrant de gastrite. Une étude plus

approfondie sur cette population pourrait aider a une meilleure gestion des risques.
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Influence de I'age et du genre

L'age semble étre un facteur important dans la progression de I’infection a H. pylori et
son évolution vers des pathologies précancéreuses. Les adultes plus &gés (plus de 65 ans) ont
un taux plus élevé de métaplasie intestinale persistante, avec un OR de 2,47 par rapport aux
patients plus jeunes (Aumpan et al., 2021). La progression de la métaplasie intestinale vers la
dysplasie est également plus rapide chez ces patients (Fujiwara et al., 2023), ce qui suggére
que l'infection persistante a H. pylori pourrait étre un facteur prédictif important de la
progression vers des lésions précancéreuses. Dans notre étude, 71,4 % des adultes étaient
positifs pour l'infection a H. pylori, et une forte corrélation a été trouvée entre la présence de

H. pylori et les Iésions précancéreuses (LPC) sur une période de quatre ans.

De plus, nos résultats ont révélé que les hommes étaient plus exposés a l'infection par
rapport aux femmes, ce qui est en accord avec d'autres études qui ont montré une prévalence
plus élevée de I’infection chez les hommes (Rahman et al., 2021). Une étude a également
révélé que les femmes avaient des connaissances significativement meilleures que les
hommes concernant I’infection a H. pylori et son role dans les ulceres gastriques (Malek et
al., 2021). En revanche, les hommes sont souvent plus exposés au tabagisme, un facteur bien
connu contribuant a la positivité de H. pylori (Sengngam et al., 2022). Une étude en Turquie
a confirmé qu'un taux plus élevé de tabagisme était un facteur prédictif indépendant de
I’infection par H. pylori (Sirkeci et al., 2022).

En conclusion, nos résultats confirment I'implication significative de H. pylori dans les
gastrites chroniques et son réle majeur dans le développement des Iésions précancéreuses.
Cependant, une tendance a l'augmentation des LPC chez les patients non infectés suggére la
présence d’autres facteurs contributifs non encore identifiés. Nous recommandons que des
études futures incluent des techniques diagnostiques supplémentaires, telles que
I’immunohistochimie (IHC), qui pourraient améliorer la détection de la bactérie et aider a

prédire la progression des lésions précancéreuses.
Corrélation entre I’expression de LMP1 et les types histologiques

L’¢évaluation de I’expression de LMP1 en fonction des différents types histologiques
de lésions gastriqgues met en évidence une corrélation significative entre la localisation
subcellulaire de la protéine et le phénotype tumoral. Les adénocarcinomes gastriques
differenciés, repreésentant 61 % de notre serie, montrent une nette prédominance du marquage

nucléaire de LMP1, observé dans 72 % des cas. Cette tendance, statistiquement significative
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(p = 0,02), renforce I’hypothese selon laquelle LMP1 pourrait intervenir dans la régulation
nucléaire des cellules tumorales bien différenciées, en favorisant leur transformation ou leur
progression (Mahfoudh et al., 2018; Achour et al., 2020).

A P’opposé, les carcinomes indifférenciés présentent une expression plus dispersée,
caractérisée par une positivité nucléaire réduite (34 %), au profit d’un marquage
cytoplasmique (42 %) et membranaire (24 %). Cette distribution inverse pourrait refléter soit
une modification de la dynamique de transport intracellulaire de LMP1, soit une altération
fonctionnelle liée au degré de dédifférenciation tumorale, rendant les cellules moins aptes a
concentrer la protéine dans le noyau. La différence d’expression entre ces deux types
tumoraux est significative (p = 0,03), confirmant une relation directe entre le degré de
différenciation histologique et la localisation de LMP1.

Pour les formes moins fréquentes, telles que la gastrite atrophique avec métaplasie
intestinale ou le carcinome a cellules indépendantes, aucune variation statistiguement
significative n’a été observée (p > 0,05). Ces résultats pourraient refléter soit une stabilité
d’expression de LMP1 dans ces 1ésions, soit une limitation liée a la taille de I’échantillon, ne

permettant pas de conclure de maniére robuste.

En somme, ces observations soutiennent 1’idée que LMPI1 pourrait constituer un
biomarqueur d’intérét, non seulement par sa présence dans les 1ésions gastriques associées a
EBV, mais surtout par sa localisation subcellulaire, qui semble étre étroitement liée au type
histologique et potentiellement au comportement tumoral. Ces résultats soulignent
I’importance potentielle de LMP1 comme marqueur histologique différentiel, mais également
comme indicateur pronostique, notamment par sa localisation nucléaire dans les formes bien
différenciées, ou elle pourrait jouer un réle actif dans la tumorigenese. La corrélation observée
entre l’intensité du marquage nucléaire et le degré de différenciation tumorale invite a
explorer plus en profondeur les mécanismes moléculaires régulés par LMP1, en particulier
dans le contexte des cancers gastriques associés au virus Epstein-Barr (EBV) (Achour et al.,
2020 ; El-Sayed et al., 2019).

Localisation cellulaire du marquage tissulaire par LMP1 en fonction du sexe

Quelle que soit la localisation subcellulaire, la positivité du marquage LMP1 est
globalement plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Toutefois, lorsqu’on compare
la distribution de LMP1 selon les compartiments cellulaires, une différence notable apparait

au niveau nucléaire : chez les femmes, la positivité nucléaire atteint 60 %, contre 40 % chez

82




les hommes, traduisant une accumulation plus marquée de la protéine virale dans le noyau
féminin. En revanche, la coloration cytoplasmique et membranaire reste globalement moins
intense dans les deux sexes, bien qu’elle conserve une signification statistique. Ces
observations confirment que LMP1 se localise préférentiellement dans le noyau, avec une
diminution progressive de son expression du noyau vers le cytoplasme, puis la membrane,
illustrant une hiérarchie subcellulaire dans sa distribution (Belhadi et al., 2021; Mahfoudh et
al., 2022).

Localisation anatomique des lésions et expression de LMP1

La Figure 27 illustre la répartition du marquage immunohistochimique de LMP1
selon les différents sites d’échantillonnage gastrique. Il apparait clairement que I’antre
constitue la région la plus fréqguemment impliquée, a la fois comme site de prélevement
pathologique et comme zone présentant une forte positivité au marquage nucléaire de LMP1.
Cette prédominance peut s’expliquer par plusieurs facteurs : d’une part, I’antre est une région
anatomique exposée a une stagnation acide prolongée, souvent siége de processus
inflammatoires chroniques, métaplasies ou transformations dysplasiques ; d’autre part, cette
zone est systématiquement ciblée lors des biopsies endoscopiques en raison de sa forte
implication dans les gastrites chroniques, qu’elles soient d’origine auto-immune, bactérienne

ou virale.

D'autres localisations gastriques ont également été échantillonnées dans notre série,
notamment le cardia (partie proximale en continuité¢ avec l'cesophage), le fundus (pole
supérieur de I’estomac) et le corps gastrique (région centrale). Toutefois, ces zones présentent
une fréquence de marquage LMP1 moindre, tant en termes d’intensité que de fréquence, par
rapport a I’antre. Cette disparité topographique dans 1’expression de LMP1 pourrait refléter
des différences biologiques régionales, telles que la densité cellulaire, le microenvironnement
inflammatoire, ou encore la permissivité locale a 1’infection par le virus Epstein-Barr. Elle
pourrait également étre liée a la répartition inégale des types histologiques, certains types de

carcinomes gastriques ayant une préference pour des régions anatomiques spécifiques.

Ainsi, ’ensemble de ces données suggere que 1’expression tissulaire de LMP1 n’est
pas uniforme dans I’estomac, mais qu’elle suit une distribution spatiale corrélée a la
topographie des lésions tumorales. L’antre, en tant que région privilégiée pour le
développement de pathologies gastriques associées a I’EBV, se positionne comme un site clé
pour le dépistage histologique et la compréhension des mécanismes viraux impliqués dans la

carcinogenese gastrique (Ouedraogo et al., 2017 ; Mokhtari et al., 2020).
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Analyse des relations entre les variables cliniques, histopathologiques et

virologiques

L’analyse révele que toutes les valeurs de p sont supérieures a 0,05, indiquant
I’absence de lien statistiquement significatif entre les variables croisées. Par exemple, la
relation entre le sexe et le site d’échantillonnage présente une statistique y*> de 4,92 pour un
degré de liberté de 3, avec une valeur p de 0,18, suggérant qu’il y a 18 % de probabilité que
ces deux variables soient indépendantes. De maniére similaire, aucune relation significative
n’est observée entre le type histologique et le marquage LMP1 (3*> = 9,63 ; p = 0,47), ni entre

les autres paires de variables.

Ces résultats nous aménent a conclure qu’au sein de notre série, les données ne
fournissent pas de preuve suffisante pour affirmer I’existence d’une interdépendance
significative entre les variables analysées. Néanmoins, 1’absence de signification statistique ne
permet pas d’écarter totalement 1’existence d’un lien. Il est possible que certaines associations
réelles soient trop faibles pour étre détectées par le test du chi carré, ou que la taille de

1’échantillon soit insuffisante pour en révéler la portée (Amara et al., 2019).

Les résultats de cette étude mettent en évidence des caractéristiques intéressantes de
I’expression de LMP1 dans le contexte du cancer gastrique associ¢ a EBV en Algérie et en
Afrique. La localisation subcellulaire de LMP1 semble fortement influencée par le type
histologique, avec une forte prédominance nucléaire dans les adénocarcinomes bien
différenciés, suggérant un role clé de cette protéine dans la progression tumorale. Par ailleurs,
I’analyse des données cliniques et histopathologiques, bien que non concluante a ce stade,
souléve des questions importantes concernant les influences environnementales et génétiques
sur la variabilit¢ de I’expression de LMPI1, un sujet qui mérite d’étre exploré davantage,
notamment dans des études avec des cohortes plus vastes (Roussi et al., 2021; Mokhtari et
al., 2020).
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5. Conclusion et perspectives

Quarante ans aprés la découverte de Helicobacter pylori, ce bacille continue de
susciter I'intérét des chercheurs en raison de son réle majeur dans la pathogénie des gastrites
chroniques et de son implication dans la progression vers le cancer gastrique. Des études
épidémiologiques ont démontré que les pays africains, dont I'Algérie, présentent une
prévalence élevée de cette infection bactérienne. Une étude menée a Sidi Bel Abbes, en
Algérie, a révélé une prévalence de 66,12 % de l'infection a H. pylori chez les patients
présentant des troubles digestifs, avec une prédominance chez les femmes et une

concentration élevée dans la région antrale de I'estomac.

Notre étude, centrée sur une population algérienne, a observé une forte prévalence de
H. pylori, particulierement chez les hommes adultes. Cependant, des Iésions précancéreuses
ont également été identifiées chez des individus non infectés par la bactérie, suggérant
I'implication d'autres facteurs étiopathogéniques, tels que le virus Epstein-Barr (EBV). La
présence de la protéine de latence virale LMP1 dans plusieurs tissus tumoraux, avec une
localisation subcellulaire préférentiellement nucléaire, constitue une donnée originale. Ce
marquage, inhabituel pour LMP1 dont la localisation classique est membranaire ou
cytoplasmique, pourrait suggérer une implication spécifique dans les processus de régulation

transcriptionnelle et épigénétique des cellules gastriques tumorales.

Cette distribution singuliere, couplée a la découverte initiale de I'EBV en Afrique
subsaharienne, donne une dimension géo-pathologique pertinente a nos résultats : le continent
africain, notamment I'Algérie, pourrait constituer un terrain privilégié pour I'étude des cancers

EBV-induits, avec des profils biologiques possiblement distincts des modéles occidentaux.
Au terme de cette étude, plusieurs pistes de réflexion s'ouvrent :
Sur le plan bactérien :

La forte prévalence de H. pylori chez les adultes algériens appelle a des campagnes de
dépistage systématique, notamment chez les sujets présentant des signes digestifs chroniques.
Toutefois, l'identification de lésions précancéreuses chez des patients H. pylori négatifs
souligne l'importance d'élargir le spectre des investigations a d'autres facteurs infectieux ou
environnementaux. Il devient également impératif d'investiguer les profils de résistance
bactérienne dans notre région, notamment face a la clarithromycine et au métronidazole,

souvent inefficaces dans les traitements de premiére ligne en  Algérie.

85




Sur le plan viral :

Le r6le oncogénique de I'EBV, bien établi dans le carcinome nasopharyngé ou les
lymphomes de Burkitt, semble également impliqué dans les cancers gastriques. La
surexpression de LMP1 dans notre série, notamment son marquage nucléaire, souléve la
possibilité d'une reprogrammation cellulaire virale spécifique a la muqueuse gastrique.
Cela justifie de futures études fonctionnelles visant a identifier les cibles transcriptionnelles
de LMP1 dans les cellules gastriques et leur lien avec les voies de signalisation cancereuses
(p53, NF-xB, Bcl-2...).

Sur les interactions microbiennes :

L'hypothése d'une co-infection H. pylori / EBV mérite d'étre investiguée plus en
profondeur. Si chacune de ces infections peut individuellement initier un processus tumoral,
leur synergie pourrait créer un microenvironnement hautement inflammatoire et instable,
favorisant I'accumulation d'altérations génétiques. Des études africaines récentes suggerent
que cette interaction pourrait moduler I'expression de genes clés de la réparation de I'ADN et

de la réponse immunitaire.
Sur le plan épidémiologique :

Des études longitudinales dans d'autres régions d'Algérie, y compris les zones rurales
et sahariennes, pourraient fournir des données comparatives utiles sur la prévalence et le
profil de l'infection a H. pylori et a EBV. Il serait également pertinent d'élargir les études aux
enfants et aux adolescents, pour mieux comprendre I'évolution précoce des lésions gastriques

et la dynamique de transmission familiale ou communautaire.
Sur le plan diagnostique et thérapeutique :

La mise en évidence d'un marquage immunohistochimique spécifique pour LMP1,
couplée a une classification histologique précise, pourrait aboutir a une stratification
personnalisée des patients. Ceux présentant un marquage nucléaire pourraient bénéficier de
protocoles de surveillance plus rapprochés ou de traitements innovants ciblant la réplication

virale ou I'expression de genes oncogéniques viraux.

L'intégration des approches histopathologiques, immunohistochimiques et
virologiques permet une vision plus compléte et plus fine des mécanismes pathogéniques

sous-jacents aux maladies gastriques. Cette étude souligne l'importance d'une approche
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multi-infectieuse et multi-disciplinaire, adaptée au contexte épidémiologique spécifique des

pays du Sud, et ouvre la voie a des axes de recherche translationnelle a fort potentiel.

Enrichie de données africaines, algériennes et internationales, cette recherche plaide
pour une prise en charge précoce, ciblée et fondée sur des biomarqueurs spécifiques, dans

une optique a la fois diagnostique, pronostique et thérapeutique.
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Annexes

Annexe | : Enquéte et récolte de données liees aux patients

Données démographiques et anthropométriques :

Poids (Kg) :...........

Avez-vous  remarquez une perte de poids sans  raison

OINIBIEIMBNL 2.ttt ettt e e e ettt e e e e e e e e ee et eeeeeeeee et aereeeeeeeeeaneeareeees

Données socioculturelles :

Consanguinité : Oui o Non O

Habitudes particuliéres :

Tabagisme : Oui o Non O
Alcoolisme : Oui o Non O
Habitudes alimentaires particuliéres :

Antécédents pathologiques et caracteres héréditaires :

Avez-vous déja souffert ou souffrez vous actuellement de :

e Ladlle (em) o
Indice de masse corporelle @...... ..o

particuliére
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Antécédents familiaux de carcinome gastrique, lymphome gastrique ou de tumeur
hématologique :

- Antécédents chirurgicaux :

Ablation d’organes :

- Diagnostic pose :

Localisation de la pathologie gastrique :

Traitement :

Chimiothérapie 0 Immunothérapie o Radiothérapie o Chirurgie O
AULTES Dot
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Annexe Il

: appareillages et réactifs

Appareillages

Photographie de I’appareil a enrobage

utilisé au laboratoire d”anatomo-
pathologie - CHU Nedir Mohamed Tizi-
Ouzou

Photographie du circulateur utilisé au
laboratoire d”anatomo-pathologie - CHU

Nedir Mohamed Tizi-Ouzou

Partie chaude
del'appareil
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Photographie du microtome utilisé au
laboratoire d’anatomo-pathologie - CHU
Nedir Mohamed Tizi-Ouzou

Photographie de la batterie de coloration
HE utilisée au laboratoire d’anatomo-
pathologie - CHU Nedir Mohamed Tizi-

Ouzou
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. Réactifs utilisés pour I’étude histologique :

- Solution de formol tamponné (formaldéhyde a 10 %) ;

- Solution alcoolique (méthanol) a différentes concentrations (50%, 70%, 96%,

100%) ;

- Solution de xyléne (solvant organique) ;

- Paraffine liquide ;

- Eaudistillée ;

- Hématoxyline de Harris ;

- Lithium carbonate ;

- Eosine;

- Giemsa en solution pour automate.
J Réactifs utilisés pour I’étude immunohistochimique :

Les réactifs nécessaires pour I’étude immunohistochimie sont inclus dans des kit Dako
ou Leica:

- Anticorps primaires : anti-Hp (Helicobacter pylori)

- Anticorps primaires : anti-LMP-1 (EBV) ;

- Anticorps secondaire biotinylé (streptavidine) ;

- Solution révélatrice ou fluorochrome 3,3’-diaminobenzidine (DAB) ;

- Solution de démasquage préchauffée a 97 °C ;

- Solution de PBS (Phosphate Buffered Saline) ;

- Solution de xyléne ;

- Solution alcoolique a différentes concentrations (70%, 90%, 100%) ;

- Hématoxyline de Mayer ;

- Eau oxygénée H20: ;

- Eau distillée.
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Pots ou tubes stériles ;

Cuves pour colorants ;

Colorants

Alcool

Bistouri ;

Encre de chine indélébile ;

Regle ;

Cassettes ;

Portoirs et chariots pour lames ;

Lames ordinaires et lamelles de verre ;
Lames silanisées (haute adhésion) ;

Moules en inox adaptés aux cassettes ;
Eukit pour montage des lames (Dako) ;
Crayon hydrophobe (Dako Pen) pour cercler les spots sur les lames ;
Crayon diamond pour numéroter les lames ;
Micropipette ;

Bande a gaze ;

Gants steriles ;

Bavettes.
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Annexe 111 : Répartition de la population selon les données démographiques

(Hm : homme, Fm : femme).

Effectif Hm Effectif Fm
Tranche 5416 2017 2018 2019 19! 2016 2017 2018 2019 ORI Totaldes
d’age Fm patients
10 0 ©0 ©0O ©0O ©0o 1 0o o o0 1 1
120 2 6 0 3 11 4 4 4 5 17 28
2030 8 19 16 18 61 16 18 18 14 66 127
31440 19 16 24 18 77 15 23 15 14 67 144
4150 18 17 18 19 72 27 23 13 17 80 152
51-60 13 22 10 6 51 19 19 17 16 71 122
61-70 11 23 8 12 54 26 17 16 14 73 127
71800 10 15 8 10 43 8 11 5 6 30 73
8.00 5 2 5 6 18 4 9 4 0 17 35
Totaux 86 120 89 92 387 120 124 92 8 422 809
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Annexe 1V : Détermination du statut Hp dans les sous-groupes d’dge chez les
femmes (Hp : Helicobacter pylori, Fm : femmes) et chez les hommes (Hp :
Helicobacter pylori, Hm : hommes)

- Chez les femmes

Helicobacter pylori + Helicobacter pylori -

Tranche ,n016 2017 2018 2019 1% 2016 2017 2018 2019 TOtal Total

d’age Hp + Hp- Fm

1-10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1

11-20 3 3 2 5 13 1 1 2 0 4 17

21-30 12 16 13 10 51 4 2 5 6 17 68

31-40 10 18 12 9 49 5 5 3 3 16 65

41-50 17 17 9 12 55 10 6 4 5 25 80

51-60 12 14 12 13 o1 7 5 5 3 20 71

61-70 22 10 14 10 56 4 7 2 4 17 73

71-80 4 6 5 4 19 4 5 0 2 11 30

81-90 3 7 4 0 14 1 2 0 0 3 17

Totaux 83 91 71 63 308 37 33 21 23 114 422
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- Chez les hommes

Helicobacter pylori + Helicobacter pylori -

Tranche ,n016 2017 2018 2019 '@ 2016 2017 2018 2019 TOtal Total

d’age Hp + Hp- Hm

1-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

11-20 1 6 0 3 10 1 3 0 0 4 14

21-30 7 14 12 11 44 1 5 4 6 16 60

31-40 14 13 22 15 64 5 13 2 3 23 87

41-50 13 11 14 15 53 5 6 4 5 20 73

51-60 10 11 6 2 29 3 6 4 4 17 46

61-70 10 13 6 12 41 1 3 2 0 6 47

71-80 7 14 7 9 37 3 0 1 2 5 42

81-90 2 2 5 6 15 3 0 0 0 3 18

Totaux 64 84 72 73 293 22 36 17 19 94 387
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Annexe V : Organisation des informations liées a [’étude histologique et
association de [’infection bactérienne H.pylori chez les patients

Datedu  Numéro Sexe Age Motifde  Localisation = Localisation Typeet Présence (+) | Pathologie Métaplasie Dysplasie
prélévement  du consultation dela de linfiltrat composition de ou absence | et aspects
patient pathologie = inflammatoire Pinfiltrat (-) de
inflammatoire | Helicobacter
pyiori

Type Composition (+) (-
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Annexe VI : Répartition des patients selon le site du prélevement et d’infection
pour les patients positifs a d’Helicobacter pylori dans les sous-groupes d’dge
chez les deux sexes (Hp : Helicobacter pylori, Hm : Hommes, Fm : femmes, A :

antral, F : fundique, AF : antro-fundique, C : cardia).

Site A F AF C
Année 2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019
39 29 24 31 13 16 9 8 31 46 37 20 0 0 1 4
Fm
Hp + 123 46 134 5
19 16 7 13 5 9 2 4 13 8 12 6 0 0 0 0
Fm
Hp - 55 20 39 0
32 29 21 27 9 13 12 15 21 42 36 31 2 0 3 0
Hm
Hp + 109 49 130 5
11 18 8 7 3 7 3 4 7 10 6 7 1 1 0 1
Hm
Hp - 44 17 30 3
Total 809
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Annexe VII : Evaluation des parameétres histologiques des gastrites

chroniques dans le systeme de Sydney (PNN polynucléaires neutrophiles)

Gradation des différents criteres de classification des gastrites dans le systeme de Sydney

Intensité Inflammation Activité Atrophie Métaplasie | H.pylori | Follicules
intestinale lymphoides
Légére Quelques cellules en | Quelques PNN | <30% de glandes | <30% de | Rares <2
surface. au niveau du | disparues 1’épithélium
(+) chorion
Modérée Infiltrat dense surtout | Foyers de | 30% a 70% de | 30% a 70% | Nombreux, 2a4
en surface PNN/ chorion | glandes de faciles a
(++) + épithélium | disparues I’épithélium | observer
Marquée Infiltrat dense diffus | Tres >70 % de | >70 % de | Trés >4
nombreux glandes I’épithélium | nombreux
(+++) PNN disparues

Le grading histologique semi-quantitatif des lésions de gastrites chronique selon le

systeme de Sydney montre que ces Iésions sont modérées dans plus de la moitié des cas
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Annexe VI : Répartition des patients selon la présence d’Hp et les lésions

préecancereuses
Annge Hm Fm  Hp+ Hp+ Hp+ Hp+ Hp- Hp- Hp- Hp-
(Hm) (Fm) LPC* LPC* (Hm) (Fm) LPC* LPC*
(Hm) (Fm) (Hm) (Fm)
2016 86 120 64 83 22 18 22 37 5 3
2017 120 124 84 91 18 20 36 33 7 6
2018 89 92 72 71 16 15 17 21 6 3
2019 92 86 73 63 13 16 19 23 8 4
387 422 293 308 9 69 94 114 26 16
Totaux gog 601 138 42
Lésions
Effectif Helicobacter Fréquence prec(aLnchr)euse Fréquence
total pylori (et effectifs) (et effectifs)
17,06 %
LPC + (138)
Hp + 74,29 % 57,23 %
(601) LPC - (463)
5,19 %
100 % LPC+ (42)
(809) Hp - 25,71 %
20,52%
(208)
LPC- (166)
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Annexe IX : Classification des néoplasies gastriques malignes

- Carcinomes :

Classification pTNM

T : tumeur primitive

N : Envahissement ganglionnaire M : Métastases a distance

Tx : renseignements insuffisants pour
classer la tumeur

TO : pas de signes de tumeur primitive

Tis: carcinome in situ (tumeur intra
épithéliale sans invasion de la lamina
propria de la muqueuse)

T1: prolifération localisée a Ia
mugueuse et/ou sous muqueuse

T2 : atteinte de la musculeuse et de la
sous séreuse

T3 : atteinte de la séreuse

T4 : infiltration  des  structures
adjacentes

Nx : renseignements insuffisants pour Mx : métastases a distance

classer les adénopathies MO : pas métastases

NO : pas d’atteinte ganglionnaire M1 : présence d’une métastase
N1 : atteinte de 1 a 6 ganglions
N2 : atteinte de 7 a 15 ganglions

N3 : atteinte de plus de 15 ganglions

Le « staging histologique » repose sur le degré d’extension du cancer gastrique :

Dans cette étude, la classification adoptée est celle de pTNM (pathological TNM) de
I’Union Internationale Contre le Cancer (UICC, 2017). Le principal parametre de cette
classification est le degré d’infiltration de la paroi gastrique par le carcinome.

- Lymphomes malins gastriques :
Selon ISAACSON et WRIGHT, la classification suivante est adaptée (2017) :
Lymphomes malins B (LMB) :

1. LMB type MALT (faible grade, haut grade, IPSID...)

2. LMB du manteau

3. LMB de Burkitt

4. Autres LMB de types ganglionnaires.
Lymphomes malins T (LMT)

1.

2. LMT avec éosinophilie

LMT intestinal associ¢ a I’entéropathie de sensibilité au Gluten

Types rares de lymphomes malins :

1. LM granulocytaire
2. Sarcome granulocytaire
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Original paper Gastric cancer (GC) is a serious public health issue due to its frequency and severity. It is, for both sexes, one
of the most common causes of cancer-related death and is a major contributor to the global burden of disease.
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gastric carcinoma and that EBV-associated gastric carcinoma (EBVaGC) represents about 10% of all cases.
Moreover, the LMP1 protein characterizing the malignant transformation of cells in several cancer models
seems to be very rarely expressed in this type of cancer. This study aimed to characterize EBVaGC in our
population by detecting LMP1 in gastric carcinomas in about 30 selected patients. The results showed that in
our population, nuclear staining predominates, showing that the antrum remains the most sampled site both for
these pathologies and for LMP1 positivity (nuclear staining). In general, the LMP1 marking was negative for
22.58%, positive with a nuclear predominance at 64.52%, nuclear and cytoplasmic at 12.90%, and no positive
marking for the cytoplasm. Results were not like the different studies on the expression of this oncogenic
protein without EBVsCG, probably finding an explanation in the fact that our country is among the endemic
regions for this herpes virus. In conclusion, the rate of LMP1 expression among gastric carcinomas does not
seem similar to that observed in other countries. This study characterizing EBVaGC in Tizi-Ouzou, Algeria,
reinforces the need for further studies to clarify the role of EBV (LMP1) and to explore its potential value as a
predictive biomarker for the development of this type of cancer pathology.
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Introduction

Stomach cancer is a common and aggressive malignan-
cy that has a poor five-year prognosis (1). It is the fourth
leading cause of cancer-related mortality globally, ac-
counting for nearly 800,000 deaths, or 7.7% of all cancer
deaths (2). Environmental and genetic variables, as well
as specific medical problems, all impact the development
of stomach cancer (3). These include salty diets, smok-
ing, and alcohol consumption (4-10). Notably, according
to a meta-analysis (11), lower levels of alcohol intake may
increase the risk of stomach cancer and chronic gastritis
(12). Age, gender, pernicious anemia, past stomach sur-
gery for benign diseases, and a family history of gastric
cancer are other important variables (13-19). Furthermore,
research is progressively linking the prevalence of Helico-
bacter pylori to stomach ulcers (Hp) with gastric cancer
risk (20-23).

The Epstein-Barr virus (EBV), another pathogen, has
received attention due to its link to stomach cancer. EBV,
also known as human herpesvirus 4, was isolated from hu-

man tumor cells for the first time in 1964 (25). It affects
more than 90% of the world's adult population, usually in
childhood or early adulthood (26). Although most EBV
infections are harmless, EBV is linked to around 1.5%
of all cancers worldwide. This virus has been related to
several lymphoid cancers, including Hodgkin lymphoma,
Burkitt's lymphoma, post-transplant lymphoproliferative
illness, and Natural Killer/T-cell lymphoma (27). Further-
more, EBV is linked to epithelial cancers such as nasopha-
ryngeal carcinomas and 10% of stomach cancers (30, 31).

The role of EBV in cancer is yet unclear. EBV is a 172-
kb double-stranded linear DNA virus that contains several
protein-coding and functional RNA genes (32, 33). It is
believed that more than 90% of the world's population
has it (34). In cells, EBV may cause two forms of infec-
tion: lytic and latent. Its genomic DNA is present in the
nucleus as an episome, chromatinized with histones, and
only a few latent genes are expressed (36, 37). Because it
expresses a narrow set of genes that may avoid the host
immune system, this latent infection allows the virus to
survive for long periods (38). The expression of dormant
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EBYV genes can affect the cell cycle, apoptosis, and im-
mune response, all of which contribute to tumor start and
progression. (39). Depending on the gene expression pro-
file, latency can be categorized into three types (I, II, and
III), suggesting that EBV can influence cell growth differ-
ently (40).

Latency membrane protein 1 (LMP1) is one of the
genes that is expressed during latency. Its expression has
traditionally been connected to latency types I and II,
which have been linked to nasopharyngeal cancer, Hodg-
kin's lymphoma, and post-transplant lymphoproliferative
diseases, respectively. Latency type I, in which LMP1 is
not expressed, is linked to Burkitt's lymphoma and gas-
tric cancer (40). This study focuses on LMP1, which is
infrequently expressed in GC, according to the literature.
LMP1 is detected by immunohistochemistry, a technique
often utilized during type I viral latency. This approach
not only identifies LMP1 but also offers information on
the location of immunological markers inside the cellular
compartments of individuals with gastric cancer (GC).

Materials and Methods

Population selection in the study

In the course of this research, we implemented specific
inclusion criteria to carefully choose patients with exclu-
sive stomach tumors and no prior history of nasopharyn-
geal tumors or any other malignant conditions associated
with EBV, such as Hodgkin's lymphoma, or non-Hodgkin's
lymphoma. Additionally, we excluded individuals with a
history of recent transplantation. Following these exclu-
sions, our study included a total of 31 biopsy samples. We
also gathered pertinent clinical information, including age,
gender, symptoms, and the reason for their initial medical
consultation.

Immunohistochemical detection of LMP-1 protein

We used immunohistochemistry with an anti-LMP-1
antibody to detect EBV on silanized slides. The procedure
comprised deparaffinization and heat treatment to restore
the epitope. The slides were treated with an H202 solution
to decrease endogenous peroxidase activity.

The main antibody, Mouse monoclonal [CS 1-4] anti-
EBV LMPI1, was applied at a 1:5 concentration and in-
cubated at room temperature for 40 minutes. Similarly,
the secondary antibody was anti-mouse and conjugated
to peroxidase. A substrate solution and the chromogenic
solution DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride)
were applied to the slides and incubated for 10 minutes to
reveal the development of the antibody-antigen complex.

Tissue samples were counterstained with Mayer's he-
matoxylin as part of the procedure. To facilitate slide in-
terpretation, we used sections of Hodgkin lymphoma as
positive human controls.

Statistical analysis

The statistical analysis was conducted using Excel to
create various figures and R software for both descriptive
and inferential statistics.

Results

Characteristics of the study population
As previously mentioned, we took care to select a sub-

population of individuals from a population of patients.
The purpose of this selection is to randomize our series,
based on the inclusion criteria mentioned above.

In this series, the cases were included, represented by
67.74 % male and 32.26 % female patients, with a mean
age of 64.74 +/- 6.05 (range 54-79 years). Figure 1 shows
the number of patients in each age group, divided by sex.

Gastric cancer is more prevalent in men than in wom-
en. This also showed that the majority of cancer patients
are over the age of 54.

Gastric pathologies

All gastric pathologies were classified according to
the WHO 2017, 8" edition. Several 31 biopsies have been
studied after clinical data and information, such as age,
sex, symptoms, or reason for the first consultation, were
recorded (Table 1).

Regarding tumor location in the stomach, the most
predominant sampling site is the antrum region, with
77.42% of patients. This is followed by the tumoral region
(16.13%), the intro-fundal region (3.32%), and the oeso-
gastric mucosa (3.23%) (Figure 2).

The most common pathology was differentiated gas-
tric adenocarcinoma (61%), followed by independent cell
gastric carcinoma (20%), atrophic gastritis with intestinal
metaplasia (10%), mucosal colloid adenocarcinoma (3%),
undifferentiated carcinoma of the stomach (3%), and en-
docrine tumor of the stomach (3%).

Differentiated gastric adenocarcinoma was the most
common kind of stomach cancer. The development of ab-
normal cells in the stomach lining distinguishes it. Other
than that, independent cell gastric cancer was unusual.
It was identified by the formation of abnormal cells that
were not well differentiated, i.e., they did not resemble
typical stomach cells. Atrophic gastritis with intestinal
metaplasia is a condition that causes the stomach lining
to thin and become inflamed. It increases the risk of ac-
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Figure 1. Age pyramid representation of the population studied. The
vertical numbers (50 to 80) are patients' ages by years. The side num-
bers represent the number of patients in each age group.

Table 1. Distribution of patients according to the associated gastric

pathology.
Associated Gastric pathology Rate %
Atrophic gastritis + Intestinal metaplasia 10
Differentiated gastric adenocarcinoma 61
Endocrine tumor of the stomach 3
Independent cell gastric carcinoma 20
Mucosal colloid adenocarcinoma 3

Undifferentiated carcinoma of the stomach
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Figure 2. Distribution of patients across sampling sites.

Figure 3. Detection of LMP1 by immunohistochemical labeling in
different tissues A: Immunohistochemical section from gastric normal
tissue; B: Immunohistochemical section from gastric carcinoma (no
staining for LMP1); C: Positive nuclear staining of LMP1 revealed
by immunohistochemical section from a well-differentiated gastric
adenocarcinoma; D: nuclear and cytoplasmic LMP1 labeling from a

well-differentiated gastric adenocarcinoma. Scale bar: 10 um in C.

quiring stomach cancer. Mucosal colloid adenocarcinoma
was distinguished by the formation of a thick, mucus-like
substance. Undifferentiated carcinoma of the stomach is a
more serious but uncommon kind of gastric cancer. It was
distinguished by the development of very aberrant cells
that did not resemble any regular stomach cells. Another
rare tumor was the endocrine tumor of the stomach, which
arose from the hormone-producing cells of the stomach.

Immunohistochemistry staining

According to the marking of LMP1 (Figure 3), the nu-
clear labeling predominated. This means that the majority
of patients in the study had nuclear labeling of their LMP1
(Figure 4).

Regardless of the cellular compartment, LMP1 positiv-
ity is more frequent in males than in females. The differ-
ence in LMP1 positivity between male and female cells is
most pronounced in the nucleus, where LMP1 positivity is
60% in female cells and 40% in male cells. The staining
of cells by LMP1 is less strong in the cytoplasm and mem-
brane, although it is still statistically significant.

LMP1 is present mostly in the nucleus, next in the cy-
toplasm, and finally in the membrane. The proportion of

LMP1-positive cells decreases as LMP1 moves from the
nucleus to the cytoplasm to the membrane.

Site sampling and cellular localization.

The antrum was the most sampled site for both these
pathologies and for LMP1 positivity (nuclear marking)
(Figure 5). Other common sampling sites for gastric cancer
include the cardia, the part of the stomach that is closest to
the esophagus, the fundus (the upper part of the stomach),
and the body, the middle part of the stomach.

Relationship between the different factors

Table 2 displayed the results of a Chi-squared test of
independence using four categorical variables: Gender,
Sampling Location, Pathology, and LMP1 Marking. The
entries above the diagonal reflect the Chi-squared statistic
for each variable pair, while those below the diagonal pro-
vide the related p-value for each test.

The sex and sampling site rows and columns show that
the y? statistic for testing the independence of these two
variables is 4.92, and the p-value is 0.18. This means that
there is an 18% chance of obtaining the two variables are
truly independent. If the p-value is less than 0.05, then
there is a statistically significant relationship between
the two variables. Since all of the p-values in Table 2 are
greater than 0.05, we conclude all the variable pairs are
independent.

The data in this case does not give significant evidence
that Sex, Sampling site, Pathology, and LMP1 marking
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Figure 4. Cellular localization of tissue labeling of LMP1 by gender.
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Figure 5. LMP1 marking according to the sampling site.
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are connected. It is crucial to remember, however, that a
negative result does not always imply that there is no link
between the variables. The sample size may have been in-
sufficient to find a significant impact, or the association
may be too weak to be identified by the Chi-squared test.

Me an age of patients in four different sampling sites in
gastric cancer

Table 3 shows the results of an analysis of variance
(ANOVA) test used to compare the mean age of patients
in four distinct sampling locations in a stomach cancer re-
search. The F statistic of 0.08 with 3 and 27 degrees of
freedom, which was not statistically significant at the 0.05
level (p = 0.97), indicated that the mean age of patients at
the four sample sites appeared to be the same. However,
the mean age difference between the four sample sites in
this study is minor but not statistically significant.

Table 4 shows a low, but not statistically significant,
difference in mean age between the stomach diseases stud-
ied in this investigation. With 5 and 25 degrees of free-
dom, the F-statistic of 1.57 does not approach statistical
significance at the 0.05 level (p = 0.20). As a result, the

average age of patients in all groups is comparable. The
eta-squared statistic of 0.24 indicates a tiny effect size,
indicating a slight but detectable difference in mean age
across groups. More research is needed to verify this dis-
covery and determine its therapeutic significance.

Gastric LMP1 marking according to age

Within this research, there was a minor and non-sig-
nificant change in mean LMP1 marking according to age.
The F-statistic, which is 0.54 with 2 and 28 degrees of
freedom, is not statistically significant at the 0.05 level (p
= 0.59). This implies that the average LMP1 marking in
the three age groups is approximately comparable. The
eta-squared score of 0.04 shows a very small effect size,
demonstrating very little difference in mean LMP1 mark-
ing across the three age groups (Table 5).

Discussion
Our study is the first comprehensive report to charac-

terize EBV-positive gastric pathologies in the North Afti-
can population. In general, our findings showed a higher

Table 2. Relationships between the different variables studied.

Sex Sampling site Pathology LMP1 marking
Sex 4.92 (3) 6.11 (5) 1.68 (2)
Sampling site 0.18 11.17(15) 9.20 (6)
Pathology 0.30 0.74 9.63 (10)
LMP1 marking 0.43 0.16 0.47

NB: The values above the diagonal represent the chi statistic y2(Degree of Freedom). The values

below the diagonal represent the level of significance.

Table 3. Patients mean age and the different sampling sites.

. . Antro-fundial Antrum Oeso-gastric mucosa Tumoral
Sampling site F3,27) 1’
M SD M SD M SD M SD
Age 67.00 NA 64.83  6.69 65 NA 63.8 3.83 0.08 0.009

M: Average; SD: Standard deviation; F(df1,df2): Fisher statistics with the degrees of freedom; n2: eta-square (The effect size).

Table 4. Gastric pathologies of the sample.

Pathology M SD F(5,25) n?
Atrophic gastritis + intestinal metaplasia 71.67 2.08
Differentiated gastric adenocarcinoma 63.68 6.60
Endocrine tumor of the stomach 65.00 NA 157 024
Independent cell gastric carcinoma 62.67 2.94
Mucosal colloid adenocarcinoma 72.00 NA
Undifferentiated carcinoma of the stomach 69.00 NA

M: Average; SD: Standard-deviation; F(df1,df2): Fisher statistics with the degrees of freedom; n2: eta-

square (The effect size).

Table 5. LMP1 marking according to age.

Negative

Positive (N+C)

Positive (N)

LMP1 marking M )

M SD M

F(2,28 2
D 2,28) 1

Age 63.71 5.41

62.5

3.32 65.55 6.68 0.54 0.04

M: Average; SD: Standard deviation; F(df1,df2): Fisher statistics with the degrees of freedom; n2: eta-square (The effect

size).
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prevalence of gastric cancer in elderly individuals, with
males accounting for 67.4% of the cases and an average
age of 64 years. These results are consistent with previous
research that also indicates a preference for gastric car-
cinoma in older male patients. However, it is important
to note that due to the size of our study, we cannot de-
finitively determine the prevalence of EBV-positive gas-
tric pathologies. Nonetheless, our results demonstrated an
overall positivity rate of 77.2%, involving nuclear, cyto-
plasmic, or both forms of marking, with a predominance
of nuclear marking. It is well-documented in the literature
that the prevalence of EBV-positive gastric cancers var-
ies across different geographical regions, ranging from 2%
to 20%. The predominance of nuclear localization of the
EBV protein LMP1 in our findings suggests a potential
interaction with other cellular elements, whether related
to cell transformation or not, which warrants further in-
vestigation.

Furthermore, the prevalence of EBV-positive gastric
malignancies does not follow a predictable trend and is
affected by total stomach cancer incidence. According to
studies, places with a low prevalence of stomach cancer
have a greater rate of EBV-positive cases, whereas areas
with a high incidence of gastric cancer have a lower rate
of EBV-positive cases. Sousa et al. (46) found in a com-
prehensive study that North America, which has a low fre-
quency of gastric cancer, has a relationship between EBV
and stomach cancer, accounting for 12.9% of cases. In
contrast, EBV-positive gastric cancers accounted for only
7.99% of all gastric cancer cases in locations with a high
risk of gastric cancer, such as Asia. These geographical
differences highlight the complicated interaction between
EBYV and the epidemiological variables determining stom-
ach cancer incidence.

Our data show that there is no statistically significant
relationship between LMP1 marking and the patients'
pathological state, sample collection site, or age. This
lack of association might be attributed to the high variety
across the numerous illnesses and the unique features of
each patient.

The location of the tumor would be useful for the char-
acterization of gastric cancer. We found that the antrum is
the most common location for the development of gastric
cancer. The fact that LMP1 positive is more frequent in
the antrum implies that EBV-LMP1 may have a role in
the development of gastric cancer. Nonetheless, further
studies are needed to validate this link and get a thorough
knowledge of LMP1's role in the development of this can-
cer. Of course, several variables contribute to this disease.
The antrum is a vital part of the stomach, located near the
pylorus, which serves as the valve that separates the stom-
ach from the small intestine. This area is also particularly
vulnerable to the corrosive effects of gastric acid and pep-
sin, digestive enzymes generated by the stomach. Acid and
pepsin exposure can cause stomach lining damage, which
can lead to inflammation and aberrant cell development,
potentially escalating to cancer. LMP1 is a protein located
on the surface of cancer cells that is thought to aid in cell
proliferation and dissemination. The presence of LMP1 in
the antrum implies that it may have a role in the develop-
ment of gastric cancer in this part of the body. The sam-
pling site is important since it helps determine the stage
of the malignancy and the best treatment method. For ex-
ample, if the tumor is still in its early stages, surgery may

be an option. If the disease has spread to other regions of
the body, surgery may not be feasible, and alternate thera-
pies such as chemotherapy or radiation therapy may be
prescribed.

Immunohistochemical staining revealed the presence
of LMP1 in tissues and pinpointed its location at the cel-
lular level, whether in the nucleus, cytoplasm, or both at
the same time. The decision to concentrate on detecting
this protein was driven by its low expression in stomach
diseases, particularly cancers, which supports a similar vi-
ral latency program.

Following the finding of multiple cases of nasopharyn-
geal carcinoma (NPC) linked to EBV, researchers began
to look at additional sites, including the stomach. The ca-
pacity of EBV to infect epithelial cells has serious conse-
quences, resulting in malignant transformation and the de-
velopment of NPCs, a subset of gastric adenocarcinomas,
and some salivary carcinomas. NPC is used as a model to
study the malignant transformation of epithelial cells in
EBV-related carcinomas at many locations (47-50).

Surprisingly, evidence reveals that in gastric adenocar-
cinoma, EBV may penetrate the gastric epithelium with-
out requiring a particular receptor (51). The most common
scenario for EBV infection of epithelial cells includes di-
rect cell-to-cell interaction with B cells (52). This might
imply that the presence of LMP1 in this histological kind
of gastric cancer is associated with the virus's capacity to
easily infiltrate the cells, increasing concerns about direct-
ly implicating EBV in this type of cancer. On the other
hand, other researchers hypothesized that stomach inflam-
mation would attract EBV-infected B cells to gastric epi-
thelial cells, thus increasing the risk of EBV infection (53).

Another research found that EBV does not integrate
into the host genome but persists as an episome in gastric
cancer cells (54). According to studies, stomach tissues
infected with EBV in epithelial cells contain 3000 times
more viral particles than infected B cells (55). To identify
infection in gastric epithelial cells, researchers established
a limit of 2000 EBV particles/10 cells, which was fulfilled
in both US and Honduran samples (55).

However, despite being uncommon, EBV infection can
be identified in a tiny proportion of non-neoplastic gastric
mucosa, often in a single cell or a few glands (54, 56). This
shows that EBV infection may occur before clonal prolif-
eration of EBV-infected cells, potentially leading to cancer
(57). Indeed, EBV infection has been found in high-grade
pre-invasive lesions such as severe dysplasia and naso-
pharyngeal carcinoma in situ, but not in low-grade illness
(58). Similar findings have been reported in EBV-positive
gastric cancer with accompanying EBV-negative normal
gastric mucosa, inflammatory mucosa, and premalignant
lesions (59).

Finally, hereditary factors may contribute to stomach
cancers. In the absence of EBV infection, deletions in 3p
and 9p have been found in low-grade dysplastic lesions
and normal nasopharyngeal epithelium of persons at high
risk of developing NPC. These deletions suggest that ge-
netic processes occur early in the pathophysiology of NPC
and may predispose individuals to EBV infection in the
future (60). As a result, when evaluating the probability
of gastric cancer development, it may be argued that EBV
requires a changed cellular environment.

Notably, Helicobacter pylori infection has been shown
to preferentially colonize the antrum (61,62), which cor-
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responds to our sample group, where the antrum was
the most often impacted location, with LMP1 positive at
64.62% (nuclear marking) and 12.90% (nuclear plus cyto-
plasmic). This increases the possibility of these two infec-
tious agents interacting. However, expanding the research
population would be more dependable in proving any ac-
tual collaboration between these widespread and poten-
tially carcinogenic bacteria.

EBYV has two life cycles: the lytic cycle and the latency
cycle. The former promotes viral particle formation and
spread, whereas the latter keeps the virus in the host for
a more extended period. EBV is largely found within the
host, where a group of oncogenic genes produces EBV-en-
coded oncoproteins that aid in stomach cell proliferation.
The EBV-LMP1 has received a lot of attention. Indeed,
LMP1 expression was seen in EBV-associated gastric can-
cer, suggesting that viral gene expression more closely ap-
proximated type I latency, as seen in Burkitt's lymphoma.
LMP2A was occasionally expressed at low levels. In more
recent EBV investigations, LMP1 gene expression was
found at extremely low levels in EBV-associated gastric
malignancies, along with LMP2 and other EBV latent
genes (63, 64). LMP1's capacity to activate various signal-
ing pathways indicates oncogenic characteristics both in
vitro and in vivo.

The discovery of LMP1 protein in gastric epithelial
cells in individuals with gastric cancer indicated that the
cellular reservoir for EBV maybe B lymphocytes invad-
ing the stomach's mucosal lymphoid tissue, allowing vi-
ral amplification (65-68). This EBV movement indicates
that the virus is switching between epithelial and B host
cells. LMP1 is important in cell transformation (69-71).
The mechanism requires the LMP1 amino terminus, trans-
membrane domains, and CTAR1, whereas CTAR2 is nec-
essary for the long-term proliferation of altered B cells
(72, 73).

Even though LMP1 is a well-known oncoprotein re-
quired for the effective transition of resting primary B cells
into autonomously proliferating lymphoblastoid lineages,
its expression in EBV gastric carcinomas is exceedingly
low and typically undetectable at the protein level. As a
result, despite infrequent instances of type 11, III, and lytic
infections (74-76), stomach malignancies are classed as
type I latency.

Furthermore, the role of LMP1 in epithelial cell transi-
tion in NPC is clear. It is crucial to note, however, that
EBYV alone is inadequate to begin carcinogenesis, which
normally entails the overexpression of oncogenes and a
plethora of faulty tumor suppressor genes. In NPC cells,
LMP1 increases the upregulation and phosphorylation
of surviving and p53, with p53 facilitating cell cycle ad-
vancement without causing apoptosis. These findings pro-
vide new directions for research into EBV-positive gastric
diseases (77,78).

In summary, there is strong evidence that EBV may
have a role in the development of gastric cancer via both
direct and indirect processes. These strategies involve in-
fecting epithelial cells and creating a latent program by
viral oncogene expression. Furthermore, EBV induces
persistent inflammatory responses, which result in tissue
damage due to increasing local viral loads.

Scientists are still fascinated by the Epstein-Barr virus.
It has been related to a variety of cancers, including stom-
ach cancer. Indeed, many researchers agree that LMP-1

plays a significant role in the regulation of cell prolifera-
tion and survival, particularly through the activation of
signaling pathways such as NF-B, and thus contributes to
oncogenesis as well as tumor cell resistance to conven-
tional treatments.

Our data show that EBV is found in a variety of distinct
gastric illnesses, meaning that the virus is more likely to
adhere to the fundamental biological and immunological
factors known to promote the creation and maintenance
of gastric tumors. Exploring the latency characteristics of
EBYV in the gastric epithelium, and the histological appear-
ance of CG associated with it, as well as providing further
molecular and clinical studies, could contribute to a better
understanding of its epidemiology, and consequently, help
improve the outlook for affected patients. Indeed, EBV
could serve as biomarkers for immunotherapy, dedicated
to this unique patient population.

EBYV has co-evolved with humans for millions of years,
and during this close association, the virus has adapted its
life cycle to its host, making EBV one of our most com-
mon "parasitic" viruses. Today, patients at high risk of
treatment failure are candidates for novel treatment regi-
mens, and EBV, a ubiquitous gamma herpes virus, may
represent a promising therapeutic target.
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