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RESUME

Résumé:

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) est associé a une variété de malignités humaines y compris le
cancer gastrique (CG). Il n’existe aucune étude sur ’association de I’EBV avec le CG en
Algérie qui est une région endémique pour le cancer du nasopharynx associ¢ a I’EBV. La
protéine de latence membranaire LMP-1 est considéré comme 1’oncogéne majeur pour ’EBV
cela par son pouvoir immortalisant et transformant de plusieurs types cellulaires, son
expression dans les CG associés a ’EBV (CGaEBV) est largement discutée. Ce travail a été
réalisé afin d'étudier la présence et la prévalence de ’EBV dans le CG provenant de patients
Algériens, et de rechercher 1’expression de LMP-1 dans les cas de CGaEBV et enfin de
rechercher des marqueurs sérologiques de diagnostic pour cette pathologie; 97 cas
sélectionnés de carcinomes gastriques, 6 cas de lésions précancéreuses présentant des
dysplasies et 10 cas de tissus non néoplasiques montrant des gastrites ont été examinés pour
rechercher une infection par ’EBV. La recherche des petits ARN codés par ’EBV (EBER-1
et EBER-2) a été effectuée sur tous les cas sélectionnes en utilisant des sondes PNA par
hybridation in situ en fluorescence (FISH). L'expression de LMP-1 a été évaluée dans les cas
de CG EBV positifs en utilisant deux techniques d’immuno-marquages,
I’immunofluorescence (IF) et I’immunohistochimie (IHC) et deux anticorps anti LMP-1
différents. Afin de confirmer les résultats nous avons procédé a la rechercher simultanée des
EBERs et LMP-1 sur 15 cas de CG. Pour cela un double marquage a IF pour LMP-1 et FISH
pour EBERSs a été appliqué sur des coupes de tissus tumoraux. D’autre part, la présence de
LMP-1 a été analysée dans les sérums de 20 patients atteints de CG par le test ELISA,
comparais a son expression dans 20 échantillons d’individus sains. Les résultats obtenus
montrent que 22 sur 97 cas de CG (22,7%) ont été EBV positifs par FISH, et 2 cas sur 6 de
dysplasies gastrique ont été positifs pour les EBERS ainsi tous les cas non néoplasiques ont
négatifs pour les EBERs. L’expression des EBERs a été nucléaire dans toutes les cellules
épithéliales malignes et absentes dans les cellules normales. Les cas de CGaEBV présentent
des caractéristiques clinico-pathologiques particulieres qui sont la prédominance chez les
patient d’age entre 45 et 60 ans et au faible degré de la différenciation tumorale. En outre, la
LMP-1 a été exprimée dans 8/22 cas de CG EBV-positifs. L'expression a été membranaire et
cytoplasmique, limitée aux cellules malignes et absente dans les tissus non néoplasiques. Le
double marquage pour LMP-1 et EBERs a déterminé une co-localisation des deux marqueurs
au niveau des cellules malignes gastriques. Le test ELISA a été positif pour LMP-1 dans 50%
des sérums provenant de patients souffrant de GC en Algérie, tandis que les serums
provenant de donneurs sains ont été négatifs. Nous avons montré une haute fréquence des
CGaEBV en Algérie égale a 22,7%, ces cas présentent des caractéristiques clinico-
pathologiques spécifiques. De plus, I'expression de LMP-1 indique que I’EBV est présent
dans les cellules infectées de fagon latente et que cette protéine peut avoir un réle important
dans la carcinogenése du CGaEBV. LMP-1 peut former un bon marqueur de diagnostic pour
ce type de tumeur.

Mots clés : Cancer gastrique, Epstein-Barr virus, EBERS, LMP-1.



Abstract:

Epstein-Barr virus (EBV) is associated with a variety of human malignancies, including
gastric carcinoma (GC). There has been no study about the presence and the prevalence of
Epstein-Barr virus in gastric carcinoma in Algeria an endemic area of nasopharyngeal
carcinoma associated to EBV. The present study was carried out to investigate the prevalence
of EBV associated GC (EBVaGC) among Algerian patients, to define EBV latency patterns
in GC and to find a new diagnostic marker for this malignancy. 97 cases selected of gastric
carcinomas, 6 cases of precancerous lesions showing dysplasia and 10 cases of non-
neoplastic tissues showing gastritis were examined for EBV infection using fluorescence in
situ hybridization assay to detect EBV-encoded small RNAs (EBER-1 and EBER-2). The
expression of LMP-1 was evaluated in EBV positive cases with specific monoclonal
antibodies using immunofluorescence and immunohistochemistry techniques. Combined
immunofluorescence and fluorescence in situ hybridization was carried out in 15 gastric
carcinoma cases to confirm the presence of EBERs and LMP-1 simultaneously. Furthermore,
LMP-1 was analyzed in the sera of 20 patients with GC by ELISA compared to its expression
in 20 samples of healthy individuals. We have shown that 22 out of 97 cases (22.7%)
expressed EBV. EBERs were present within the malignant epithelial cells and in
precancerous lesions, but in none of non-neoplastic cases, we also found that EBVaGC
associated with age of patients, and with tumor differentiation. In addition, LMP-1 was
expressed in 8 of 22 EBV-positive simples. The expression was membranous/cytoplasmic,
restricted to the malignant cells and absent in non-neoplastic tissues. Combined
immunofluorescence and fluorescence in situ hybridization determined a colocalisation of
EBERs and LMP-1 in gastric carcinoma cells. Moreover, LMP-1 ELISA was positive in 50%
of sera derived from patients with GC from Algeria, whereas, sera from healthy donors were
negative. We conclude that the prevalence of EBVaGC is 22.7 % in Algeria with specific
clinicopathologic features, the high rate of EBV in gastric carcinoma suggests that EBV plays
an important role in tumorigenesis and the infection can precedes transformation. Moreover,
LMP-1 expression indicates that EBV is present in latently infected cells, this protein can be
necessary in the carcinogenesis of EBVaGC and it will be a good diagnostic marker for this
type of tumor.

Key words:
Epstein-Barr virus, gastric carcinoma, EBERs, LMP-1.
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INTRODUCTION GENERALE

Le virus d'Epstein-Barr (EBV), premiére cause de tumeurs humaines d’origine virale, a été
découvert il y a plus de 50 ans. Ce virus est considéré comme un agent pathogene oncogéne
de classe 1 par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Il infecte la grande majorité de la
population mondiale, et établit des infections latentes & vie. L’EBV a €té étroitement lié au
développement d’une large gamme de tumeurs malignes humaines d’origines lymphoide et
épithéliale, telles que le lymphome de Burkitt, la maladie de Hodgkin, le cancer du
nasopharynx (NPC) et le cancer de 1’estomac.

La présence de I’EBV dans le cancer gastrique (CQG) a été détectée pour la premicre fois
par Burke et al. (1990), dans une forme rare appelée carcinome indifférencié a stroma
lymphoide, identique au NPC. Plus tard, il a été montré que tous les autres types histologiques
pouvaient étre associés a I’EBV (Shibata et Weiss., 1992). Cette association est basée d’une
part sur la présence de produits viraux clonaux dans les cellules tumorales gastriques, et
d’autre part sur des taux d’anticorps anti-EBV élevés dans les serums pré-diagnostiques. La
détection, par hybridation in situ (ISH), de petits ARNs encodés par ’EBV (EBER-1 et
EBER-2), est devenue le test de référence pour le dépistage de ’EBV dans les CG, et ce en
raison de leur forte abondance dans toutes les cellules tumorales (10" molécules/cellule), et de
leur absence dans les cellules normales (Gulley, 2001).

La fréquence des CG infectés par ’EBV varie de 2 a 20%, avec une moyenne de 10%, ce
qui en fait forme le plus large groupe de tumeur associée a I’EBV répartie dans le monde. Son
incidence est caractérisée par une importante disparité geographique; elle est élevée dans
certains pays occidentaux comme 1’Allemagne et les Etats-Unis, alors qu’elle est plus faible
dans la plupart des pays européens, en Amérique du Sud et en Asie (Shinozaki-Ushiku et al.,
2015(a)). De plus, les CG associés a ’EBV (CGaEBV) présentent des caractéristiques clinico-
pathologiques, épigénétiques et moléculaires distinctes ; la nouvelle classification effectuée
par le (Cancer Genome Atlas Research Network (2014) les classe comme 1’un des quatre
sous-types moléculaires du CG.

Presque exactement vingt ans aprés la découverte de I’EBV, la protéine LMP-1 (latent
membrane protein-1) est entrée dans la gamme des protéines de latence de I’EBV, et peu de

temps apres, elle a été reconnu comme le premier produit génique transformant du virus.



LMP1 est exprimé dans la plupart des maladies lymphoprolifératives associées a I'EBV et
des tumeurs malignes, et elle contribue de maniere critique a la pathogenese et aux
phénotypes de la maladie (Kieser et Sterz,. 2015). Cependant, son expression dans le CG est
contestée, certaines études suggérant qu’elle n'est que peu ou pas exprimée dans ce type de
cancer, et que son role n’est pas important dans la carcinogénése gastrique, alors que d’autres
supportent sa présence et son réle dans la transformation tumorale des cellules épithéliales
gastriques (Ribeiro et al., 2017).

Le cancer de I’estomac demeure un probléme de santé publique majeur malgré la baisse
du taux d’incidence mondial. Prés d’un million de nouveaux cas sont recensés chaque année
dans le monde, ce qui en fait la cinquieme malignité la plus fréquente, et la troisieme cause de
déces par cancer (Ferlay et al., 2015). L’ Algérie est une région a risque intermédiaire pour le
CG, avec 1430 nouveaux cas chaque année ; en termes de fréquence, le CG est en cinquieme
position chez I’homme et en neuvieme position chez la femme. D’autre part, 1’ Algérie est une
région endémique pour les pathologies liées a I’EBV, principalement dans le contexte du
NPC. Cependant, il n’existe aucune étude concernant I’infection par I’EBV dans le CG dans
cette région.

La premiére partie de ce travail de thése porte sur la détection de ’EBV chez des patients
algériens a différents stades de la carcinogénése gastrique. Chaque prélevement effectué a
subit au préalable une analyse anatomo-pathologique qui a permis de confirmer le type
histologique de la tumeur, le stade et le grade de la malignité. Le dépistage de ’EBV est ici
basé sur la détection de I’expression de ’EBER-1 et EBER-2 par hybridation in situ en
fluorescence (FISH) sur des coupes tissulaires fixées au formol et enrobées en paraffine. Cette
étude détermine la fréquence des cas de cancers gastriques infectés par I’EBV en Algérie ainsi
que les caractéristiques clinico-pathologiques de cette cohorte. Des prélevements a partir de
Iésions précancéreuses et d’autres présentant une simple inflammation de I’estomac ont servis
de contrdle. Le dépistage de I’EBV sur ces prélévements a été réalisé également afin d’essayer
de comprendre la physiologie de I’infection de 1’épithélium gastrique par ’EBV.

Nous avons aussi appliqué la technique d’hybridation in situ chromogénique (CISH) pour
la détection des EBERSs. Le test a été effectué sur des échantillons EBV positifs par la FISH,
son intérét est de confirmer les résultats de la FISH et ainsi la sensibilité et la spécificité des
deux techniques a dépister I’EBV dans le cancer gastrique.

La deuxiéeme partie de ce travail de thése est consacrée a la recherche de marqueurs
moléculaires pour le CGaEBYV. Pour se faire, nous avons ciblé la protéine LMP-1, 1’oncogene
majeur de ’EBV. 1l s’agit ici d’une part de détecter LMP-1 dans le CG, et d’autre part
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d’analyser le role de cette protéine dans le développement des CGaEBYV. La recherche de
I’expression de LMP-1 est effectuée sur les sections tissulaires EBV positives par ’utilisation
de deux techniques immunologiques. La détection simultanée des ARN viraux et du produit
de génes viraux est le meilleur moyen pour confirmer la présence d’une infection par I’EBV.
Ainsi, nous avons procedé a la recherche simultanée des EBERS et de LMP-1 sur des coupes
tissulaires par un double marquage, FISH et immunofluorescence (IF).

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons analysé la secrétion de LMP-1 dans les
sérums de patients atteints de CG par le test ELISA, comparés aux prélévements d’individus
sains. Ainsi, nous avons montré que la présence de LMP-1 dans le sang des patients pouvait
servir de marqueur sérologique fiable et spécifique pour le diagnostic du CGaEBV dans les

populations a risque élevé.
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Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

1.1. Généralité sur le virus d’Epstein-Barr
1.1.1. Historique

Les connaissances actuelles reliant I'infection a certains agents biologiques et la
carcinogenese chez I'homme est le résultat d'une longue et laborieuse mais passionnante
succession de découvertes scientifiques, qui a débuté il y a plus d'un siécle. Ces importantes
étapes historiques ont été entierement retracées par le Dr Harald zur Hausen dans son récent
livre « Infections Causing Human Cancer., 2006) dont cette partie qui a extraie quelques faits
saillants sur I’historique du virus d’Epstein-Barr.

En 1958, un chirurgien britannique, Dennis Burkitt, a décrit un lymphome spécifique de
I'enfance en Afrique équatoriale n'ayant lieu que dans des régions géographiques spécifiques:
il fut par la suite appelé lymphome de Burkitt (Burkitt.,, 1958). Parce que ces régions
coincident avec les zones de paludisme endémique, Burkitt spécula que cette tumeur devrait
avoir une étiologie infectieuse, probablement véhiculée par un arthropode, éventuellement
par un moustique (Burkitt, 1962).

Burkitt exposa ses résultats au « Middlesex Hospital » de Londres, et attira la curiosité
d’Anthony Epstein, Burt Achong et Yvonne Barr, qui décidérent de rechercher la présence
d’un agent infecticux au sein de ces cellules tumorales. lls réussirent a mettre en culture les
cellules provenant des tumeurs de Burkitt et en dériverent des lignées permanentes de
lymphocytes B se multipliant indéfiniment in vitro. Apres observation d ces lignées par
microscopie électronique, Epstein et Barr y découvrirent un nouveau virus ayant la
morphologie des herpes virus.

En mars 1964, la revue médicale Lancet publia les résultats de la recherche pionniere de
ces trois scientifiques, relatant la découverte du premier virus humain responsable d’un
cancer. Ce virus a par la suite porté le nom de deux de ces chercheurs, et est devenu le virus
d'Epstein-Barr (EBV) (Epstein et al., 1964).

En 1966 et grace au développement de I'immunofluorescence, Gertrude Henle et son
équipe observéerent des titres d'anticorps hautement élevés contre les antigenes de I'EBV chez
des patients atteints de lymphome de Burkitt (Henle et Henle, 1966). En 1968, le groupe de
Henle mirent au point un test sérologique qui déemontra que la majorité de la population
adulte posséde des anticorps contre ce virus. Par la suite, I’observation d’une technicienne du
laboratoire séropositif et présentant une mononucléose infectieuse (MNI) leur suggéra que
I’EBV ¢était 1’agent causal de la MNI (Henle et al., 1968).

Les premiers signes d'un potentiel oncogene de I'EBV fur détecter aprés 1’obtention d’une

lignées lymphoblastoides provenant d’une co-culture du sang du cordon ombilical avec des
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cellules du lymphome de Burkitt (Henle et al., 1967). Ces résultats fur confirmer apres la
découverte de I'ADN virale persistant dans des cellules de lymphome de Burkitt (zur Hausen
et Schulte-Holthausen, 1970), ainsi que dans des biopsies du NPC (zur Hausen et al. 1970 ;
Wolf et al., 1973). L'induction de lymphome aprés inoculation de I'EBV chez des
marmousets (Shope et al., 1973) ou des singes hiboux (Epstein et al., 1973) confortérent
I’hypothése de ’EBV comme un agent oncogeéne.

Dans les années 1980 et 1990, plusieurs études démontrérent que ce virus est associé a
d’autres pathologies malignes telles que la maladie de Hodgkin, les lymphomes a cellules
T/INK et les lymphomes développés chez des individus immunodéprimés ou transplantés et
d’autres tumeurs épithéliales telles que le cancer gastrique. Toutes ces tumeurs sont
caractérisées par la présence de multiples copies extra-chromosomiques du génome circulaire
viral. Lors de cette période, toutes les protéines de latence virale ont été mises en évidence,

ces protéines contribuent au caractere oncogene de ce virus (Rickinson and Kieff., 2001).

1.1.2. Classification du virus d’Epstein-Barr

L’EBV fait partie d’une trés grande famille composée de plus de 120 virus connus, au
spectre d’hote relativement large (mammiferes, oiseaux, amphibiens, reptiles, poissons).

Cette grande diversité est une conséquence du systeme de classification, basé sur les
ressemblances structurelles des virions : structure icosaédrique de la capside, ADN linéaire
double brin, présence d'une enveloppe glycoprotéique. En plus de ces caractéristiques
structurelles, tous les herpés virus partagent quelques propriétés biologiques importantes,
dont la plus remarquable est la capacité d’établir une infection dite latente. En effet, apres la
primo infection, les virions persistent tout au long de la vie, dans les cellules « réservoirs » de
I’hote. Cette propriété est a la source étymologique du terme herpes, dérivé du grec
« herpein », qui signifie « accroché de fagcon permanente ». Cette latence est fréquemment
entrecoupée par des périodes de réactivation (entrées dans le cycle lytique), qui permettent la
production de nouvelles particules virales (Farell, 2015).

Les virus de I’herpés forment I’ordre des Herpesvirales. Les herpes virus strictement
humains sont au nombre de huit, classés dans la famille des Herpesviridae, et répartis en trois
sous-familles, Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae (Figure 1.1)
Cette classification est effectuée selon le tropisme cellulaire, la structure du génome, et la
séquence nucléotidique. L’EBV appartient a la sous-famille des Gammaherpesevirinae, et au

genre Lymphocryptovirus.
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La sous-famille Alphaherpesvirinae comprend les virus Herpés simplex de types 1 et 2
(HSV1, HSV2) et le virus de la varicelle et du zona (VZV). Ces virus sont regroupés en
raison de la variété des cellules qu’ils peuvent infecter, leur rapidité de propagation en culture
cellulaire, leur efficacité a détruire les cellules qu’ils infectent (cycle lytique), et leur capacité
a établir une latence, principalement dans les ganglions sensitifs (Roizman et Whitley, 2001).

La sous-famille Betaherpesvirinae regroupe les cytomégalovirus (CMV) et les herpés
virus humains 6 et 7 (HHV6, HHV7). lls sont caractérisés par le nombre restreint de cellules
qu’ils peuvent infecter. Leur cycle réplicatif est plus long, et ils se propagent plus lentement
en culture cellulaire. Ces virus, et particulierement le CMV, entrainent typiquement un
élargissement des cellules infectées (cytomégalie). Les sites de latence de ces virus sont les
glandes salivaires, les cellules lymphoréticulaires, les cellules rénales, et d’autres tissus.

La sous-famille Gammaherpesvirinae comprend I’EBV et I’herpés virus humain 8
(Herpés virus associé au syndrome de Kaposi) (HHV8). lls se distinguent par leur capacité a
se repliquer in vitro dans les cellules lymphoblastiques, et certains peuvent causer une
infection lytique dans les cellules de types épithélial et fibroblastique. Les virus de cette sous-
famille infectent préférentiellement les lymphocytes B, et les sites de latence semblent se

situer majoritairement dans les tissus lymphoides (Roizman et Whitley, 2001).

Gammaherpesviruses

EBV HSV-1 Simplexvirus

/ HSV-2

Alphaherpesviruses

[Lymphocryptovnrus ’

HHV-7
HHV-6

CMV (Cytomegalovirus w

Betaherpesviruses

Figure 1.1 : Taxonomie des Herpesviridae, L’EBV appartient a la sous-famille des

Gammabherpesevirinae, et au genre Lymphocryptovirus. D’aprées (Arvin et al., 2007)
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1.1.3. Structure du virion

L’EBV possede la structure commune a tous les herpés virus : il est composé d’une
molécule d’ADN double brin linéaire enroulée autour de structures protéiques fibrillaires,
appelées «core» (Young et Murray, 2003). Cet ADN est contenu dans une capside
icosaédrique protéique mesurant de 100 a 110 nm de diametre, et comprenant 162
capsomeres. La capside est protégée par un complexe membranaire formé d’une couche
fibreuse de phosphoprotéines, appelée le tégument, recouverte d’une enveloppe dérivant de la
membrane cellulaire. Celle-ci contient plusieurs glycoprotéines (gp) de surface, nécessaires a
I’infection (Figure 1.2). Le génome de ’EBV est maintenant censé coder des génes pour 13
glycoprotéines, dont 12 sont exprimés uniquement pendant le cycle de réplication lytique

productif et dont I'un peut étre exprimé pendant la latence aussi (Hutt-Fletcher., 2015).

Enveloppe

Capside
Nucléocapside
Tégument
ADN génomique
Enveloppe

ADN Glycoprotéines

membranaires

Figure 1.2 : Structure du virion d’EBV. A) photos par microscopie ¢lectronique. B) schéma
représentatif (Thompson et Kurzrock., 2004).

1.1.4. Structure et organisation du génome viral

Le génome de ’EBV a été enticrement séquencé en 1984 a partir de la souche de
référence B95-8 (lymphocytes B de marmousets infectés par I’EBV provenant de patients
atteints de mononucléose infectieuse) (Baer et al., 1984). Le génome de I’EBV est constitué
d’un double brin d’ADN long de plus de 172 000 paires de bases (pb), codant pour environ
100 proteéines virales (Davison., 2007). Le génome comporte (Figure 1.3A) :

- Une série de séquences terminales répétées (TR ou Terminal Repeat) : plusieurs copies
inversees (répétées 1 a 5 fois) d’une séquence de 500 pb a chaque extrémité du génome, qui
rendent possible la circularisation de I’ADN sous forme d’épisome ;

- Quatre séquences de répétitions internes (IR ou Internal Repeat) d’environ 3 kb (IR1 a
IR4), divisant le génome en deux regions uniques : une région courte (US) comprenant la

région U1 et une région longue (UL) comprenant les régions U2, U3, U4 et U5 ;
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Figure 1.3 : Schéma représentatif de 1’organisation du génome de I’EBV A) Organisation
des genes latents dans 1’épisome de I’EBV. (OriP) représente 1’origine de la réplication de
I’épisome. Les régions codantes des protéines de latences (EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C EBNA-
LP et LMP-1, 2A, 2B) sont représentées par les fleches verts et leurs direction représentent la
direction de la transcription. Les EBER-1, 2 sont représentes par les petites fléeches bleues.
La fleche verte, a I’extérieure, représente les transcriptions de la latence III. La fleche rouge,
plus courte, a I’intérieure, représente la transcription de EBNA-1 a partir du promoteur Qp
pendant la latence | et Il. B) la carte de restriction BamH1ldu génome linéaire et
I’organisation du cadre de lecture ouvert des protéines de latence d’EBV (Young et
Rickinson., 2004).
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- Deux séquences identiques de 1 kb, localisées a deux endroits différents du génome

viral, I’une au contact d’IR2 (séquence DL) et 1’autre au contact d’IR4 (séquence DR). Elles
contiennent respectivement les origines de réplication lytique (oriLyt) et latente (oriP).
Lors de I’infection de la cellule héte, le génome de I’EBV se circularise grace aux séquences
terminales TR par un mécanisme encore inconnu (Figure 1.3B). L’ADN viral forme alors un
épisome ou CCC (Covalentely Closed Circle), qui lui permet de se lier étroitement a la
chromatine cellulaire ; sous cette forme, I’EBV peut se maintenir dans la cellule héte sans
s’intégrer au génome de celle-Ci.

Une centaine de cadres de lecture ouverts ou ORF (Open Reading Frame) ont été
identifiés suite a I’analyse de la séquence génomique de la souche de référence B95-8. Ils
sont désignés en fonction de la nomenclature des fragments obtenus aprés digestion par
I’enzyme de restriction BamH1. Ces fragments, au nombre de 26, ont été classés de A a Z et
de a a h en fonction de leur taille décroissante (Ooka, 1985). Les séquences analysées sont
ainsi répertoriées selon le fragment de restriction BamH21 auquel elles appartiennent, le sens
de transcription (L pour Leftward, vers la gauche et R pour Rightward, vers la droite) et enfin
leur ordre dans le sens de transcription de ce fragment. Par exemple, le gene BARF1 (BamH1
A Right Frame 1) correspond au premier cadre de lecture situé dans le fragment BamH1 A et

est transcrit de gauche a droite (Ooka, 1985).

1.1.5. Polymorphisme du virus Epstein-Barr

Le séquencage des génomes viraux de plusieurs souches d’EBV montre qu’il existe
plusieurs variations génétiques au sein des régions uniques. Ces variations ont permis de
classer les souches virales en deux types, type A et type B, ou EBV 1 et EBV 2 (Miller et
Lipman, 1973 ; Pizzo et al., 1978). Ce polymorphisme réside dans des variations de
séguences au niveau des géenes de latence encodant la famille EBNA (EBV Nuclear Antigens)
qui regroupe : EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B et EBNA-3C, la divergence en acides aminés
entre les deux isolats pour ces protéines est respectivement de 47 %, 16 %, 20 % et 28 %
(Sample et al., 1986).

La repartition géographique des isolats A et B dans la population mondiale n’est pas
homogeéne. Le type A est majoritairement prévalant en Occident (80 a 95 % de la population
mondiale, notamment en Europe et en Ameérique), alors que le type B est plus frequent en
Afrique équatoriale et en Nouvelle Guinée (jusqu’a 24 % dans les zones ou le lymphome de

Burkitt est endémique, comme le Kenya).
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Au niveau fonctionnel, il existe des différences biologiques entre les deux types viraux.
En effet, les souches de types A possedent un pouvoir transformant plus important. La
croissance des lignées lymphoblastoides établies in vitro a partir de souches de type B semble
plus lente comparativement a celles des lignées établies a partir de souches de type A
(Rickinson et al., 1987 ; Tzellos et Farrell, 2012).

Les caractéristiques épidémiologiques et géographiques tres particulieres du NPC ont
conduit a la découverte de I’existence d’un type de souche supplémentaire de I’EBV, appelé
type C, et responsable du NPC. Le type C est dépourvu de site BamH1 entre les régions
BamH1 W et | (Lung et al., 1991).

De plus, il existe d’autres polymorphismes au sein des souches de type A et B,
notamment au niveau des régions répétées du génome viral, ce qui explique 1’existence de
nombreux isolats différents. Les polymorphismes au niveau de plusieurs genes dont BNLF1,
codant pour la protéine de latence membranaire (LMP-1), provoquent des différences
structurales et fonctionnelles de cette protéine (Hu et al., 1991 ; Hadhri-Guiga et al., 2006 ; da
Costa et al., 2015). Les variations au niveau du gene BNLF1 incluent :

- Des substitutions de plusieurs bases dans la région du promoteur et de la séquence
codante ;

- Des délétions de 30 pb,15 pb et de 69pb (del-LMP-1), et I’insertion de répétitions de
33 pb dans le domaine C-terminal (fréquemment observées dans les CGaEBV) ;

- La perte du site de restriction Xhol (Xhol-loss), résultant de la mutation d’un G en T en
position 169 425.

1.1.6. Les voies de transmission

L’EBV infecte plus de 90 % de la population adulte. La premiére infection survient en
principe suite a un contact salivaire, souvent pendant I’enfance ou I’adolescence, d’ou
I’appellation « maladie du baiser » (Rickinson et Kieff., 2001). 100 % des enfants sont
infectés avant I’age de deux ans dans les pays en voie de développement, alors que dans les
pays développés, I’infection peut survenir pendant 1’adolescence ou a 1’age adulte (Rickinson
et Kieff., 2007). La transmission peut également survenir par transfusion sanguine (Tattevin
et al.,, 2002), par voies sexuelles, ou lors de la transplantation d’organes (Gratama et al.,
1988). La présence de I’EBV a par ailleurs €té détectée dans le lait maternel (Junker et al.,

1991).
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1.1.7. Tropisme cellulaire

In vivo, la primo-infection survient le plus souvent aprés contact salivaire. Ce contact
permet la diffusion du virus dans la sphére oropharyngée, pendant laquelle ’EBV infecte
préférentiellement les lymphocytes B. Ces cellules activées proliferent de facon polyclonale
et subissent une différentiation en lymphocytes B mémoires circulants, suite a 1’expression
des genes latents du virus (Borza et al., 2002).

Apreés la primo-infection, le virus persiste dans 1’organisme, ce qui implique la notion de
cellules «réservoirs ». Il existe deux types de cellules réservoirs pour I’EBV : les
lymphocytes B et les cellules épithéliales oropharyngées.

In vitro, ’EBYV a la capacité unique de transformer les lymphocytes B naifs ou quiescents
en cellules lymphoblastoides infectées de facon latente et permanente ou LCL (Latently
infected Lymphoblastoid cell lines). Cet outil est essentiel pour étudier les propriétés
transformantes du virus. La transformation des lymphocytes B en LCL constitue le modéle
idéal pour décrire I’infection par I’EBV (Young et Rickinson, 2004).

Dans certaines circonstances, I’EBV est capable d’infecter d’autres types cellulaires
comme les lymphocytes T (Kanegane et al., 1998a. ; Kanegane et al., 1999), les cellules NK
(naturel killer cells) (Kanegane et al., 1998b; Isobe et al., 2004), et les monocytes
(Guerreiro- Cacais et al., 2004). De plus, les maladies associées a I’EBV ont permis de
décrire d’autres types cellulaires pouvant étre infectés par ’EBV. En effet, le génome viral a
été détecté dans les cellules tumorales du nasopharynx (NPC), dans les cellules tumorales
gastriques (Burke et al., 1990), dans certains cas d’hépatocarcinomes (Li et al., 2004) et dans

des carcinomes mammaires (Arbach et al., 2006).

1.2. Physiologie de I’infection par le Virus d’Epstein-Barr
1.2.1. Attachement et pénétration de PEBV dans les cellules cibles
1.2.1.1. Infection des lymphocytes B

Cing glycoprotéines virales ont été impliquées d'une certaine maniére dans I'entrée
efficace de ’EBV dans les cellules B (gp350/220, gp42, gH, gL et gB) (Sathiyamoorthy et
al., 2016). La glycoprotéine gp350/220 est I'une des plus abondantes dans I'enveloppe virale.
Elle est responsable de la fixation du virus a la cellule infectée, ayant une grande affinité pour
le récepteur membranaire CD21, également connu sous le nom de récepteur du complément
C3d (Fingeroth et al., 1984 ; Hutt-Fletcher et Lake, 2001). En partenariat avec CD21, la

molécule du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe 1l sert de corécepteur

11



Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

pour 'EBV. Les autres glycoprotéines virales forment un complexe nécessaire a la fusion et a
la pénétration du virus dans la cellule héte (Figure 1.4) (Johannsen et al., 2004 ; Ogembo et
al., 2013).

L’interaction décrite ici permet la fusion des membranes virales et de 1’endosome,
libérant la capside dans le cytoplasme de la cellule infectée. La décapsidation permet la
libération du génome viral linéaire et son importation dans le noyau. A ce stade, le génome
viral se circularise pour former un épisome. Cette circularisation nécessite la ligation directe

ou la recombinaison de I’intégrité des TR (Cohon., 2006).

CR2 . gp350/220 ‘ gHgL

M cMHcassenn ) gpé2 D g8

Figure 1.4: Mécanisme d’attachement et de fusion de ’EBV au lymphocyte B, d’aprés (Hultt-
Fletcher et al., 2007).

1.2.1.2. Infection des cellules épithéliale

Alors que de nombreux modeles de systemes de culture sont disponibles pour étudier la
latence de I'EBV dans les cellules B, les modeles pour étudier le cycle de vie de ’EBV dans
les cellules épithéliales in vitro font défaut. Les cellules épithéliales sont mal infectées in
vitro, et les lignées cellulaires infectées par EBV n'ont pas été obtenues avec succeés a partir
de tumeurs épithéliales. Récemment, il a été démontré que les cultures organotypiques de
kératinocytes oraux peuvent étre utilisées comme modéle pour étudier I'infection par I’EBV
dans le tissu épithélial. Ces cultures générent un tissu ressemblant a I'épithélium observé in
Vivo et présentent des niveaux élevés de réplication productive induite par la différenciation
(Temple et al., 2017).

L’infection des cellules épithéliales par ’EBV est beaucoup plus complexe que celle des
cellules B, car ni le récepteur CD21, ni la protéine HLA de classe 1l, ne sont présents sur la

surface des cellules épithéliales (Imai et al., 1998 ; Fingeroth et al., 1999).
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Selon Janz et al. (2000), des virus génétiquement modifiés n’exprimant pas les protéines
gp350/220 peuvent infecter a la fois les lymphocytes B et les cellules épithéliales, ce qui
semble indiquer que d’autres molécules du virus sont capables de faciliter I’entrée dans ces
cellules. Cette hypothese est renforcée par les résultats d’une récente étude portant sur un
patient présentant une délétion génétique du CD21. L’étude a démontré que les cellules B
provenant de ce patient sont facilement immortalisées avec ’EBV. Ceci suggere qu’un autre
récepteur de fixation, différent du CD21, est présent a la surface des cellules B. Ce méme
récepteur pourrait étre exprimé a la surface des cellules épithéliales (Thiel et al., 2012).

Le mécanisme par lequel les cellules épithéliales sont infectées a été le sujet de plusieurs
investigations, et plusieurs mécanismes hypothétiques ont été décrits :

(i) L’EBV infecte une cellule épithéliale par fusion avec une cellule B (Bayliss et Wolf,
1980).

(ii) La surface d’une cellule épithéliale peut exprimer le récepteur CD21 dans certaines
conditions. L’EBV peut alors infecter directement cette cellule (Birkenbach et al., 1992).

(iif)L’infection par ’EBV est transférée a la cellule épithéliale depuis une cellule B ou une
autre cellule épithéliale par contact cellule a cellule, sans fusion membranaire (Imai et al.,
1998 ; Nanbo et al., 2016). Ce mécanisme semble étre le mode dominant.

La compréhension des mécanismes moléculaires de pénétration dans les cellules
épithéliales a fortement progressé dans les dix derniéres années. Ainsi, on sait a présent que
I’attachement de ’EBV aux cellules épithéliales indépendamment du récepteur CD21 peut
étre réalisé par trois mécanismes différents :

(i) Les virions d’EBV entourés d’Immunoglobuline A (IgA) spécifique a la glycoprotéine
virale gp350/gp220 peuvent se lier efficacement a un récepteur polymérique IgA (plgR),
qui se trouve dans la salive humaine. pIgR peut se fixer sur une protéine appelée SC
(secretory component), protéine transmembranaire exprimée a la surface des cellules
épithéliales. Le complexe EBV/IgA/SC est internalisé par endocytose dans la cellule
épithéliale, faisant ainsi entrer le virus. Ce mécanisme a été proposé pour ’infection de
1’épithélium oropharyngé (Lin et al., 1997).

(i) L’EBYV utilise les intégrines de la cellule hote pour se fixer. Les glycoprotéines virales
gH-gL interagissent avec le complexe d'intégrines avpo6 et avp8 des cellules épithéliales

pour permettre 1’attachement (Hutt-Fletcher, 2007 ; Chesnokova et Hutt-Fletcher, 2014).
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(iii) La glycoprotéine de surface virale BMRF2 permet également 1’interaction avec les
intégrines B1, a5, a3 et aV des cellules épithéliales, et ainsi I’attachement du virus a la
cellule hote (Tugizov et al., 2003).

La glycoprotéine gp42 empéche l'entrée de ’EBV dans les cellules épithéliales en
interférant avec la liaison au complexe gH-gL. Il est intéressant de noter que les particules
d'EBV libérées dans les cellules épithéliales sont riches en gp42, ce qui facilite 1’infection
subséquente de cellules B, mais pas de cellules épithéliales, alors que les particules libérées
dans les cellules B ne contiennent pas de gp42, facilitant une infection ultérieure des cellules
épithéliales, ainsi le tropisme cellulaire d’EBV dépend de la densité de gp42 a sa surface
(Borza et al., 2002 ; Tsao et al., 2015).

Ce tropisme a double cellule suggére que I'EBV se transporte continuellement entre les
cellules B et les cellules épithéliales au cours de son cycle d'infection, ce qui pourrait étre
crucial pour I'établissement d’une infection persistante chez I'nomme.

Plusieurs arguments indiquent que l'infection des cellules épithéliales par ’EBV se fait
principalement par le contact de cellule a cellule. Le taux d'infection par co-culture avec des
cellules B EBV-positives est 10° fois plus élevé que par une infection directe (Figure 1.5)
(Imai et al., 1998 ; Chang et al., 1999 ; Wu et al., 2007 ; Chesnokova et Hutt-Fletcher, 2014).

En outre, la plupart des virions de I’EBV sont retenus sur les surfaces cellulaires apres la
liaison aux cellules B primaires, et transférés aux cellules épithéliales, ce qui entraine
l'augmentation de I’efficacité de 1’infection par rapport a l'infection virale directe (Shannon—
Lowe et al., 2006 ; Shannon-Lowe et Rowe, 2011).

Toutes ces études soutiennent I’hypothése que les cellules B infectées par I’lEBV migrent
dans le stroma épithélial ou I'espace intra-épithélial, et contribuent a une transmission virale
efficace dans I'épithélium, et ce par contact cellule a cellule.

Les mécanismes moléculaires de la transmission de I'EBV par contact cellule a cellule ne
sont pas complétement élucidés. Shannon-Lowe et al. (2006) ont montré que les virions
d’EBV chargés a la surface des lymphocytes B primaires facilitent la formation d'une
conjugaison intracellulaire semblable a la synapse virale (VS) entre les cellules B et les
cellules épithéliales co-cultivées. La VS est une jonction adhésive étroite a travers laquelle le
virus peut étre efficacement transféré depuis les cellules infectées vers les cellules cibles, sans
fusion des membranes cellulaires. Un role important pour la glycoprotéine virale BMRF2 a
été proposé dans la pénétration de I’EBV par contact cellule a cellule dans les cellules

épithéliales orales polarisées (Xiao et al., 2007 ; Xiao et al., 2008).
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Une récente étude a démontré que I’EBV exploite la machinerie de I’endocytose de la
cellule hote et de la cellule réceptrice afin de faciliter le contact cellule a cellule, favorisant
ainsi une transmission virale efficace. Ces résultats suggérent que ’infection de différents
types cellulaires par I’EBV utilise un grand nombre de voies, la plupart desquelles sont

encore inconnues (Nanbo et al., 2016).

Infection directe Infection par contacte
Cellule a cellule
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Figure 1.5: Comparaison entre ’infection directe et infection par contacte celle-a-

cellules (Lizasa et al., 2012).

1.2.2. Persistance du génome viral dans I’organisme
La persistance de I’EBV dans ’organisme aprés la primo-infection est le plus souvent
sans conséquence pathologique apparente pour 1’hote infecté : on peut ainsi parler de la
notion de porteurs sains potentiellement contaminants. Cette cohabitation pacifique est le
résultat d’un équilibre complexe entre trois phénoménes (Young et al., 2016) :

(i) L’interaction entre le virus et la cellule hote se manifeste sous deux formes
complémentaires : I’infection latente et 1’infection lytique. L’infection latente se traduit
par la persistance du génome viral dans la cellule et I’expression de plusieurs protéines de
latence. L’infection lytique ou productive est caracterisée par la synthese de particules
virales (virions) et la destruction de la cellule hote. Ces deux types d’infections sont
possibles dans les lymphocytes B et probablement dans certaines cellules épithéliales.

(ii) Les deux formes d’infection virale, latente et lytique, sont conditionnées par «la

physiologie normale » de I’activation et de la différenciation des lymphocytes B pour la
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colonisation initiale d’une part, et la persistance du virus dans le tissu lymphoide d’autre

part, en particulier au niveau de I’oropharynx.

(iii) La réponse immunitaire anti-EBV contrdle la quantité de virions libres et le nombre de
cellules infectées dans 1’organisme, ceci sans pouvoir éradiquer 1’infection. Cependant,
I’EBV a développé de nombreuses stratégies au cours de I'évolution qui lui permettent
d'échapper a ce contréle immunitaire.

Néanmoins, la persistance de ’EBV n’est pas toujours asymptomatique ; elle peut
également aboutir a des cancers dits « associés a ’EBV », les cellules tumorales contenant
alors le génome viral et exprimant certaines protéines de latence oncogéniques. Cette
évolution cancéreuse est le résultat d’un déséquilibre entre les trois phénomeénes cités plus
haut. L’infection virale étant ubiquitaire dans la population générale, et le virus étant
normalement lymphotrope et épithéliotrope, les critéres de cette association sont complexes
et encore discutés. Le role de ’EBV dans certains types de cancers a néanmoins été
clairement démontré, comme dans le cas du lymphome de Burkitt, certains lymphomes de

Hodgkin, et le carcinome indifférencié du nasopharynx (Tzellos et Farrell., 2012).

1.3. Infection latente et maintien du génome
Suite a la primo-infection, les lymphocytes B expriment un programme de latence dit

de type Ill, et proliférent. Cette premiére phase d’infection virale induit une forte réponse
immunitaire, essentiellement représentée par les lymphocytes T cytotoxiques (LCT)
spécifiques des antigénes de latence 1ll. Cette phase aboutit a la lyse de nombreuses cellules
infectées. Cependant, certaines cellules échappent a cette réaction immunitaire suite a
I’inhibition de 1’expression de leurs génes de latence (1 & 60 cellules pour 1 million de
cellules lysées). Ces cellules constituent le réservoir de lymphocytes B mémoires, dans
lesquelles aucune des protéines de latence n’est exprimée (latence virale de type 0). Ces
lymphocytes B mémoires infectés gagnent alors la circulation périphérique.

Par ailleurs, dans les cellules épithéliales de I’oropharynx, le virus persiste de facon
Iytique (Thorley-Lawson et Gross, 2006 ; Rowe et al., 2011 ; Thorley-Lawson et al., 2013).

L'immortalisation des cellules B par I'EBV joue un réle central dans le développement de
nombreux lymphomes a cellules B, et est nécessaire pour la persistance de I'EBV chez les
hotes infectés. Les produits du génome de I’EBV exprimés au cours de la latence sont les
suivants (Calderwood et al., 2007 ; Hutzinger et al., 2009) :
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- Les protéines nucléaires EBNA (Epstein-Barr Nuclear Antigen) : elles sont au nombre
de six : EBNA- 1, -2, -3A, -3B, -3C et -LP.

- Les protéines de latence membranaire LMP (Latent Membrane Protein) : elles sont au
nombre de trois : LMP-1, -2A, et -2B.

- Les ARN nucléaires non poly-adénylés EBER (EBV Encoded RNA) : ils sont au nombre
de deux : EBER-1 et EBER-2.

- Les microARN (miARN) : ils sont issus de deux régions principales du génome. La
premiére est proche du gene BHRF1 (BamHI fragment H Rightward Transcript), la deuxiéme
est localisée dans la région BART (BamHL1 A region’s Rightward Transcripts). Les miARN
sont généralement nommés BART.

L’expression des protéines de latence contribue aux propriétés d'immortalisation et/ou de
transformation de ’EBV en influengant la machinerie cellulaire, afin de contrdler la
croissance et la survie des cellules infectées. Il existe différents types de latence virale selon
le contexte de I’infection cellulaire, et selon la nature des geénes exprimés par ’EBV. Au
moins quatre programmes d'expression genique différents ont été décrits, nommes latence 0,
I, Il et 111 (Rowe et al., 1992 ; Rickinson et Kieff, 2001 ; Ali et al., 2015).

Les différents programmes d'expression genique correspondent a une utilisation
alternative des sites d’initiation de la transcription et des éléments promoteurs. Ainsi, trois
promoteurs de latence virale sont décrits : Wp, Cp et Qp. En effet, I’expression des protéines
de latence dépend du type de tissu (ou de tumeur) a partir duquel la lignée cellulaire EBV-
positive a été dériveée (Babcock et al., 2000). Il faut noter que les ARN EBER-1 et EBER-2
s’expriment dans chacune des latences, et les mMiIARN BART sont exprimés au moins en
partie lors des latences I, Il et I1l. Aucune donnée n’existe sur leur statut durant la latence O
(Tempera et Lieberman, 2014).

a. Latence de type | : elle est observée dans le lymphome de Burkitt BL, certaines
lignées issues de BL. Elle se caractérise par I’expression d’EBNA-1, des EBER-1 et -2, ainsi
que des BART (Tsao et al., 2015).

b. Latence de type Il : elle est observée dans la maladie de Hodgkin, les lymphomes a
cellules T/NK, le NPC, et le CG ?. Elles se caractérise par I’expression des protéines de
latences EBNA-1, LMP-1, LMP-2A et/ou LMP-2B, des EBER, et des BART (Tsang et al.,
2010 ; Tsao et al., 2012).

c. Latence de type Il1 : elle est observée dans les cellules B transformées in vitro par

I’EBV (LCL), dans les lymphoproliférations des sujets immunodéprimés (sujets atteints du
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SIDA), et dans les troubles lymphoprolifératifs post-transplantation. Elle s’accompagne de
I’expression des 9 protéines de latence EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-
3C, EBNA-LP, LMP-1, LMP-2A et LMP-2B, ainsi que des EBER et des BART (Lin et al.,
2002 ; Hussain et al., 2012 ; Longnecker et al., 2013).

d. A coté de ces trois types caractéristiques de plusieurs pathologies malignes associées a
I’EBV, on retrouve la latence de type 0, spécifique des lymphocytes B mémoires au repos in
vivo. Dans ce type de latence, aucune protéine virale n'est exprimée (au-dela du seuil de
détection), et seuls les EBER sont transcrits (Babcock et al., 2000 ; Hochberg et al., 2004 ;
Cohen, 2006).

L’ensemble des genes de latence exprimés dans les différents programmes de latence

associés aux malignités provoquées par I’EBV sont rassemblés dans la figure suivante.
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Figure 1.6 : Schéma représentant le cycle de vie de ’EBV de la primo-infection vers la
persistance et la malignité propose par (Tao et al., 2006).
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1.3.1. Les produits des génes de latence

L'utilisation d'un EBV recombinant dépourvu de genes latents individuels a démontre le
réle indispensable des protéines EBNA-2 et LMP-1 dans la transformation in vitro de cellules
B, et a mis en évidence un role critique pour EBNA-LP, EBNA-3A et EBNA-3C dans ce
procédé (Kieff et Rickinson, 2001).

1.3.1.1. Les protéines nucléaires EBNA
L’expression des genes codant pour les protéines EBNA est sous le contrdle de 3
promoteurs : Cp, Qp, et Wp. Au début de I'infection par I’EBV, le promoteur Wp initie
I’expression de ces genes, puis, lorsque la transformation cellulaire est établie, le promoteur
Cp prend le relais (latence 111). Le promoteur Qp, quant a lui, est utilisé dans les phases de

latence | et II.

1.3.1.1.1. EBNA-1
EBNA-1 est une phosphoprotéine nucléaire formée de 641 acides aminés, de poids
moléculaire variant entre 69 et 96 KDa (Baer et al., 1984). Elle est exprimée dans toutes les
cellules infectées par ’EBV a I’exception des lymphocytes B mémoires (Babcock et al.,
1999). EBNA-1 est indispensable a la persistance et a la réplication du génome épisomale
viral, ainsi qu’a la transcription dans les cellules en division.

EBNA-1 est le seul antigene nucléaire de ’EBV exprimé a la fois pendant l'infection
latente et 1’infection lytique, et contribue a l'infection latente de multiples fagons. EBNA-1
supprime la réactivation lytique spontanée dans le statut d'infection latente (Young et Murray,
2003). Cette protéine joue plusieurs roles :

- Réplication du génome virale : La réplication est assurée par la liaison spécifique de la
protéine EBNA-1 a ’origine de réplication du plasmide (oriP) et au chromosome de la
cellule hote (Kieff et Rickinson, 2001; Longnecker et al., 2013). L’interaction entre I’ADN
cellulaire et EBNA-1-(0oriP) conduit a une seule réplication du génome de ’EBV pendant la
phase S, réplication suivie d’une ségrégation égale du génome viral répliqué dans les cellules
filles. Ce mécanisme assure le maintien d’un nombre stable d’ADN viral dans les cellules
filles (longnecker et al., 2013).

- Activation de la transcription des génes latents viraux et des geénes de 1’hote : La
protéine EBNA-1 se lie aux éléments de I'ADN viral et aux promoteurs cellulaires (Canaan et

al.,, 2009 ; Dresang et al., 2009). Elle active les promoteurs Cp et Wp, et inhibe les
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promoteurs Qp (Hebner et al., 2003), ainsi que les promoteurs de LMP-1 et LMP-2A (Kieff
et Richinson, 2001). Pour assurer cette fonction, EBNA-1 se lie a la nucléoline et a la
nucléophosmine (NPM) (Liu et al., 2012 ; Malik-Soni et al., 2014). In vitro, EBNA-1 peut
moduler la transcription de plus de 100 genes dans les cellules BJAB infectées par ’EBV
(Canaan et al., 2009). D’autre part, EBNA-1 est elle-méme régulée via la phosphorylation de
ses sérines, et peut ainsi a la fois transactiver et maintenir le génome viral (Kitamura et al.,
2006).

- Oncogeneése : La protéine EBNA-1 peut également contribuer a I’oncogenése. En effet,
il a été démontré que 1’expression d’EBNA-1 dans les lymphocytes B de souris transgéniques
résulte en I’apparition de lymphomes de cellule B. Ceci suggere un rdle direct pour EBNA-1
dans I’oncogenése (Wilson et al., 1996).

Des études antérieures ont montré que la protéine EBNA-1 joue un role important dans
I’immortalisation cellulaire. Cette protéine est détectable dans toutes les cellules
immortalisées par I’EBV in vitro, ainsi que dans toutes les cellules tumorales liées a ’EBV
(Cohen et al., 2006).

Dans le NPC et le CG, EBNA-1 induit la synthése de PML (Promyelocytic leukemia
protein), protéine suppresseur de tumeur, localisée au niveau du corps nucléaire, et
intervenant dans plusieurs processus tels que la régulation du cycle cellulaire, la réparation de
I’ADN et I’activation de p53. Ainsi, la perte de PML diminue I'activation de p53 et I'apoptose
en réponse aux lésions de I'ADN. Par conséquence, la survie des cellules exprimant EBNA-1
et hébergeant des lésions de I'ADN peut améliorer l'instabilité génétique des cellules
épithéliales infectées par ’EBV, et favoriser I'oncogenese (Sivachandran et al., 2008 ; Cao et
al., 2012 ; Sivachandran et al., 2012).

EBNA-I peut également contribuer a l'oncogenése en modulant diverses voies de
signalisation, comme 1’inhibition de la signalisation induite par TGF-B8I (Wood et al., 2007 ;
Flavell et al., 2008), ou 1’augmentation de I'accumulation nucléaire du complexe NF-xB p50-
p50-bcl3, qui inhibe la phosphorylation de certaines protéines (Chung et al., 2013). La voie
de signalisation NF-kB est importante dans la modulation du microenvironnement des

cellules tumorales du NPC et leur survie (Tsao et al., 2015).
1.3.1.1.2. EBNA-2

La protéine ENBA-2 est une phosphoprotéine nucléaire qui fait partie des premieres

protéines produites lors de I’infection par I’EBV (Alfieri et al., 1991). Elle intervient dans le
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processus d’immortalisation des lymphocytes B infectés. Il a été montré que des particules
virales issues d’une ligné P3HR-1, portant une délétion du gene codant pour EBNA-2 et des
deux derniers exons d'EBNA-LP, sont incapables de transformer des cellules B in vitro
(Rabson et al., 1982 ; Murray et al., 1988). La restauration du gene codant EBNA-2 dans la
lignée P3HR-1 par recombinaison homologue a confirmé 1’importance de cette protéine dans
la transformation des cellules B, et a permis d'identifier les domaines fonctionnellement
pertinents de la protéine EBNA-2 (Hammerschmidt et Sugden, 1989 ; Cohen, 1989).

EBNA-2 est responsable de la transactivation des génes viraux et cellulaires, puisqu’elle
stimule I'expression des EBNA (la majorité des promoteurs Cp) (Laux et al., 1994 ;Kieff,
1996) et des LMP (Kieff et Rickinson, 2001 ; Peng et al., 2005).

EBNA-2 active également la transcription d’un grand nombre de promoteurs dans le
génome de I’hote, comme le géne codant pour le récepteur de I’EBV CD21, ou les marqueurs
d’activation des lymphocytes B (CD23 et CD40) (Pokrovskaja et al., 2002 ; Nikitin et al.,
2010 ; Kempkes et Robertson, 2015).

EBNA-2 active également la transcription de genes impliqués dans 1’apoptose comme
A20, Bcl2, Mcl-1, et de génes impliqués dans plusieurs processus de régulation cellulaires
tels que NF-kB. Elle peut également moduler les voies de signalisation associées aux facteurs
de croissance (Elgueta et al., 2010 ; Ando et al., 2013).

Une récente étude a montré que la protéine EBNA-2 active d’une part la transcription de
I’oncogéne MYC, stimulant la prolifération cellulaire, et inhibe d’autre part la transcription du
géne codant pour la protéine pro-apoptotique BCL2-L11, et inhibe donc I’apoptose (Wood et
al., 2016).

Le mécanisme par lequel EBNA-2 agit comme un facteur de transcription a été étudié en
détail. EBNA-2 contient un domaine d'activation de la transcription qui ne se lie pas
directement a I'ADN, mais a certaines protéines cellulaires intermédiaires qui assurent la
liaison de I'ADN dans les régions promotrices. Parmi ces protéines, on retrouve RBP-Jk
(CBF1) (Waltzer et al., 1994 ; Peng et al., 2004) et les facteurs de transcription cellulaires
PU.1 et AP2. Ainsi, le promoteur du gene LMP-2A est clairement régulé par EBNA-2 via
RBP-Jx (Sinclair et al., 1991 ; Zimber-Strobl et al., 1993).

De méme, PU.1 et AP2 sont importants pour la régulation du promoteur de LMP-1 par
EBNA-2 (Sjoblom et al., 1998 ; Jansson et al., 2007a ; Jansson et al., 2007b). EBNA-2 peut
¢galement interagir avec d’autres facteurs de transcription comme ATF2 (Activating

Transcription Factor 2), ETS1, ZNF143 et RUNXL1 (Spender et al., 2002 ; Maier, 2006 ;

21



Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

Kang et Kieff, 2015). En outre, EBNA-2 peut modifier la structure de la chromatine par le
recrutement du complexe de remodelage de I’ADN (SWI /SNF) (Wu et al., 1996 ; Lucchesi
etal., 2008 ; Freedman et al., 2011 ; Tsao et al., 2015).

1.3.1.1.3. EBNA-LP

La protéine EBNA-LP est produite a partir d’un transcrit dont I’extrémité 3° est commune
avec le transcrit d’EBNA-2. Les protéines EBNA-LP et EBNA-2 sont synthétisées
simultanément lors de D’infection par 'EBV (Alfieri et al., 1991). L’analyse génétique
moléculaire indique que EBNA-LP n’est pas indispensable pour la transformation des
lymphocytes B in vitro, mais intervient dans la croissance des LCL (Allan et al., 1992).

Le role majeur d’EBNA-LP est de potentialiser 1’effet d’EBNA-2 dans la régulation de la
transcription de certains genes viraux et cellulaires (Peng et al., 2005 ; Portal et al., 2011),
tels que le gene codant pour LMP-1 (Peng et al., 2000). En effet, EBNA-LP s’associe avec de
multiples complexes formés de facteurs de transcription tels que HA95, Hsp70/72, Sp100,
Hpla, RBPJ et d’autres facteurs. Ces complexes se lient a EBNA-2 sur ou apres les sites
promoteurs, et conduisent a une activation efficace de la transcription (Portal et al., 2006 ;
Portal et al., 2011 ; Portal et al., 2013).

En coopération avec EBNA-2, EBNA-LP active la cycline D2, protéine qui controle le
passage de la phase GO a G1 et I’entré dans le cycle cellulaire des lymphocytes B quiescents.
Une récente étude a déterminé que les deux protéines EBNA-LP et EBNA-2 s’associent avec
des facteurs de transcription et des facteurs de liaison attachés a des éléments d'ADN en
amont de MYC, ainsi qu’au niveau de genes régulés par MYC. Ces associations forment une
boucle d'ADN de longue distance, qui favorise I'entrée dans le cycle cellulaire, induisant une
prolifération (Zhao et al., 2011 ; Portal et al., 2013). Des interactions in vitro ont été
démontrées dans le noyau des cellules B entre EBNA-LP et Rb, p107 ou p53, mais aucun

effet sur la cellule n’a été observé (Inman et Farrell, 1995).

1.3.1.1.4. Lafamille EBNA-3
La famille EBNA-3 est composée de trois protéines nucléaires de hauts poids
moléculaire, codées par trois genes localisés en tandem sur le génome de ’EBV : EBNA-3A,
EBNA-3C et EBNA-3B. Les proteines de cette famille sont a 1’origine du polymorphisme
entre les souches EBV1 et EBV2 (Rowe et al., 1989 ; Sample et al., 1990).
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Il a été démontré que si EBNA-3A et EBNA-3C sont indispensables pour
I’immortalisation des lymphocytes B in vitro, EBNA-3B ne I’est pas (Tomkinson et al.,
1993), mais semble jouer un role dans la suppression de la formation de tumeurs in vivo,
puisque sa perte accélére le développement du lymphome (Tomkinson et Kieff, 1993 ; White
etal., 2012).

Les proteéines de la famille EBNA-3 activent et répriment individuellement ou
coopérativement ’expression des génes cellulaires (Hertle et al., 2009 ; White et al., 2010 ;
McClellan et al., 2012). Tout comme EBNA-2, les protéines de la famille EBNA-3 ne se lient
pas directement a I’ADN, mais interagissent via des protéines cellulaires capables de se fixer
a ’ADN comme RBP-Jk et PU.1. Ainsi, elles peuvent moduler I’effet de transactivation
d’EBNA-2, genéralement de fagon négative (Waltzer et al., 1996). Dans ce contexte, elles ont
une action sur LMP-1 (Le Roux et al., 1994).

EBNA-3A et d'EBNA-3C travaillent en coopération pour moduler négativement les génes
suppresseurs de tumeur. Ainsi, de maniere opérationnelle, elles sont considérées comme des
oncoprotéines. Par contre, EBNA-3B est considéré comme un gene suppresseur de tumeur
(Allday et al., 2015).

Parmi les genes cible des protéines de la famille EBNA-3, on retrouve les genes codant
pour l'inhibiteur de kinase p16INK4a (Maruo et al., 2011 ; Maruo et al., 2013) et la protéine
de liaison a la famille Bcl-2 pro-apoptotique BCL2L11 (Anderton et al., 2008 ; Skalska et al.,
2010). EBNA-3C interagit avec MYC gréace au recrutement de son co-activateur SKp2,
augmentant ainsi la transcription des génes cibles pour MYC (Bajaj et al., 2008).

Les protéines de la famille EBNA-3, en particulier EBNA-3A et EBNA-3C, dérégulent
un certain nombre de voies cellulaires comprenant le cycle cellulaire, I'apoptose et les
métastases, ceci en grande partie grace a des interactions protéine-protéine directes (Essmann
et Schulze-Osthoff, 2012 ; Saha et Robertson, 2013 ; Saha et al., 2013).

EBNA-3C, en particulier, régule un réseau de protéines cellulaires en manipulant la
machinerie protéasomique dirigée contre l'ubiquitine. En outre, EBNA-3A et EBNA-3C
influencent la transcription des genes en recrutant plusieurs facteurs de remodelage de la
chromatine. Ces protéines jouent un réle majeur dans la lymphomagénese des cellules B
induite par ’EBV, et pourraient donc faciliter le développement de thérapeutiques ciblées

dans un avenir proche (Bhattacharjee et al., 2016).
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1.3.1.2. Les protéines de latence membranaire LMPs
1.3.1.2.1. LMP-1
a. Structure, synthése et localisation subcellulaire

LMP-1 est une protéine membranaire de 69 kDa, formée de 386 acides aminés. Elle
posséde une homologie de structure avec la famille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis
Factor) (Mosialos et al., 1995). Sa structure peut étre divisée en trois parties :

- Un domaine N terminal (NT) cytosolique formé de 24 acides aminés, riche en
arginine et proline. Son rdle est I’orientation et I’ancrage de LMP-1 a la membrane, ainsi que
son agrégation constitutive, assurant son pouvoir transformant.

- Un domaine transmembranaire formé de 6 domaines (TM1-6) de 162 acides aminés,
impliqués dans la localisation de LMP-1 sur la membrane, et favorisant son agrégation et sa
signalisation. Les domaines NT et TM ne sont pas directement responsables de la
signalisation, mais ils sont indispensables aux propriétés transformantes de LMP-1 (Coffin et
al., 2001).

- Un domaine C terminal (CT) cytosolique formé de 200 acides aminés, impliqué dans
’activation des voies de signalisation induites par LMP-1 grace a deux régions importantes :
TES1/CTAR1 et TES2/CTAR2 (Transfomation Effector Site/Carboxyl-Terminal Activating

Region). Entre ces deux régions, on retrouve la région CTAR3.

TMT TM2 TM3 TM4 TM5 TM6

Agrégation dans
le radeau lipidique__}
et oligomerisation

Domaine

g transmembranaire

231

386

COOH
Figure 1.7 : Structure de LMP-1, d’apres (Coffin et al., 2001).
Au niveau cellulaire, il est important de noter que LMP-1 est localisée aussi bien dans la
membrane plasmique que dans les différentes membranes internes (Wang et al., 1988). Elle a

également été localisée dans le microenvironnement tumoral, ainsi que dans la salive et le

sérum sanguin de patients atteint de NPC, et cela dans des structures appelées exosmoses
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(petites vésicules sécrétées contenant des protéines, des ARNm et des microARN) (Flanagan
et al., 2003; Houali et al., 2007). Suite a son transfert intercellulaire dans ces exosomes,
LMP-1 pourrait moduler le microenvironnement tumoral et agir sur la croissance des
lymphocytes avoisinants (Flanagan et al., 2003 ; Meckes et al., 2010).

La transcription du géne codant pour LMP-1 subit plusieurs voies de régulation : EBNA-
2 et EBNA-LP jouent un réle important dans la transactivation de son promoteur par
I’intermédiaire de PBP-Jk et PU.1 (Kempkes et Ling, 2015). D’autre part, EBNA-3A et
EBNA-3C régulent négativement la transcription de LMP-1 (Lin et al., 2002). De plus, la
présence de certains éléments cis dans la sequence promoteur agit sur la transactivation de
LMP-1. Parmi ces éléments, on peut citer ATF/CRE (Activating Transcrition Factor/Cyclin
AMP Response element) et ISRE (Interferon Stimulated Response Element) (Sjoblom et al.,
1998). Enfin, il a également été démontre que LMP-1 peut réguler elle-méme son promoteur
par I’activation des voies JNK et NF-xB (Cao et al., 2014).

Plusieurs études ont décrit une forme lytique de LMP-1, appelée LMP-1-lytique ou
LyLMP-1. C’est une forme tronquée de LMP-1, qui correspond a une délétion totale de NT et
de TM1-4. LyLMP-1 est retrouvée pendant les premiéres phases de I’infection par ’EBV, et
lors de la réactivation virale, pendant laquelle elle a un effet inhibiteur sur LMP-1. Elle inhibe
notamment la voie de signalisation NF-xB activée par LMP-1, et diminue ses propriétés

transformantes et sa demie vie (Pandya et Walling, 2004 ; Pandya et Walling, 2006).

b. Voies de signalisations

LMP-1 est fonctionnellement apparentée aux membres de la famille des récepteurs de
facteur de nécrose tumorale TNF dont la TNF1 (TNFR1, CD40 et IL1-R). Les deux régions
TES1/CTAR1 et TES2/CTAR2 permettent la fixation de plusieurs adaptateurs cellulaires
associes a TNF, et activent ainsi différentes voies de signalisations, qui relaient le signal initié
par LMP-1 (Figure 1.8).

Le domaine TES1/CTRALI relie TRAF1-2-3 et 5 (TNF Receptor Associated Factors R) et
active les voies de signalisation NF-xB (nuclear factor-«B), MAPK (mitogen-activated
protein kinase) JNK (c-Jun-N-terminal Kinase), P38, ERK, et la voie PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase). Les géenes cibles de ces différentes voies de signalisations
sont impliqués dans la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire, et influencent
I’apoptose, 1’oncogenése et 1’inflammation (Grimm et al., 2005 ; Mainou et al., 2005;
Dawson et al., 2012 ; Kang et Kieff, 2015).
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Ainsi, la deélétion de CTAR1 ne permet plus les changements phénotypiques et
I’immortalisation des cellules B infectées par I’EBV (lzumi et al., 1997 ; lzumi et Kieff.,
1997). Le domaine CTAR1, mais pas le domaine CTARZ2, est également suffisant pour la
transformation des fibroblastes de rongeurs, et possede la capacité unique d'activer PI3K, qui

est requise pour ce phénomene.
membran_e plasmique

_ | Akt | ————— prolifération
cellulaire

d prolifération
™~ et motilité

céllulaires

immortalisation induction de cytokines réponse aux wduction
apoptose apoptose intérférons es cytokines
induction de cytokines

Figure 1.8 : Activation des voies de signalisation cellulaire par LMP1. La terminaison
carboxyle de LMP1 contient trois domaines de signalisation : CTAR1, CTAR2 et CTARS,
qui recrutent des protéines adaptatrices de signalisation associées au TRNF (TRAF,
TRADD, RIP), BS69 et des protéines Janus kinase (JAK) -3. Ceux-ci activent les voies de
signalisation NF-kB, JNK / SAPK, PI3-K/Akt, ERK-MAPK, PLC/PKC et JAK/STAT qui
induisent collectivement I'expression de nombreux effecteurs en aval qui ont un impact sur
une variété de processus cellulaires tels que la prolifération, la survie, la motilité et I'invasion
(Dawson et al., 2012).

d’une fagon indirecte TRAF6, et est impliqué dans ’activation des voies de signalisations
NF-xB, MAPK et IRF7 (interferon-regulatory factor 7). L’interaction a TRAF6 active la
voie JNK (Wan et al., 2006 ; Ersing et al., 2013). Les voies de signalisation induites par le

domaine CTAR2 sont essentielles aux premieres phases de la transformation des cellules B.
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La délétion de CTAR2 empéche la croissance a long terme des cellules B (Kaye et al., 1999 ;
Eliopoulos et Young, 2001 ; Kang et Kieff, 2015).

La région CTARS, située entre CTARL et CTAR2, est moins bien caractérisée. Elle ne
fixe pas les molécules TRAF mais semble requise pour 1’activation de la voie JAK3 (Janus
Kinase 3), et active la voie JAK/STAT (Gireset al., 1999). La délétion de cette région ne
semble pas perturber la liaison a JAK3 dans les LCL (lzumi et al., 1999 ; Mainou et al.,
2005). L’ensemble des voies de signalisation détournées par LMP-1 induisent la régulation
de nombreux génes cellulaires impliqués dans plusieurs mécanismes comme la prolifération,

la survie, la différenciation, 1’adhésion et la motilité cellulaire.

c. Lesfonctions de LMP-1
La protéine LMP1 a été identifiée comme lI'oncogéne majeur d'EBV. Ses propriétés sont
la conséquence du détournement constitutif de voies de signalisation cellulaires provoguant
I’'immortalisation et la transformation de plusieurs types cellulaires. Cependant, LMP1 a
plusieurs roles au-dela de la transformation cellulaire et de I'immortalisation, allant de
I'induction des cytokines et des chimiokines, de la modulation immunitaire, de I'altération
globale des modeles d'expression des géenes et des microARN a la régulation de I'angiogenése

tumorale, de la migration cellulaire et de la croissance invasive de cellules tumorales.

- Régulation de la prolifération et la différenciation cellulaire

LMP1 se comporte comme un oncogene classique, transformant des fibroblastes de
rongeurs in vitro et les rendant tumorigenes in vivo (Wang et al., 1985). La protéine LMP-1
exploite plusieurs voies de signalisation afin d’altére la prolifération et la différenciation des
cellules cibles. En effet, via I’activation de ces voies de signalisation LMP-1 entraine la
translocation nucléaire de plusieurs facteurs de transcription qui régule I’expression des
facteurs contr6lant le déroulement du cycle cellulaire. Par exemple, LMP-1 active la voie
PI3K/AKT et provoque 1’export des facteurs de transcriptions Ets2, E2F4 et E2F5 qui régule
négativement ’expression des protéines p16'N<4 et p21, en induisant ainsi la levée du
blocage du cycle cellulaire (Ohtani et al., 2003 ; Mainou et al., 2007, Ben Nasr et al., 2009).
En plus, LMP-1 peut stimuler la croissance cellulaire en régulant positivement 1’expression
des récepteurs des facteurs de croissance (par exemple EGFR, c-Met) (Miller et al., 1995 ;
Lo et al., 2004).
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Il a été démontré également que LMP-1 induit la transformation cellulaire via I’induction
des protéines 1d1 et 1d3 (Inhibitor of differentiation 1 and 3), la transcription de ces dernieres
est régulée négativement par la TGFp médié par le facteur de transcription Smad. De ce fait,
LMP-1 confére une résistance cellulaire vis-a-vis les effets induits par TGFB (Lo et al.,
2010).

Plus important encore, la LMP1 intervient non seulement au niveau de la régulation
transcriptionnelle des génes mais aussi au niveau post-transcriptionnel, cette protéine peut
induire une hyperméthylation du promoteur des génes cellulaires par l'activation de 'ADN
méthyltransférase 1 (DNMT1) soit par activation de la signalisation de JNK/AP-1 (Tsai et al.,
2006), ou par l'activation de la voie RB-E2F (Seo et al., 2008) contribuant a la méthylation et
a l'inactivation globales de multiples génes dans les cellules tumorales épithéliales infectées
par ’EBV (Tsai et al., 2006 ; Dutton et al., 2007).

D’autre part, LMP-1 provoque une instabilité génétique, des études ont montré que la
réparation de I'ADN est inhibée dans les cellules exprimant LMP-1, ceci par une régulation
négative de la kinase impliquée dans la détection des dommages de I'ADN, de l'ataxie
télangiectasie mutée (ATM), de la réduction de la phosphorylation de ses cibles en aval Chk2

et de l'inactivation du point de contrdle G2 (Gruhne, et al., 2009).

- Régulation de ’apoptose
Pour améliorer la survie cellulaire, LMP-1 protégé les cellules infectées contre 1’apoptose
en induisant I'expression des protéines anti-apoptotiques (par exemple Bcl-2, Bfl-1, 1AP et
Mcl-1) (Henderson et al., 1991; Hong et al., 2000; Le Clorennec et al., 2006) ou inactivant
I’expression des protéines pro-apoptotiques (par exemple Bad, Foxo3a et Par-4) (Lee et al.,
2009(b) ; Dawson et al., 2012 ; Kempkes et Robertson., 2015), I’expression de ces protéines
est sous le controle de la voie NF-kB. Une récente étude a montré I’effet de LMP-1 a induire
inhibition de l'apoptose cellulaire par ’activation de la transcription de la survivin a travers
les voies de signalisation NF-kB et PI3K / Akt (Sun et al., 2015). En revanche, les
mécanismes moléculaires a l'origine de 1’effet de LMP-1 sur I’apoptose ne sont pas connus
précisément.
- Altération du phénotype cellulaire
L’activation des voies de signalisation cellulaire par LMP1 induit I’expression de
marqueurs phénotypiques. LMP-1 active 1’expression du CMH de classe I (Zhang et al.,

1994) et elle induit aussi 1’activation de plusieurs antigénes activateurs des lymphocytes B :

28



Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

les CD21 (récepteur de 1’¢lément C3d du complément), CD23 (récepteur de basse affinité des
IgE), CD80 et CD83 (molécules de co-stimulation des lymphocytes B) (Dudziak et al., 2003),
CD30 (membre de la famille du TNF-R1), CD39, CD40 et CD44. Elle active aussi des
transporteurs d’antigéenes TAP1 et TAP2 (Transporterassociated with Antigen Processing 1

and 2), régulant I’'immunogénicité des cellules infectées.

- Contribution dans le pouvoir métastatique

Des études révelent que le LMP-1 a de multiples mécanismes pour favoriser les
propriétés adhésives et migratoires des cellules épithéliales. LMP-1 régule la motilité
cellulaire par la modulation des protéines de jonction, y compris la plakoglobine, I'intégrine-
a5 et potentiellement par l'induction de la N-cadhérine via la voie MEK/ERK (Shair et al.,
2008, Dawson et al., 2008 ; Wasil et Shair., 2015). En outre, LMP-1 provoque une
hyperméthylation du promoteur du géne codant la E-cadhérine par ’activation de I’ADN
transférase, ceci induit la suppression de I’expression de E-cadhérine et I’altération de
I’adhésion intercellulaire (Tsai et al., 2002). Une récente étude démontre que LMP-1 module
I'adhésion cellulaire par la régulation de la signalisation de 1'activine A / TGFp et B1 intégrine
(Morris et al., 2016).

En plus, LMP1 est connu pour induire I'expression de métalloprotéinases matricielles in
vitro, qui sont sécrétées par des cellules tumorales pour décomposer le stroma tissulaire
environnant augmentant ainsi le potentiel invasif de cellules tumorales (Wang et al., 2002 ;
Morris et al. ,2008). Dans les cellules épithéliales (MDCK), LMP1 peut modifier
profondément leur morphologie, induisant un phénoméne connu sous le nhom de transition
épithéliale-mésenchymateuse (EMT), c’est un phénomeéne qui peut étre lié a la capacité de
LMP1 a induire des propriétés cancéreuses (Kondo et al., 2011).

LMP-1 contribue également a l'angiogenése en reduisant la dégradation du facteur
inductible d'hypoxie-1o. (HIF-1a) et en induisant l'expression du facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) et MMP1 (Wakisaka et al., 2004 ; Kung et Raab-Traub., 2008;
Kondo, et al., 2005). Récemment, il a été démontré que LMP-1 inhibe la voie LKB-AMPK
pour altérer le métabolisme cellulaire (Lo et al., 2013), et via la voie NF-xkB, LMP1 peut
moduler le microenvironnement de la tumeur et induit une inflammation favorisant le

développement tumoral (Tsao et al., 2002 ; Dawson et al., 2012).
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- Régule de la production des cytokines

LMP1 régule I’expression de plusieurs génes codant pour des cytokines, ce sont des
molécules solubles produites par les cellules du systeme immunitaire ou de différents tissus
dont le role est le recrutement et 1’activation des cellules immunitaires. En effet, LMP1 induit
I’expression des cytokines CCL17 et CCL22 dans des cellules B infectées par I’EBV via
I’activation des voies NF-kB et p38/ATF2. La production de CCL17 et CCL22, qui attirent
les lymphocytes T régulatrices, peut aider les cellules B infectées par I’EBV a échapper a la
surveillance immunitaire (Nakayama et al., 2004).

LMP-1 contréle également la transcription de différents genes codant pour des
chimiokines comme CCL3, CCL4, CCL5, CCL20, IP10, les chimiokines, sont des cytokines
de petite taille (8 a 16 kDa) dont le role est d’attirer les lymphocytes T et les cellules NK qui
vont éliminer les cellules infectées. (Vockerodt et al., 2005 ; Okudaira et al., 2006). D’autre
part, LMP-1 induit I’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme IL6, IL8,
IL10, IL13, TNFa, TNFB et IFNy afin d’assurer le maintien de 1’états inflammatoire
chronique favorable pour le développement tumoral (Sueur et al., 2014 ; Chang et al., 2017).

De plus, LMP-1 altére la réponse immunitaire contre I’EBV en induisant la production
d’interféron. LMP-1 induit la production de I’IRF7 (Interferon Regulatory Factor7) qui est un
facteur clé controlant toutes les réponses immunitaires dépendantes de I’interféron de type I
(IFN-a/B), les taux élevés de L'IRF7 prive les cellules pour une seconde vague de production
IFN plus diversifiée (Huye et al., 2007 ; Wang et al., 2017).

1.3.1.2.2. LMP-2

LMP-2 posséde deux isoformes, LMP-2A et LMP-2B, codées par le méme géne, mais par
deux exons différents. Le gene s'étend a travers les répétitions terminales, de sorte qu'il n’est
transcrit que lorsque I'EBV est sous forme circulaire (Laux et al., 1988). LMP-2A et LMP-2B
partagent 12 domaines membranaires et un domaine cytosolique C-terminal de 27 acides
aminés. Le promoteur de LMP-2 est sensible a I’action d’EBNA-2, via ses sites d’interaction
avec RBP-Jk et PU.1 (Figure 1.9) (Kieff et Rickinson, 2006).

LMP-2A possede une queue cytoplasmique N-terminale formée de 119 acides aminés.
Cette séquence est tronquée chez LMP-2B. Ce domaine contient huit résidus tyrosine, dont
Y74 et Y85, qui se présentent dans une séquence homologue au motif ITAM
(Immunoreceptor Tyrosin Based Activating Motif), conférant ainsi & LMP-2A le pouvoir de

fixer les protéines tyrosine kinases PTK (Cen et Longnecker, 2015).
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Rappelons que le motif ITAM est présent dans le récepteur d’antigéne des lymphocytes B
BCR (B-cell Receptor antigene complex). Lorsqu’il est phosphorylé, suite a la fixation d’une
immunoglobuline, il recrute et active les protéines tyrosine kinases Lyn et Syk de la famille
Src. Celles-ci activent a leur tour la phospholipase C, qui augmente la mobilisation du
calcium intracellulaire et active des voies de signalisation qui d’une part assurent la
réactivation virale et le passage au cycle lytique, et d’autre part contrélent la prolifération des
cellules B (Dawson et al., 2012).
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Figure 1.9: Activation des voies de signalisation cellulaire par LMP-2. L'extrémité amino-
terminale de la LMP-2A contient des motifs qui fournissent des sites d'ancrage pour la tyrosine
kinase Lyn, Syk et les ligues de la protéine Nedd4 . Ceux-ci activent les voies de signalisation
PI3-K / Akt, JNK / SAPK, ERK-MAPK et Wnt /B-caténine, qui favorisent la croissance
cellulaire, inhibent I'apoptose et la différenciation et contribuent & la transformation cellulaire
(Dawson et al., 2012).

La protéine LMP-2A peut interagir avec Lyn et Syk via son motif ITAM phosphorylé, et
ce indépendamment de 1’activation par un antigéne. Elle agit donc comme un inhibiteur
négatif dominant et bloque ainsi la mobilisation du calcium et les voies de signalisation
activees par BCR (Miller et al., 1994 ; Kang et Kieff, 2015), ce qui induit le blocage de la

réactivation virale et du passage a la phase lytiqgue. LMP-2A permet donc la persistance de
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I’EBV en phase de latence dans les cellules B (Scholle et al., 1999 ; Rovedo et Longnecker,
2008).

De plus, la fraction de LMP-2A localisée dans les radeaux lipidiques bloque la
translocation de BCR dans ces micro-domaines lipidiques, ainsi que I’internalisation du
complexe BCR/antigene (lkeda et Longnecker, 2007).

A l'extrémité N-terminale de LMP-2A, on retrouve deux motifs PY (PPXY), via lesquels
LMP-2A s'associe spécifiquement aux ligands des protéines-ubiquitines de la famille Nedd4,
ce qui a pour effet de réduire I'activité de LMP-2A, assurée par sa liaison aux PTK (Ikeda et
Longnecker, 2007 ; Winberg et al., 2000). L'ubiquitination de LMP-2A régule négativement
son réle (lkeda et al., 2003 ; lkeda et al., 2004 ; Lv et al., 2017).

Des données récentes indiquent que le role de LMP-2A dans le maintien de la latence
virale est complexe. LMP-2A augmente I'expression de Bcl-xL et active la voie Ras-PI3K-
Akt, contribuant ainsi a la survie des cellules B. (Portis et Longnecker, 2004 ; Bultema et al.,
2008). De plus, elle potentialise I'hyper-prolifération induite par MYC en régulant
négativement p27 d'une maniére dépendante du protéasome (Fish et al., 2014 ; Ok et al.,
2015).

In vitro, LMP-2A joue plusieurs réles dans les cellules épithéliales, grace a l'activation de
la voie PI3K-AKT et a la phosphorylation de GSK3. LMP-2A induit des changements
phénotypiques remarquables, y compris la croissance indépendante d'ancrages dans la gélose,
et favorise la signalisation de Wnt/B-caténine dans les cellules épithéliales (Scholleet al.,
2000 ; Morrison et Raab-Traub, 2005). Elle inhibe également la différenciation cellulaire et
favorise la survie cellulaire par la stabilisation de la protéine p63, activée par la voie PI3K-
Akt (Fotheringham et al., 2010 ; Kang et Kieff, 2015).

D'autres rbles ont été décrits pour LMP-2A, notamment la neutralisation des effets
inhibiteurs de la croissance via 1’action pro-apoptotiques de TGF-Bl au cours de la
carcinogenese épithéliale, et la promotion de la prolifération et de la synthése des protéines
dans les cellules par I'activation de la voie PI3K/AKT/mTOR (Fukuda et Longnecker, 2004 ;
Moody et al., 2005).

La protéine LMP-2A favorise I’invasion et la migration des cellules épithéliales,
phénomenes qui peuvent étre liés au phénotype métastatique (Lu et al., 2006(b)). De plus, il
apparait que LMP-2A active la voie NF-kB-survivine pour assurer la survie et la progression

des cellules épithéliales tumorales gastriques infectées par I’EBV (Hino et al., 2008).

32



Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

La protéine LMP-2B, quant a elle, module les effets de LMP-2A in vitro, mais sa fonction

in vivo reste largement inconnue (Rechsteiner et al., 2008).

1.3.1.3. Les ARNs viraux (EBERs et microARNS)
1.3.1.3.1. Les EBERs
a. Structure et localisation

Les ARN viraux EBER-1 et EBER-2 sont deux petits ARN non codants, formés de 166 et
172 nucléotides respectivement (Figure 1.10). Leurs sequences présentent 54% d’homologie
croisée, et ils ne contiennent ni queue poly A a ’extrémité 3°, ni coiffe sur I’extrémité 5°. Si
EBER-1 est transcrit par les polymérases Il et 111, EBER-2 est uniqguement transcrit par la
polymérase 11 (Arrand et Rymo, 1982 ; Howe et Shu, 1989).
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Figure 1.10 : Structures secondaires des EBER-1 et EBER-2. Reproduit de (Iwakiri et al.,
2014).

Bien que les deux EBERSs soient transcrits a des niveaux similaires (environ 107 copies
par cellule infectée par ’EBV), EBER-1 est présent a un niveau 10 fois plus élevé par rapport
a EBER-2, probablement en raison de sa plus longue demi-vie (Clarke et al., 1991).

L hybridation in situ a montré que les EBERS se retrouvent principalement dans le noyau
(Weiss et al., 1991; Khan et al., 1992). Cependant, il est possible qu’ils ne soient pas toujours
strictement nucléaires. Des techniques hautement sensibles, telles que I'hybridation in situ a
haute résolution et la microscopie a balayage, ont montré la présence des EBERs dans le
cytoplasme des cellules B en interphase (Schwemmle et al., 1992 ; lwakiri et Takada, 2010).
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De plus, la capacité des EBERSs a se lier a un certain nombre de complexes protéiques,
localisés non seulement dans le noyau, mais aussi dans le cytoplasme (Clarke et al., 1991 ;
Samanta et al., 2006 ; Lee et al., 2012), suggére que les EBERs peuvent avoir une localisation
cytoplasmique. Plus remarquablement, il a été montré que I’EBER-1 peut étre un composant
des exosomes sécrétés qui bourgeonnent des cellules infectées par I’EBV. EBER-2 n'est

quant a lui pas systématiquement secrété (Ahmed et al., 2014).

b. Interactions protéiques et roles des EBERS

Plus de 30 ans apres leur decouverte, le role des EBERs dans la latence virale n’est
toujours pas complétement élucidé. Il a été observé que la délétion des EBERS dans des
lymphocytes B infectés par ’EBV, dérivés de lymphocytes fraichement isolés, n'altére pas la
latence virale ou le potentiel tumorigenes de ces cellules (Gregorovic et al., 2011 ; Ahmed et
Khan, 2014). Ceci suggére que les EBERS ne sont pas essentiels pour I’immortalisation des
lymphocytes B in vitro.

Cependant, d’autres travaux confirment que les EBERS jouent un réle critiqgue dans
I’oncogenése. Ainsi, la transfection des EBERs dans des cellules Akata dérivées de
lymphome de Burkitt EBV-négatif restaure la capacité de croissance cellulaire dans la gélose
molle. L’introduction de ces cellules chez des souris immunodéprimées provoque alors la
formation de tumeurs. Ces effets s’expliquent par I’aptitude des EBERS a induire une
résistance aux inducteurs apoptotiques (Nanbo et al., 2002 ; Wong et al., 2005). Une étude
récente réalisée sur des souris transgéniques exprimant les EBERs dans le compartiment
lymphoide a corrélé cette expression avec le développement d'une hyperplasie lymphoide et,
dans certains, cas d'un lymphome (Repellin et al., 2010).

Il a été démontré que la capacité fonctionnelle des EBERs dépend des protéines
cellulaires avec lesquelles ils interagissent ; jusqu'a présent, seul un petit nombre de protéines
ont été identifiées comme capables de se lier et d’interagir directement avec les EBERs
(Herbert et Pimienta, 2016):

(i) la protéine La (Lupus Antigene). La se lie a I’ARN polymerase III. L'importance de
I’interaction La-EBER est inconnue. Des études antérieures ont montré que la protéine La
peut-étre excrétée dans les exosomes, favorisant ainsi la possibilité que les EBER soient
également sécrétés et transférés aux cellules voisines via des exosomes (Kapsogeorgou et al.,
2005 ; Fok et al., 2006(a)).
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(ii) la protéine ribosomale L22. L’importance de cette interaction est également mal
connue, méme si une étude a suggéré que les fonctions cellulaires de L22 pourraient
impliquer son association avec la télomérase humaine (Fok et al 2006(b) ; Houmani et al.,
2009 ; Houmani et Ruf, 2009).

(iii) la protéine kinase R (PKR) dépendante de I'ARN a double brin dsARN. Les EBER se
lient a8 PKR et inhibent sa phosphorylation (Figure 1.11). PKR inactivée inhibe a son tour au
moins trois voies différentes impliquant : le facteur d'initiation de la traduction elF2o,
IKKo/IKKf (IkB kinase o/f) et FADD (Fas-Associated Death Domain).

- L'inhibition de la phosphorylation du facteur elF2a conduit a I’inhibition de la
traduction et de la poursuite de la synthése protéique, et inhibe donc I'apoptose (Nanbo et al.,
2005).

- L'inhibition de la phosphorylation d’IKKo/IKKB empéche la libération de NF-kB et
donc la transcription de cytokines antivirales telles que l'interféron de type I (IFNs-1). Les
EBER bloquent ainsi la réponse cellulaire contre I’EBV (Sharp et al., 1993 ; Ahmed et Khan,
2014)

- L'inhibition de la voie FADD bloque l'apoptose par l’intermédiaire des caspases
(Balachandran et al., 1998 ; Clemens, 2006).

(iv) RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1) et le récepteur TLR3 (Toll-like 3). Ces deux
interactions conduisent a I’activation du facteur de transcription IRF3 (interferon regulatory
transcription factor 3) et a sa translocation vers le noyau, ou il déclenche la transcription du
facteur de croissance IGF-1 et de l'interleukine-10 (IL-10), stimulant ainsi la croissance
autocrine des cellules infectées (Samanta et al., 2006 ; Iwakiri et al., 2009 ; Iwakiri, 2014).

(v) Le facteur de liaison d'éléments riches en UA 1 (AUF-1). Cette interaction a été
démontrée récemment, et sa signification n'est pas claire. Les études supposent que via cette
voie, EBER-1 peut inhiber la dégradation des ARNm (Lee et al., 2012).

(vi) Le facteur de transcription Pax5. En effet, EBER-2 forme un complexe avec le
facteur de transcription cellulaire Pax5 (Lee et al., 2015). De plus, I'étude de la protéomique
des cellules BJAB exprimant les EBER a récemment révelé une augmentation de 1,5 fois des
quantités d'ARNm codant pour la protéine Pax5 en réponse a l'expression d'EBER-1 et
EBER-2 (Pimienta et al., 2015).

Outre la possibilité de former des complexes avec des protéines de la cellule hote, EBER-

1 peut aussi interagir avec la protéine virale EBNA-1. Ces deux éléments sont exprimés dans
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les trois types de latence virale ou EBNA-1 active la transcription des EBERs (Owen et al.,
2010).
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Figure 1.11: Le labyrinthe des interactions des EBERs dans les cellules infectées par ’EBV
(Ahmed et Khan., 2014).

1.3.1.3.2. Les microARN (miARN)

Un microARN est une petite molécule d'’ARN non codante contenant environ 22
nucléotides, et codee dans les introns ou les exons de génes codants. Le précurseur du
mMiARN est produit par transcription, puis subit une maturation sous 1’action notamment des
protéines Drosha et Dicer. Les miARN matures sont des régulateurs traductionnels capables
d’éteindre 1’expression des genes cibles ; leurs mécanismes d’action est double, ils peuvent
soit interagir avec I’extrémité 3’ polyA des ARNm cibles et induire leur dégradation, soit
interagir d’une fagon a bloquer la traduction (Figure 1.12) (Bartel, 2004).
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Les miARN ont un r6le oncogene quand ils ciblent des génes suppresseurs de tumeur, et
un réle suppresseur de tumeur quand ils ciblent des oncogénes (Nana-Sinkam et Croce,
2011). Plusieurs études ont montré que la dérégulation de certains miARN induit une
carcinogenese dans divers organes (Happel et al., 2016 ; Chen et al., 2017).

Le génome de ’EBV code également pour des miARN, il existe 25 précurseurs de
mMiARN, codés dans les deux régions BHRF-1 (Bam HI fragment H rightward open reading
frame 1) et BART (BamHI A region rightward transcrits) du génome de I’EBV. La
maturation des miARN précurseurs permet la production de 44 miARN matures (Barth et al.,
2011 ; Marquitz et al., 2014).

Plusieurs études ont décrit I'expression des miARN encodés par ’EBV dans les tumeurs
malignes associées a I'EBV, y compris le NPC et les CGaEBV et ont montré que des miARN
viraux spécifiques jouaient un réle important dans la régulation de la transformation des
cellules B induite par I'EBV, ainsi que des roles dans la carcinogenése associée a I’EBV
(Chanetal., 2012 ; Qiu etal., 2014).
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Figure 1.12 : Biosynthése et modalité d’action des micro ARNs (Cavaillé ., 2004).

L'expression des miARN de BHRF-1 (miR-BHRF1) est limitée a la latence 1ll, et seuls
les miR-BART ou BART sont exprimés dans les malignités épithéliales associés a ’EBV de
latence | et Il, ceci particulierement dans le GCaEBV, et non pas dans les lymphocytes
transformés par I’EBV (Marquitz et Raab-Traub, 2011 ; Strong et al., 2013).

Le r6le des BART est encore mal connu; des études suggérent leur implication dans la
régulation de I’expression des génes viraux et des génes de I’hdte dans la pathogenése
associ¢e a ’EBV (Tsao et al., 2015).
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Les BART ont été divisés en trois groupes : cluster-1, cluster-2 et mi-BART2. Les miR-
BART1-5p, -16 et -17 appartiennent au cluster-1 et régulent négativement 1’expression de
LMP-1, permettant ainsi la diminution de sa présentation au CMH et contrdlant la réponse
immunitaire anti LMP-1 (Lo et al., 2007). D’autre part, plusieurs miR-BART du cluster-1
affectent directement I'apoptose en ciblant différents protéines pro-apoptotiques (Vereide et
al., 2014 ; Kang et al., 2015). En plus de ces effets intrinseques, les miR-BART peuvent
protéger les cellules épithéliales néoplasiques infectées par ’EBV de la réponse immunitaire
de I'hote (Nachmani et al., 2009 ; Haneklaus et al., 2012).

Plusieurs de ces transcrits ont des cadres de lecture ouverts (ORF) dans la région BART
tels que BARF-1, BARF-0, RPMS-1 et A73, qui codent probablement pour des protéines. En
effet, il est possible de produire ces protéines in vitro, grace a un systéme de traduction
artificiel. Cependant, l'expression endogéne de ces protéines n’a pas €té complétement
confirmée dans les tissus cancéreux associés a I'EBV (Smith et al., 1993 ; Sadler et al., 1995).

La protéine BARF-1 est capable d'immortaliser in vitro les cellules primaires de reins de
singe. Les résultats de Danve et al. (2001) ont montré que I’on peut détecter I'expression du
géne BARF-1 dans des cellules épithéliales primaires immortalisées par les virions d’EBV
isolés a partir de biopsies de patients atteints de NPC. D’autre part, BARF-1 est capable de
transformer in vitro les fibroblastes de rongeurs et les cellules humaines épithéliales du
nasopharynx (Jiang et al., 2009).

BARF-1 a ete détecte par RT-PCR dans les tumeurs du NPC et les CGaEBV (Seto et al.,
2005). Ceci suggere que BARF-1 est exprimé comme un géne latent dans ces tissus
cancéreux, et que la protéine BARF-1 peut avoir un rdle dans la pathogenése de ces tumeurs.
BARF-1 peut étre secrétée dans le milieu de culture des cellules épithéliales humaines
infectées par ’EBV (Sall et al., 2004 ; Turenne-Tessier et al., 2005) et dans la salive et le
sérum sanguin de patients atteints de NPC (Houali et al., 2007).

BARF-1 est capable d’activer le gene pro-apoptotique Bcl-2 et le gene c-Myc impliqué
dans la tumorogénese, au sein de cultures de cellules épithéliales infectées par ’EBV.

BARF-0 est exprimé dans les cellules infectées par I’EBV in vitro (Fries et al., 1997).
Cependant, malgré son abondance dans les NPC, il est difficile d’affirmer si ce transcrit est
réellement traduit en protéine dans les cellules tumorales.

Les protéines produites in vitro a partir des ORF RPMS1 et A73 fonctionnent comme des
régulateurs négatifs des voies de signalisation NOTCH et RACK1, respectivement (Smith et
al., 2000 ; Al-Mozaini et al., 2009 ; Lung et al., 2013).

38



Chapitre 1: Le virus d’Epstein Barr

Les principaux roles des genes de latence du virus EB sont résumés dans le tableau

suivant.

Tableau 1.1 : Les roles des différents genes latents codées par I’EBV pendant la latence et le

développement tumorale d’apres (Ali et al., 2015).

Geénes de Roles des génes

latence

EBNA-1 Activateur de transcription des génes latents viraux et des génes de 1’hote;
Responsable de la réplication des épisomes, de la ségrégation et de la
persistance du génome viral; Impliquée dans l'oncogenése.

EBNA-LP Co-activateur transcriptionnelle des génes viraux et cellulaire dépendante de
EBNA-2. Se lie 8 CBF1/ RBP-J kappa.

EBNA-2 Active la transcription génique de tous les génes viraux et certains genes
cellulaires.

EBNA-3A Activateur et répresseur de la transcription. Limite la transcription activée
par EBNA-2 dépendante de CBF1/ RBP-J kappa.

EBNA-3B Activateur et répresseur de la transcription. Bloque 1’action de la p53 et Rb

EBNA-3C Activateur et répresseur de la transcription. Limite la transcription activée
par EBNA-2 dépendante de CBF1/ RBP-J kappa. Favorise la proliferation
cellulaire et perturbe le cycle cellulaire.

LMP-1 Oncogeéne majeur, imite le récepteur CD40, active les voies de signalisation
NF-xB, JNK, JAK/STAT, MAP kinase, AKT. Bloque I’apoptose et
améliore la survie et la croissance cellulaire, induit 1’adhésion cellulaire.

LMP-2A Responsable de l'activation de la voie ERK/MAPK et PI3K/AKT; Bloque la
signalisation dépendante de I'antigene BCR. Bloque la réactivation virale.

LMP-2B Module les fonctions de LMP-2A in vitro

EBER-1 Augmente la formation de colonies et induit la croissance in vitro; Confére

EBER-2 la résistance des cellules a I'apoptose dépendante de la PKR; Induit des
cytokines et module la réponse immunitaire innée; Contribue a
I'oncogenése.

miARN maintiennent des cellules infectées en phase latente. Les miARN de BHRF1
et de BART agissent sur I'apoptose.
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1.4. L’infection lytique

Apres I’infection primaire, 'EBV persiste a I'état latent pendant toute la vie de I'individu,
et il peut réactiver périodiquement son cycle lytique afin de pouvoir infecter de nouveaux
hotes. Suite a une stimulation antigénique du BCR, le lymphocyte B mémoire infecté recoit
un signal de différenciation cellulaire et se transforme en plasmocyte. La différenciation
cellulaire induit la réactivation du cycle lytique de I’EBV, dont les virions néo-synthétisés
infectent d’autres lymphocytes B (naifs ou mémoires), ainsi que les cellules épithéliales de
I’oropharynx (Laichalk et Thorley-Lawson, 2005; Thorley-Lawson, 2005).

De récentes études suggerent le réle des monocytes-macrophages et des cellules de
Langerhans comme hoétes intermédiaires permettant a I’EBV d’accéder aux couches
superficielles de I’épithélium, afin d’y établir son infection lytique (Tugizov et al., 2007 ;
Walling et al., 2007). Les cellules épithéliales sont le siége d’une intense réplication virale,
permettant une excrétion périodique ou durable du virus dans la salive (Hadinoto et al.,
2009).

La connaissance du cycle lytique est limitée, car il n’existe pas de systéme de culture
permettant 1’étude de ce cycle complet. De plus, le cycle lytique aboutit la plupart du temps a
la mort de la cellule héte (du moins lymphoide). Le cycle lytique peut étre induit sur des
modeles expérimentaux par plusieurs agents chimiques (esters de phorbol, butyrate de
sodium ou 5-azacytidin) ou bien biologiques anti-immunoglobuline de surface, facteur de
croissance tumorale TGFpB ou vecteur exprimant les protéines activatrices de la réplication
comme ZEBRA, EB1 (Ben-Sasson et Klein, 1981 ; Takada, 1984 ; Fahmi et al., 2000).

Lors de son cycle réplicatif, le virus, dont le génome est alors linéaire et extra-
chromosomique, utilise la machinerie enzymatique virale ainsi que celle de la cellule infectée
pour exprimer les protéines du cycle lytique, se répliquer, et produire de nouveaux virions.

L’expression des genes du cycle lytique se fait de maniére séquentielle. Apres 1’induction
du cycle lytique, les génes dits trés précoces sont exprimés et activent les génes précoces, qui
induisent la réplication du génome viral et la transcription des génes tardifs. Les produits de
ces genes tardifs sont essentiels a 1’assemblage et a la maturation des particules virales

infectieuses.
1.4.1. Les proteines tres précoces (Immediate Early Antigens, IEA)
Le passage de la phase de latence vers la phase lytique nécessite la synthese de deux

protéines tres précoces. ZEBRA (Bam HI Z Epstein-Barr virus Replication Activator)
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encodée par BZLF1, également appelé Zta, est la protéine clé de la transactivation, et coopére
avec la protéine Rta (R transactivator), encodé par BRLF1. La transcription des genes trés
précoces est assurée par des protéines deja présentes dans les cellules infectées, mais ne serait
activée que lors du déclenchement de la réplication par des modifications épigétiques de type
méthylation du promoteur (Feederle et al., 2000 ; Petosa et al., 2006).

ZEBRA peut se lier a oriLyt et est suffisante pour induire la suppression de la latence du
virus dans les lymphocytes B, et leur entrée dans le cycle lytique. Elle peut interagir avec NF-
kB et réguler négativement 1’expression des protéines de la famille EBNA, ce qui induit le
passage de la phase latente a la phase lytique. ZEBRA altére également le cycle cellulaire et
le bloque en phase G1/S (Israel et Kennedy, 2005) via I’inhibition de la cycline A et de c-
myc. Cette inhibition de la réplication de I’ADN cellulaire assure la réplication du génome
viral. A son tour, Rta se lie & oriLyt et semble jouer un réle dans la commutation latence-

cycle lytique (Dickerson et al., 2009).

1.4.2. Les protéines précoces (Early Antigens, EA)

Des études a I’échelle du génome ont identifi¢é 38 ARNm lytiques précoces. Plusieurs de
ces ARNm codent pour des protéines impliquées dans la réplication de I’ADN viral, comme
I’ADN polymérase (BALF5) et son facteur de récessivité (BMRF1), une protéine majeure de
liaison a I’ADN (BALF2), la ribonucléotide réductase (BaRF1), la thymidine kinase
(BXLF1), I’exonucléase alcaline (BGLF5), le complexe hélicase/primase (BBLF4/BSLF1),
un composant épissé du complexe hélicase/primase (BBLF2/3) et I’'uracyl ADN glycosylase
(BKRF3) (Lu et al., 2006(a)).

Les genes précoces codent pour des protéines impliquées dans la réplication de I’ADN,
I’inhibition de I’apoptose, 1’évasion du systéme immunitaire, et la régulation des génes
tardifs. Certaines protéines ne font pas directement partie du complexe de réplication, mais
sont importantes pour la réplication virale. Elles interviennent dans le métabolisme et la
régulation des ARNSs, permettant la production de substrats nucléotidiques dans les cellules
non réplicatives.

Certaines protéines, en revanche, sont impliquées dans des fonctions indépendantes de la
réplication du génome viral. Par exemple, la protéine encodée par le cadre de lecture BHRF1,
qui présente des homologies avec Bcl-2 (anti-apoptotique), permet une meilleure réplication
virale en prévenant la mort de la cellule hote. De méme, la protéine BARF-1 protege le virus
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des monocytes macrophages en empéchant ces cellules de sécréter de I’interféron (Cohen et

Lekstrom, 1999 ; Elegheert et al., 2012).

1.4.3. Les proteines tardives

Les geénes tardifs sont exprimés apres la réplication du génome viral, et codent pour des
protéines structurales impliquées dans la formation du virion. Les protéines tardives (BNRF1,
BFRF2/3, BLRF1/2/3, BCLF1) interviennent dans la formation de la capside virale. Elles
s’assemblent de fagon autonome par des interactions protéine-protéine (Henson et al., 2009).
Les glycoprotéines permettant I’attachement et la pénétration dans la cellule hote (gp350/220,
gH-gL, gp42 et gB) sont exprimées par les protéines tardives BLLF1, BXLF2, BZLF2 et
BKRF2. Certaines protéines comme BCLF1, présentant une homologie de structure avec
IL10, permettent la protection du virus contre les réponses immunitaire (Salek-Ardakani et
al., 2002).
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2.1. Le cancer gastrique
2.1.1. Données épidemiologiques

Le cancer de I’estomac est trés fréquent dans le monde, selon la base de données
GLOBOCAN appartenant a [I'Agence Internationale de la Recherche sur le
Cancer/Organisation Mondiale de la Santé (IARC/OMS), pres de 951 600 nouveaux cas ont
été estimés en 2012 (soit 6,8% du total) (Ferlay et al., 2015 ; Torre et al., 2016), ce qui fait du
cancer de I’estomac la cinquiéme malignité la plus fréquente dans le monde, aprés les cancers
du poumon, du sein, du colo-rectum et de la prostate. Cela représente un changement
substantiel depuis les premieres estimations en 1975, lorsque le cancer de l'estomac était le
néoplasme le plus fréquent (Fock., 2014).

Il existe des variations géographiques considérables dans 1’incidence du CG dans le
monde. En effet, plus de 70% des cas (677 000 cas) sont enregistrés dans les pays en
développements (456 000 chez les hommes et 221 000 chez les femmes). La moitié du total
mondial survient en Asie de I'Est (principalement en Chine), I’Amérique du sud et I’Europe
de I’Est et du Sud sont des régions a risque ¢élevé, cependant, 1’ Afrique est une région a risque
faible.

Les taux d'incidences normalisés selon I'age sont deux fois plus élevés chez les hommes
que chez les femmes, allant de 3,3 en Afrique de I'Ouest a 35,4 en Asie de I'Est pour les
hommes et de 2,6 en Afrique de I'Ouest a 13,8 en Asie de I'Est pour les femmes, ces
incidence sont pour 100 000 habitants (Figure 2.13) (Fitzmaurice., 2015).

Le cancer de I'estomac est la troisieme cause de déces par cancer chez les deux sexes dans
le monde (723 100 decés, soit 8,8% du total). Les taux de mortalité les plus élevés sont
estimés en Asie de I'Est (24 pour 100 000 chez les hommes, 9,8 pour 100 000 chez les
femmes), les plus faibles en Amérique du Nord (2,8 et 1,5 respectivement) (Figure 2.14).

Des taux de mortalité élevés sont également présents pour les deux sexes en Europe
centrale et orientale et en Amérique centrale et en Amérique du Sud. Le pronostic du
cancerde 1’estomac reste délicat avec un taux de survie d’environ 15% a 5 ans (Fitzmaurice.,
2015 ; Ferlay et al., 2015).

Les études épidémiologiques ont révélées une baisse réguliére de I'incidence du cancer de
I'estomac et des taux de morbidité depuis le milieu du XXe siécle dans la majorité des pays
développés comme 1I’Amérique du Nord et I’Europe. (Howson et al., 1986 ; Malvezzi et al.,
2010 ; Terro et al., 2015). Des tendances décroissantes semblables ont été notées ces
derniéres années dans les régions ou les taux du CG sont élevés, y compris plusieurs pays

d'Asie (Japon, Chine et Corée), d’Amérique latine (Colombie et Equateur) et d'Europe
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(Ukraine) (Bertuccio et al., 2009). Ceci s’explique par I’amélioration de la diététique,
l'augmentation de la disponibilité des fruits et des légumes frais riche en vitamines C et E qui
ont un réle protecteur, la réduction de la consommation des aliments salés et conservés et la
réduction de l'infection chronique par H. pylori en raison de 1’amélioration de I’hygiéne
publique et la prise d’antibiotiques (Parkin., 2006) ; de ’autre coté, les pays développées
connaissent une baisse de la prévalence du tabagisme depuis I’an 2012 qui peut aussi
expliquer une partie la diminution de I’incidence du CG (Jemal et al., 2010 ; Bertuccio et al.,
2009).
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Figure 2.13: Distribution géographique des taux d’incidences et de mortalité du cancer
gastrique en 2012. Taux estimés selon I’age pour 100 000 habitants (Ferlay., 2015).
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Figure 2.14 : La mortalit¢ due au cancer de I’estomac dans le monde estimée en 2012
(Ferlay., 2015).

En Afrique du Nord il y a pres de 5700 nouveaux cas de CG chaque année enregistrés
avec une incidence de 4.3 pour 100 000 hommes et 2.7 pour 100 000 femmes, les taux de
mortalité sont eéquivalents a 3.9 pour 100 000 hommes et 2.4 pour 100 000 femmes
(Asombang et al., 2014 ; Ferlay et al., 2015).

En Algérie, le CG gastrique chez I’homme occupe le Séme rang des cancers, soit 5.5%
aprés ceux du poumon (18,0%), le colo-rectum (9,6%), la vessie (9,1%) et la prostate (6,5%);
et le 2eme rang des cancers digestifs apres le cancer colorectal.

Chez la femme, il occupe le 9eme rang des cancers avec un pourcentage égale a 2.4%
aprés le cancer du sein (36,4%), le colon-rectum (8,5%), le col utérin (6,0%), la thyroide
(6,0%), la vésicule biliaire (4,4%), les poumon (3,6%), les lymphomes non hodgkiniens
(3,3%) et les leucémies (3,2%) ; il est également le 3eme rang des cancers digestifs apres le
colo-rectum et la vésicule biliaire (Hamdi Cherif et al., 2014).

Selon une étude effectuée par Hamdi Cherif et ses collaborateurs (2014), les taux
globaux d'incidence des principaux sites de cancer ont augmenté régulierement chez les deux
sexes pendant les dernieres 25 ans en Algérie. Ils ont observé également que la survie a 5 ans
est faible pour les principales tumeurs en raison d'un acces difficile aux soins du cancer et a
un cadre de soins de santé incomplet pour les patients cancéreux.

L'augmentation de l'incidence a été expliquée par l'augmentation de I'espérance de vie,
au changement de style de vie, au changement d'environnement et a la transition

épidémiologique et démographique.
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Par contre, cette étude a révéle également une diminution des taux d’incidence du cancer
de I’estomac de fagon continue chez les hommes pendant les derni¢res 25 ans. Chez les
femmes, les taux ont diminué de I’an 1996 a 2000 et se sont stabilisés par la suite ; le groupe
d'age 15-44 a montré des diminutions statistiquement significatives pour le cancer de
I'estomac pour les deux sexes. Il est bien de signaler que les taux d'incidence du cancer du
nasopharynx ont augmenté jusqu'a 1’an 2000 et ont diminué par la suite.

En Algérie, les aliments traditionnellement conservés tels que «harissa», les fruits et
légumes marinés, la viande ou la graisse séchée et salée, le beurre rance et les fumées
domestiques sont consommés en grande quantité. Ces aliments ont été décrits comme des
facteurs de risque en commun pour le CG et le NPC (Feng et al., 2007; Feng et al., 2009;
Hamdi Cherif et al., 1991).

La réduction des incidences du cancer de I’estomac et le NPC peut étre attribuée a la
baisse de la consommation de ces aliments et la tendance a adopté un régime riche en fruits et
légumes et probablement la réduction de la prévalence de I’infection a Helicobacter pylori
dans cette region (World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research.,
2007).

2.1.2. Anatomie et organisation histologique de I’estomac

L’estomac est une dilatation du tube digestif placée entre I'eesophage et le duodénum, se
situe dans le haut de I'abdomen, sous le diaphragme et occupe la région épigastrique. Il est en
forme de poche d'une longueur totale de 15 a 25 cm, a I’age adulte il contient 50 ml a vide, et
peut contenir jusqu'a 3 ou 4 litres d'aliments ou de liquides.

L’estomac permet d’assurer la digestion par ses fonctions mécaniques (brassage) et
chimiques en mélangeant les aliments aux sucs gastriques (eau, acide chlorydrique,
enzymes). Pour une digestion idéale, le pH de I’estomac est compris entre 1,5 (pendant la
nuit) et 5 (en début de digestion) : les enzymes gastriques fonctionnent a pH acide. Le produit
de la transformation par 1’estomac est une pate, appelée chyme qui se déverse dans le
duodénum par le pylore.

L’estomac se caractérise de face par une forme en J et présente une ouverture en haut,
le cardia, qui permet la jonction avec I’cesophage. Il comprend le sphincter cesophagien
inférieur et le pylore a sa sortie vers le duodénum en bas (figure 2.15).

On distingue deux courbures : la petite courbure vascularisée par les artéres et veines
gastriques gauche et droite ; la grande courbure vascularisée par les artéres et veines gastro-

épiploiques gauche et droite.
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L’estomac est composé de trois parties, dont les muqueuses sécrétent toutes du mucus

protecteur contre une autodigestion, de haut en bas :

- le fundus : ou grosse tubérosité de I’estomac est la région en forme de dome qui se niche
sous le diaphragme et fait saillie au-dessus et a coté du cardia.

- lecorps: est la portion moyenne qui se prolonge vers le bas par la partie pylorique en
forme d’entonnoir.

- Dantre : sa portion supérieure large rétrécit pour donner le canal pylorique se termine par
le pylore qui communique avec le duodénum.
La paroi de 1’estomac est formée de la profondeur vers la surface de plusieurs couches : la

mugqueuse constituée de I’épithélium et la lamina propria puis la sous muqueuse, suivie par

les trois couches musculaires (longitudinal, oblique et circulaire) puis la sous séreuse et la

séreuse qui est la membrane recouvrant I’extérieure de 1I’estomac (Marieb et Hoehn., 2014).

1
Oesophage m._ Fundus
/ | Séreuse
o | Musculeuse
ia % N - Couche longitudinale

Musculeuse
Couche circulaire

Muzculeuse
Couche oblique

Figure 2.15: Représentation schématique des différentes parties de 1’estomac (Marieb et
Hoehn., 2014).

2.1.3. Les lésions précancéreuses
Les lésions précancéreuses sont des anomalies histopathologiques détectables avant
I’apparition d’un cancer. Deux lésions gastriques répondent & la définition des lésions pré-
néoplasiques: I'une, assez fréquente est la gastrite chronique avec atrophie gastrique
progressive qui est généralement liée & une infection par H. pylori; 1’autre, beaucoup plus
rare, est le polype adénomateux hyperplasiques. La voie d'évolution vers la cancérisation est

dans les deux cas une métaplasie intestinale et surtout une dysplasie d'intensité variable.
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La dysplasie sévére a une réelle signification pré-néoplasique et un risque élevé de
développer un cancer. L’état dysplasique peut étre diagnostiqué par I’examen
anatomopathologique, cytologique et/ou histologique, 1’architecture tissulaire est caractérisée
par une augmentation de la densité cellulaire, diminution de la différenciation cellulaire,
anomalies de la polarité cellulaire, désorganisation de 1’épithélium; 1’aspect cytologique
démontre des mitoses en nombre augmenté, augmentation des rapports nucléo-

cytoplasmiques, anisocytose et anisocaryose (Fenoglio-Preiser et al., 2000).

2.1.4. Classification des tumeurs gastriques

Les cancers de I’estomac peuvent se développer aux dépens des différents éléments de sa
paroi : épithélium, muscle, graisse ou tissu lymphoide. Les principales tumeurs malignes de
I'estomac sont les adénocarcinomes, les lymphomes, les tumeurs stromales gastro-intestinales
et les tumeurs neuroendocriniennes. Les adénocarcinomes se developpent aux dépens de
I’épithélium glandulaire et représentent environ 95% des tumeurs malignes de I’estomac.

Plusieurs classifications histologiques des cancers gastriques ont été proposées. Les plus
usitées sont celles de Lauren et de I'Organisation Mondiale de la Santé OMS (WHO) et la
plus récente est la classification du (TCGA) (The Cancer Genome Atlas). La classification du
CG est importante pour sélectionner les patients qui peuvent bénéficier des thérapies ciblées

ou pour prédire précisement le pronostic.

a. Classification de Lauren
Depuis sa création en 1965, la classification Lauren est devenue la classification
histologique la plus utilisée et la plus acceptée pour le CG, elle est corrélée a I'évolution des
tumeurs (Lauren., 1965). Elle détermine deux types histologiques différents sont, le type
intestinal et le type diffus; Plus tard, un antre type a été inclus appelé type indéterminé pour
décrire une histologie peu commune (Leocata et al., 1998). Les fréquences relatives sont
denviron 54% pour le type intestinal, 32% pour le type diffus et 15% pour le type

indéterminé (Polkowski et al., 1999).

e Lesadénocarcinomes de type intestinal
La forme intestinale présente la structure d’un adénocarcinome tubulé ou papillaire bien a
moyennement différencié, compacte, bien limité en périphérie, rappelant I’épithélium
intestinal d’ou son nom. Le développement de ce type histologique est souvent lié aux

facteurs environnementaux tels qu’une infection a H. pylori, aux facteurs alimentaires et aux
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facteurs liés au style de vie. Il apparait apres une gastrite chronique atrophique évoluant
lentement sur de nombreuses décennies, ce qui explique I’age élevé d’apparition de ce
cancer, en moyenne entre 70 et 80 ans.

L’évolution histopathologique suit des étapes bien définies ; qui commence par une
inflammation chronique de la muqueuse gastrique évoluant lentement vers les stades pré-
néoplasiques, I’atrophie gastrique, la métaplasie intestinale, la dysplasie et puis le cancer

gastrique. La progression de cette cascade a été proposee pour la premiére fois par Correa

appelée « cascade de Correa » (Figure 2.16). (Correa et al., 1975; Correa et al., 1988 ; Hu et
al., 2012).

Figure 2.16: Coupes histologique
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e Lesadénocarcinomes de type diffus

La forme diffuse est surtout faite de cellules indépendantes mucosécrétantes et peu
différenciées, se comportent agressivement et ont tendance a se disperser dans tout 1’estomac
(plutdt que de former des glandes) (Figure 2.17). Ce type se propage a d’autres parties du
corps (métastases) beaucoup plus rapidement que les tumeurs de type intestinal. En
comparaison avec les CG de type intestinal, les CG de type diffus sont moins liés aux
influences environnementales, ont une incidence relative plus élevée, se produisent plus
souvent chez les jeunes patients et sont associés a un mauvais pronostic, ce qui peut indiquer
que les deux types intestinal et diffus adoptent des voies distinctes pour le développement
tumoral.

La forme diffuse regroupe plusieurs types morphologiques d’adénocarcinomes, la forme
la plus fréquente est constituée de cellules appelées cellules en bague a chaton a cause d’une
large vacuole de mucine qui déplace le noyau a la périphérie de la cellule. D’autres formes
existent sont mal différenciés, comme 1’adénocarcinome de type solide et de type non-solide,
le type solide est caractérisé par des cellules tumorales étroitement lié et une limite bien
définie, par contre le type non solide est formé de cellules peu différencié dispersé dans le

stroma tumoral (Hu et al., 2012).

Figure 2.17: Coupe histologique des deux types de cancer gastrique distinqués selon la
classification de Lauren. A. adénocarcinome a cellules en bague a chaton (type diffus), B.
adénocarcinome tubulaire (type intestinal) (Fenoglio-Preiser et al., 2000).

b. Classification de L’OMS
La classification de ’OMS publiée en 2010 semble étre la plus détaillée parmi tous les
systemes de classification histopathologique, elle ne se limite pas aux adénocarcinomes mais
inclut également des formes plus rares. (Tableau 2.2) (Fléjou., 2011). Ce systéme de

classification est largement utilisé dans les laboratoires d’anatomo-pathologies pour le
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diagnostic des CG et la description des néoplasmes peu fréquents, elle est également adoptée
par de nombreuses études traitant les caractéristiques histopathologies du CG.
La classification de ’OMS détaille les sous-groupes d’adénocarcinomes en se basant sur
les critéres morphologiques sans valeur pronostique, et les quatre grands sous types sont :
- Adénocarcinome tubuleux, il est composé de petits tubes ou tubules ramifiés de
différentes tailles.

Adénocarcinome papillaire, cette tumeur croit hors de la paroi gastrique et comporte
des excroissances en doigts de gant qui pointent vers l'intérieur de la cavité¢ de
I’estomac.

- Adénocarcinome mucineux, il est moins fréquent, caractérisé par la présence de
mucine a ’extérieur des cellules cancéreuses qui constitue au moins 50% du volume
tumoral.

- Carcinomes a cellules indépendantes (y compris le carcinome a cellules en bague a
chaton et d’autres), sont caractérisées par la présence de cellules cancéreuses
regroupées en paquets.

Les carcinomes mixtes, font partie des tumeurs rares, ils consistent en un mélange de
différents types d’adénocarcinome gastriqgue. En plus des quatre principaux sous-types
histologiques cités ci-dessus, la classification de I’OMS décrit d'autres variantes histologiques
peu fréquentes, comme le carcinome adénosquameux, le carcinome a cellules squameuses et
le carcinome indifférencié, le carcinome exocrine-endocrinien mixte, carcinome a petites
cellules, carcinome pariétal, choriocarcinome, tumeur du sinus endodermique, carcinome
embryonnaire, carcinome des cellules Paneth et adénocarcinome hépatoide (Fléjou., 2011 ;
Berlth et al., 2014).

Parmi les CG Les carcinomes gastriques a stroma lymphoide sont des carcinomes de type
lympho-épithéliales (lymphoepithelioma-like carcinoma LELC) appelé aussi carcinome
médullaire, ils sont extrémement rare d’une fréquence égale a 1 a 4%. Les LELC présentent
de nombreuses similitudes histologiques avec les NPC indifférenciés. Plusieurs travaux ont
confirmé que 80% a 90% de ce type de CG sont associés a ’'EBV (Oda et al., 1993; Wang et
al., 1999; Matsunou et al., 1996).

De plus, ’EBV est majoritairement détecté dans les LELC des régions géographiques de
forte incidence pour le NPC La relation des LELC avec I'EBV explique la répartition
géographique de ce type de cancer, caractérisée par une forte prédominance en Chine et au
Japon. Il survient avec un maximum de fréquence chez les sujets agés de 60 ans en moyenne,

avec une nette prédominance masculine. Macroscopiquement, ce cancer est ulcéré et bien
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limité, son histologie est caractérisée par la présence d’une infiltration lymphoide massive
entre les groupements cellulaires tumoraux et autour de la tumeur. Cet infiltrat est souvent de
phénotype T, CD8+. Le pronostic de cette tumeur est significativement meilleur que celui du

carcinome habituel, a degré d’envahissement équivalent (Park et al., 2015 ; lee et al., 2014).

Tableau 2.2 : Comparaison entre les deux systémes de classification du cancer gastrique
OMS et Lauren (Hu et al., 2012).

OMS (2010) Lauren (1965)

Adénocarcinome papillaire Type intestinal
Adénocarcinome tubulaire
Adénocarcinome mucineux

Carcinome en bague a chaton Type diffus
et d’autres carcinomes a cellules
indépendantes
Carcinome mixte Type indéterminee

Carcinome adénosquameux

Le carcinome épidermoide
Adénocarcinome Hepatoid

Carcinome a stroma lymphoide (LELC)
Choriocarcinome

Carcinosarcome

Carcinome des cellules pariétales
Tumeur maligne rhabdoide

Carcinome mucoépidérmoide

Le carcinome a cellules Paneth
Carcinome indifférencié

Carcinome mixte adéno-neuroendocrine
Tumeur du sac vitellin

Carcinome embryonnaire
Adénocarcinome oncocytaire

En dehors de la classification basée sur les criteres morphologique, I’OMS a proposé une
autre classification définissant le grade histologique de la tumeur qui dépend du degré de la
différenciation des cellules tumorale et leurs vitesses de multiplication. Le grade
histologique du cancer de ’estomac est chiffré¢ de 1 4 3 :

- Le grade I, bien différencié: Un adénocarcinome avec des glandes bien formées,
ressemblant souvent a I'épithélium intestinal métaplasique.
- Le grade IlI, moyennement différencié: Un adénocarcinome intermédiaire entre bien

différencié et peu différencié.

52



Chapitre 2 : Le cancer gastrique associe au virus d’Epstein-Barr

- Le grade Ill, peu différencié: Un adénocarcinome composé de glandes tres irréguliéres
qui sont reconnues avec difficulté, les cellules sont isolées ou disposées en petites ou
grandes grappes avec des sécrétions de mucine ou des structures acinaires.

Concernant 1’évaluation de 1’extension tumorale, la classification TNM est reconnue
comme standard international (Tableau 2.3). Elle a été basée sur les critéres de 1’Union
International contre le cancer (UICC) et I’ Association Japonaise contre le Cancer (AJC) de
I'année 1997 (Roder et al., 1998). Cette classification définit le stade tumoral grace a des
informations sur la tumeur primaire (T), I’atteinte des ganglions régionaux (N) et la présence
de métastases a distance (M). Chaque tumeur a sa propre classification TNM qui définit et
integre les criteres anatomiques et pathologiques qui ont une importance pronostic.

La survie globale des patients atteints d’'un CG dépend donc fortement du stade TNM.
Celle-ci est estimée a 5 ans pour les stades 1A, IB, 11, I1IA, 111IB et 1V, respectivement a 78
%, 58 %, 34 %, 20 %, 8 % et 7 % (Hundahl., 2000).

Tableau 2.3a : Classification clinique TNM des tumeurs de 1’estomac (Hundahl et al., 2000).

T Tumeur primitive

Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive.

TO Pas de signes de tumeur primitive.

Tis Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale sans invasion de la lamina propria,
dysplasie de haut grade.

T1 T1a : Tumeur envahissant la lamina propria ou la musculaire muqueuse.
T1b : Tumeur envahissant la sous-mugueuse.

T2 Tumeur envahissant la musculeuse

T3 Tumeur envahissant la sous-séreuse.

T4 T4a : Tumeur perforant la séreuse.

T4b : Tumeur envahissant les structures adjacentes.

NX Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies.

NO Pas de signe d’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux

N1 Envahissement de 1 a 2 ganglions lymphatiques régionaux.

N2 Envahissement de 3 a 6 ganglions lymphatiques régionaux.

N3 N3a: Envahissement de 7 a 15 ganglions lymphatiques régionaux.

N3b: Envahissement de 16 ou plus ganglions lymphatiques régionaux.

MO Pas de métastases a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance
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Tableau 2.3b : Les différents stades du cancer gastrique basés sur la classification TNM
(Hundahl et al., 2000).

Stade 0 Tis NO MO
Stade 1A T1 NO MO
Stade IB T1 N1 MO
T2 NO MO
Stade 1A T2 N1 MO
Stade 1IB T4a No MO
T3 N1 MO
Stade IHIA T3 N2 MO
T2 N3 MO
T4a N1 MO
Stade I1I1B T3 N3 MO
T4b NO-N1 MO
T4a N2 MO
Stade I1IC T4a N3 MO
T4b N2-N3 MO
Stade 1V ToutT Tout N M1

c. Classification de TCGA

Les criteres classiques de classification du CG ont été fondés sur I’aspect histologique
(comme Lauren et I’OMS), [l'utilisation récente de données genomiques a conduit au
développement de nouveaux schémas de classification moléculaire pour le CG.

Récemment, les technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS) (next-
generation sequencing) ont fait une révolution dans 1’é¢tude de la génomique et la biologie
moléculaire et ils sont de plus en plus utilisées pour étudier tous les types de cancer y compris
le cancer de I'estomac (Oodwin et al., 2016 ; Sarda et Hannenhalli., 2014).

Le Réseau de recherche du « The Cancer Genome Atlas » (TCGA) a réalisé une large
étude sur 295 individus atteints de CG provenant de plusieurs pays. Dans cette analyse les
technologies NGS ont été utilisées afin de de mieux caractériser la génomique du CG.

L’¢tude a permis de développer une classification moléculaire robuste du CG et a
identifier de nouvelles mutations dans les différentes classes de ce type de cancer. Cette
classification a permis d’explorer de nouveaux horizons de la recherche thérapeutique.

Les quatre sous-types moléculaires proposés par TCGA sont: les CG associés a ’'EBV,

les CG présentant une instabilité des microsatellites, les CG présentant une stabilité
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génomique et les CG présentant une instabilité chromosomique (Cancer Genome Atlas
Research Network., 2014).

Le résumé des principales altérations génétiques détectées dans les différentes classes du
CG sont fourni dans le tableau suivant.

Tableau 2.4: Principales caractéristiques génomiques des quatre classes moléculaires du
cancer gastrique proposées par TCGA, d’apres (Gulley., 2015).

Les cancers gastriques associés a ’EBV (9% des CG) :
- Mutation de PIK3CA
- Importante hyperméthylation de I’ADN y compris dans CDKN2A (p16) mais non
pas dans le promoteur MLH1
- Amplification du géne JAK2
- Déreégulation des génes impliqués dans la réponse immunitaire avec CD274 et
PDCDI1LG2 (PD-L1 et PD-L2) amplification et surexpression

Les cancers gastriques présentant une instabilité des microsatellites (22% des CG) :
- Hyperméthylation d'’ADN avec une inhibition épigénétiques de MLH1
- Mutation de nombreux génes incluant les facteurs HLA de classe 1 affectant la
présentation de I'antigene.

Les cancers gastriques présentant une stabilité géenomique (20% des CG) :
- Mutations activatrice de GTPase unique (RHOA ou ARHGAP)
- Mutation de CDH1 (E-cadhérine) (somatique)
- Sous-type histologique diffus

Les cancers gastriques présentant une instabilité chromosomique (50% des CG) :

- Plusieurs amplifications et délétions de genes, notamment I'EGFR, le VEGFA et
d'autres amplificateurs génétiques du récepteur tyrosine kinase, ou amplification des
genes régulateur du cycle cellulaire (CCND1, CCNE1, CDK®6)

- Mutation TP53

2.1.5. Facteurs de risque
Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés pour le cancer de I'estomac ; ils incluent :
I'infection par Helicobacter pylori, le régime alimentaire, le mode de vie (tabagisme et
consommation d’alcool), lI'obésité, les radiations, I’infection par ’EBV, les antécédents de

gastrectomie partielle et les antécédents familiaux.

a. Infections par Helicobacter pylori
H. pylori, bactérie a Gram négatif, est caractérisée comme cancérogene de classe | pour le
CG par I'OMS depuis 1994 (Schistosomes., 1994). Cette bactérie colonise la muqueuse

gastrique de 50% de la population humaine. De nombreuses études épidémiologiques ont
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montré que l'infection par H. pylori est le principal facteur de risque du CG. Ainsi,
I’éradication de I’infection pourrait avoir un role protecteur (Asaka et al., 1997 ; de Vries et
al., 2007 ; de Martel et al., 2012 ; Ishaqg et Nunn, 2015).

Le pouvoir pathogéne de H. pylori est variable et dépend de différents mécanismes qui ne
sont pas encore complétement caractérisés. Principalement, H. pylori peut conduire au
développement d’un CG selon deux mécanismes :

(1) Un effet indirect par des processus inflammatoires: Pinfection par H. pylori
provoque une réponse inflammatoire chronique entrainant un renouvellement cellulaire accru
qui, au cours de plusieurs décennies, peut entrainer une accumulation d'erreurs mitotiques. La
progression de ce processus inflammatoire a été illustrée dans la cascade de Correa décrite
précédemment.

(i) Un effet direct sur les cellules épithéliales gastriques : I’infection par H. pylori peut
avoir des effets directs sur la composition moléculaire des cellules épithéliales gastriques,
suite a l'action toxique des facteurs de virulence. H. pylori présente une grande diversité
génétique, avec notamment plusieurs souches possedant des génes associés a I’expression de
cytotoxines comme la cytotoxine associee au géne A (cytotoxin-associated gene A, CagA), et
la cytotoxine vacuolante A (vacuolating cytotoxin A, VacA). Ces substances sont des facteurs
de virulence associés aux lésions gastriques précancéreuses comme la gastrite atrophique et la
dysplasie (Niwa et al., 2010).

Des études menées chez la souris ont montré une augmentation du taux de mutation dans
la muqueuse gastrique infectée par H. pylori (Touati et al., 2003). Les souches virulentes de
cette bactérie peuvent ainsi provoquer des mutations des genes reégulateurs du cycle
cellulaire, des carences dans les mécanismes de réparation de 'ADN, une perte des propriétés
adhésives des cellules, ainsi que des changements épigénétiques.

Toutes ces transformations sont capables de modifier le comportement de la cellule, ce
qui peut conduire a l'autonomie cellulaire et a la transformation maligne (Coelho et al., 2016 ;
Peek, 2016 ; Chen et al., 2016(a) ; Ishaq et al., 2016 ; Naumann et al., 2017).

b. Facteurs alimentaires
Indépendamment de I’infection par H. pylori, le mode alimentaire semble étre un facteur
de risque pour le CG. Le Fonds Mondial de Recherche contre le Cancer (FMRC) et I’Institut
Américain de Recherche sur le Cancer (AICR) estiment que le sel et les aliments salés, ainsi
que les viandes ou poissons fumes, transformés ou grillés favorisent 1’apparition du CG

(Wiseman, 2008). Des études épidémiologiques ont confirmé que la consommation
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d’aliments riches en sel était associée a un risque élevé de développer un cancer de I’estomac
(Woo et al., 2014 ; Fang et al., 2015 ; Shin et al., 2016). En revanche, la réduction de la
consommation d’aliments salés, remplacés par une alimentation conservee par réfrigération, a
éte corrélée a une réduction des taux du cancer de l'estomac (La Vecchia et al., 1990 ; Boeing
et Frentzel-Beyme, 1991). D’autre part, la consommation de légumes et de fruits diminuerait
le risque de CG de 40% par leurs effets antioxydants (Kobayashi et al., 2002 ; Cheng et al.,
2016(a) ; Wang et al., 2017).

D’un autre c6té, un apport alimentaire élevé en sel augmente également le risque
d'infection par H. pylori, et sa capacité a promouvoir le développement du CG (Fox et al.,
1999 ; Loh et al., 2007). Des études menées chez la souris ont révélé qu’un régime riche en
sel provoque une hyperplasie gastrique et améliore la colonisation par H. pylori (Fox et al.,
1999). Ce régime salé induit également une dysplasie de haut grade et un adénocarcinome
gastrique invasif chez des gerbilles infectées par H. pylori (Wang et al., 2000 ; Kato et al.,
2006 ; Gaddy et al., 2013).

En effet, les concentrations élevées en sel stimulent 1'expression accrue de I’oncoprotéine
CagA, qui entrainerait une inflammation de 1’épithélium gastrique et une hypochlorhydrie,
favorisant la formation de tumeurs gastriques (Loh et al., 2012). D’aprés une hypothese
alternative, les concentrations élevées en sel pourraient conduire a une modification de
I'expression de multiples génes d’H. pylori (y compris CagA) ainsi qu'a des altérations dans
les cellules hétes. Ces facteurs pourraient stimuler une carcinogenése développée (Lee et al.,
2003; Krejs, 2010).

Les agents cancérigenes alimentaires peuvent également interagir directement avec les
cellules épithéliales gastriques et provoquer des mutations génétiques. Un taux élevé de
chlorure de sodium peut endommager la mugueuse gastrique, provoquer la mort cellulaire, et
induire la prolifération de cellules régénératives dans les modéles animaux (Cohen et Roe,
1997).

Les composés N-nitrosés ont des effets carcinogenes; l'exposition a ces composés,
qu’elle soit alimentaire ou endogene, peut augmenter significativement le risque du cancer
gastro-intestinal (Jakszyn et al., 2006; Loh et al., 2011). Les composés N-nitrosés peuvent
étre obtenus par la nitrosation de nitrates et de nitrites provenant de certains aliments comme
les viandes fumées, cuites au barbecue ou grillées, traitées ou transformées, le poisson salé ou
fumé, les légumes séchés ou les condiments conservés dans le vinaigre (Xu et al., 2015).

Ainsi, le Calcium, la vitamine A et C ont été postulé d’exercer un rdle protecteur de la
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muqueuse gastrique par la réduction de la formation des composés N-nitrosé carcinogenes
(Haungs et al., 2000).

Une récente étude a révelé qu’une alimentation riche en graisses stimule les
changements précancéreux de la muqueuse gastrique par I’activation de la voie de
signalisation du récepteur de la leptine (Arita et al., 2016).

Il est intéressant ici de mentionner qu’il existe une corrélation entre le régime
alimentaire méditerranéen et d’une part un risque réduit de plusieurs types de cancer, et
d’autre part la mortalité globale par cancer, y compris le cancer de I’estomac (Schwingshackl

et Hoffmann, 2016).

c. Facteurs héréditaires et génétiques

La plupart des CG sont sporadiques, sans antécédents familiaux ou agrégations de cas.
Seuls 1 & 3 % des CG peuvent étre attribués a des formes héréditaires (Jolissaint et al., 2011).
Des altérations genétiques dans les CG sporadiques sont fréquemment rapportees.

Les trois regions chromosomiques le plus souvent en cause correspondent a 17q, 20q et
19 (42 % a 53 %). Les différents types histologiques du CG ont des profils relativement
différents sans qu’il existe de gain ou de perte typiques (Sunakawa et Lenz, 2015). La
classification de TCGA englobe toutes les caractéristiques génomiques des différents types
de CG.

» La forme familiale des cancers gastriques

La forme familiale est observee dans prés 10 % des CG. Elle est le reflet d’une
augmentation intrafamiliale des facteurs de risque, qui peut résulter de I’interaction entre les
facteurs génétiques de susceptibilité et certains facteurs environnementaux, comme la
consommation d’alcool, le tabagisme ou I’alimentation. Les facteurs génétiques peuvent
affecter les réponses immunitaires et inflammatoires, en particuliers lors d’une infection par
H. pylori (Jolissaint et al., 2011 ; Cheng et al., 2016).

Des polymorphismes fonctionnels dans les genes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires produites en réponse a I’infection par H. pylori, telles que les interleukines
1B, 8 et 10 (IL-1pB, IL-8, IL-10) ou le Tumor Necrosis Factor (TNFa) seraient également
associés a une amplification de la réponse inflammatoire et a une majoration du risque de CG
(Kamangar et al., 2006).

De méme, des polymorphismes dans les geénes impliqués dans I'immunité innée
pourraient interférer avec 1’inflammation induite et le risque de CG. Ceci a notamment été

montré pour certains polymorphismes du géne TLR4, qui code pour le récepteur Toll-like
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receptor 4, récepteur du liposacharide de la paroi bactérienne (van der Ploeg et al., 2015 ; de
Oliveira et al., 2015 ; Liu et al,, 2015; Ying et al., 2016). Ces études d’associations a
I’échelle du génome ont principalement été effectuées dans des populations chinoises,
coréennes et japonaises, ou le taux de CG est tres élevé.

> La forme héréditaire des cancers gastriques:

1 a 3% des CG sont d'origine héréditaire. Ces CG sont par définition des cancers
familiaux hérités de facon autosomique dominante. Il en existe deux types : les CG de type
diffus héréditaires ou (Hereditary Diffuse Gastric Carcinoma (HDGC)), et les CG survenant
dans le cadre de maladies héréditaires.

- Les cancers gastriques de type diffus héréditaires

Ils se caractérisent par un aspect histologique diffus, peu différencié, et a cellules
indépendantes dans tous les cas (Colvin et al., 2015). Les HDGC sont generalement liés a une
mutation du gene CDH: ou a une hyperméthylation de son promoteur. Ce géne code pour la
protéine E-cadhérine, une protéine transmembranaire impliquée dans plusieurs phénoménes
comme 1’adhésion intercellulaire, le contr6le de la morphogénése, le trafic intracellulaire et la
prolifération cellulaire.

La mutation de ce géne induit une perte des fonctions de I’E-cadhérine, perturbant ainsi
I’adhésion intercellulaire, ce qui explique 1’aspect diffus a cellules isolées de ces cancers. Le
géne CDHj est le seul gene connu causal pour les HDGC, et est impliqué dans 40 % des cas,
ce qui signifie que 60 % des cas relevent d’un diagnostic génétique encore inconnu
(Petrovchich et Ford, 2016 ; Tu et al., 2016).

- Les cancers gastriques survenant dans le cadre de maladies héréditaires

Dans cette catégorie, le cancer de l'estomac n'est pas la pathologie la plus fréquente ; il
n'est qu'une des localisations possibles de la maladie néoplasique (Sezeur et al., 2006).

- Plusieurs polyposes digestives sont décrites: la polypose adénomateuse familiale
(PAF), est causee par une mutation du géne de la polypose adénomateuse colique (APC). Le
syndrome de Peutz-Jeghers est associé a une mutation du géne STK11. Le syndrome de
polypose juvénile engendre la formation de polypes dans le tube digestif, dont I’estomac. Ces
polypes apparaissent habituellement avant 1’age de 20 ans.

- Le syndrome de Lynch (aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose, ou
HNPCC) est causé par la mutation de génes qui interviennent dans la réparation d’erreurs lors
de la réplication de I’ADN.
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- Le syndrome de Li-Fraumeni est habituellement causé par une mutation du géne TP53
ou du géne CHEK?2. 11 est li¢ a une hausse du risque d’apparition de plusieurs types de
cancers, dont le cancer de I'estomac.

d. Facteurs liés aux habitudes de vie, & la consommation d’alcool et au
tabagisme

Parmi les facteurs environnementaux, de nombreuses habitudes de vie jouent un role
important dans le développement du CG. En 2010, I'TARC (International Agency for
Research on Cancer) a annoncé qu’il existait une association significative entre le tabagisme
et le risque d’apparition du CG (IARC, 2010). En effet, le tabagisme majore le risque du CG
directement, en agissant sur 1’épithélium gastrique, et indirectement, en favorisant 1’infection
par H. pylori. Ce risque augmente avec I’intensité et la durée de la consommation de tabac
(Yeh et al., 2009 ; Yeh et al., 2013). Ainsi, environ 18 % des CG peuvent étre attribués au
tabagisme (Sjodahl et al., 2007).

La consommation d’alcool augmente également le risque de CG (Yeh et al., 2011 ;
Bagnardi et al., 2015). Une étude a démontré qu’une consommation de tabac élevée (> 20
cigarettes/jour), associée a une consommation d’alcool réguliére (> 5 occasions/14 jours) peut
majorer le risque de CG non-cardia d’environ 5 fois par rapport au risque encouru par les
non-consommateurs.

D’autres facteurs de risque, tels que l'exposition aux rayonnements, l'age, le sexe
masculin, le manque d'activité physique, et le faible statut socioéconomique, ont également
été associés a un risque accru de CG non-cardia, alors que le reflux gastro-oesophagien et
l'obésité ont été spécifiquement liés a un risque accru de CG touchant le cardia (Karimi et al.,
2014).

e. Conditions pathologiques et Iésions précancéreuses

Un certain nombre de situations ou de lésions gastriques s’accompagnent d’une
augmentation du risque de CG. Les principales conditions précancéreuses a 1’origine des CG
sont: la gastrite chronique atrophique avec métaplasie intestinale, 1’ulcére gastrique et la
gastrectomie pareille. Moins de 10 % des gastrites chroniques atrophiques évoluent en CG.
Ainsi, les malades atteints d’un ulcére gastrique ont un risque de développer un cancer de
I’estomac 1.5 a 2 fois plus élevé par rapport aux sujets sains. La maladie de Biermer (gastrite
atrophique fundique auto-immune) peut aussi favoriser la survenue de tumeurs endocrines
gastriques. De méme, le risque d’adénocarcinome sur moignon gastrique aprés gastrectomie
partielle est significativement trés élevé dans les 15 a 20 ans suivant la premiére chirurgie
(Yakirevich et Resnick., 2013).
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f. Infection par le virus d’Epstein-Barr
L’infection par ’EBV est également un facteur de risque pour le CG. Les caractéristiques
épidémiologiques, clinico-pathologiques et moléculaires des CGaEBV, ainsi que le r6le de

I’EBV dans le CG, sont détaillés dans la partie suivante.

2.2. Cancer gastrique associé au virus d’Epstein-Barr
2.2.1. Définition

En 1990, en utilisant la technique de PCR, Burke et ses collaborateurs détectent pour la
premiere fois le génome de ’EBV dans une forme rare du CG qui ressemble beaucoup au
cancer indifférencié du nasopharynx: le carcinome indifférencié a stroma lymphoide
(Lymphoepithelioma-like carcinoma (LELC) (Burke et al., 1990). L’introduction de la
technique d’hybridation in situ a facilité la détection des EBERs au debut des années 90, et a
permis de révéler une forte association entre ’EBV et le sous-type LELC, avec une
corrélation pouvant s’élever a 90 %.

De plus, en 1992, Shibata et Weiss ont pu déterminer que I'EBV est impliqué non
seulement dans le LELC, mais également dans tous les carcinomes gastriques ordinaires
(Shibata et Weiss., 1992)

Au cours de la derniére décennie, le réle étiologique de I'EBV dans la carcinogenese
gastrique est devenu apparent. Ainsi, selon Thorley-Lawson (2005), la présence uniforme des
EBERs dans les cellules tumorales, et leur absence dans les cellules épithéliales normales,
ainsi que la détection de 1’épisome viral monoclonal dans les cellules tumorales, sont deux
preuves suffisantes pour démontrer un lien de causalité entre 'EBV et le CG.

D’autres observations supplémentaires, telles que la présence de forts titres d’anticorps
anti-EBV dans le sérum des patients (Levine et al., 1995) et les caractéristiques
morphologiques et épigénétiques uniques observées dans ce type de cancer (Fukayama et
Ushiku, 2011 ; Kaneda et al.,, 2012 ; Matsusaka et al., 2014) supportent 1’implication
étiologique de ’EBV dans le CG. Plus récemment, des études moléculaires exhaustives ont
démontré que les CGaEBV présentent des anomalies moléculaires caractéristiques différentes
de celles observées dans les CG EBV-négatifs (Cancer Genome Atlas Research Network,
2014 ; Wang et al., 2014).

Le CGaEBV se défini par la croissance clonale de cellules épithéliales de I'estomac
infectées par ’EBV. Les CGaEBV peuvent étre identifié par hybridation in situ (ISH) des
EBERSs sur des sections de carcinomes gastriques fixés au formol et enrobés dans la paraffine

(Fukayama., 2010). Cette méthode est basée sur le fait que les EBERSs sont abondamment

61



Chapitre 2 : Le cancer gastrique associe au virus d’Epstein-Barr

produits dans le noyau des cellules infectées (10%7 copies par cellule). Ainsi, dans les cas de
CGaEBYV, I'ISH permet de détecter les EBERSs dans la quasi-totalité des cellules cancéreuses,
tandis que les cellules épithéliales gastriques non néoplasiques adjacentes sont négatives pour
ce test (Tokunaga etal., 1993). Ainsi, la détection des EBERs par ISH est considérée comme

la méthode de référence pour le dépistage du CGaEBV.

2.2.2. Caractéristiques épidémiologiques du cancer gastrique associé au virus
d’Epstein-Barr

La fréquence de l'infection par I’EBV dans le CG varie de 2 a 20 %, avec une moyenne
de 10 %. Au niveau mondial, 90 000 de nouveaux patients développant ce type de cancer
chaque année (lizasa et al., 2012). Contrairement au lymphome de Burkitt et au cancer du
nasopharynx qui ont une distribution endémique en Afrique équatoriale et en Asie du sud-Est
respectivement, le CGaEBV forme le plus large groupe de tumeur maligne associée a ’'EBV
dans le monde, et sa distribution présente des variations géographiques importantes. Son
incidence est élevée dans certains pays occidentaux comme 1’Allemagne et les Etats-Unis,
alors qu’elle est plus faible dans la plupart des pays européens, en Amérique du Sud et en
Asie (Camargo et al., 2011 ; lizasa et al., 2012).

D’apres la charge mondiale de mortalité de 2010, les taux de mortalité annuelle estimés
pour les pathologies malignes liées a ’EBV sont de 69 081 cas de carcinomes gastriques lies
a ’EBV, 63 118 cas de carcinomes nasopharyngés, 7917 cas de lymphomes de Hodgkin et
2251 cas de lymphomes de Burkitt (Khan et Hashim, 2014).

Une étude japonaise effectuée par Tokunaga et ses collaborateurs (1993) a étudié la
prévalence des CGaEBV dans plusieurs pays. L’étude a révélé que cette fréquence est
inversement proportionnelle a l'incidence du CG. En effet, les pays a faible taux de CG
présentent une fréquence élevée de CGaEBYV, tel qu’il a été observé aux Etats Unis et en
Allemagne. Par contre, les pays a haut risque de CG, tels que le Japon et la Chine, présentent
une faible incidence de CGaEBV. Par ailleurs, certaines études suggerent que les conditions
économiques ne sont pas une variable pertinente pour expliquer la fréquence des tumeurs
gastriques associées a I’EBV, car il n’existe pas de corrélation entre la fréquence d’apparition

des CGaEBYV et le niveau de développement du pays (Gulley., al. 1997 ; Lee et al., 2009(a)).
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2.2.3. Caractéristiques clinico-pathologiques du cancer gastrique associé au virus
d’Epstein-Barr

Le CGaEBV forme un sous-groupe distinct des autres types de CG par ses
caracteristiques clinico-pathologiques. Selon la plus importante méta-analyse effectuée a ce
jour, incluant 15952 cas provenant de différents pays (Murphy et al., 2009), les
caracteristiques cliniques du CGaEBYV sont:

- une prédominance masculine,

- une localisation principale dans la partie non-antrale (cardia ou corps),

- une préedominance au sein des CG survenant aprés une gastrectomie partielle suite a
un ulcere ou carcinome gastrique, ce type de cancer étant quatre fois plus susceptible
d’étre EBV-positif que d’autres formes de CG,

- une prédominance pour le type histologique LELC, la fréquence d’association de ces
tumeurs a I’EBV ¢étant quatre fois supérieure a celle rapportée pour d’autres types de
CG.

Concernant le type histologique intestinal et diffus, cette étude démontre qu’il n’existe
pas de préférence pour les CGaEBV, méme si d’autres analyses suggerent que les CGaEBV
de type diffus dominent ceux de type intestinal (Alipov et al., 2005 ; Abdirad et al., 2007).

Certaines ¢tudes détectent une association entre 1’age des patients et la survenue de la
maladie (Herrera-Goepfert et al., 2005 ; BenAyed-Gourfali et al., 2011), mais les méta-
analyses n’ont pas confirmé cette observation.

La tomodensitométric permet d’observer que le CGaEBV est souvent d’aspect ulcéré,
avec un épaississement marqué de la paroi gastrique (Fukayama, 2010 ; Maeda et al., 2010).

A son stade précoce, le CGaEBV présente une histologie caractéristique appelée « motif
en dentelle » (figure 2.18). Ce type de structure est typiqguement observée dans les lésions
intra-muqueuses montrant des tubules et des cordons anastomosés irréguliers, et associées a
une infiltration lymphocytaire modérée a dense, ce qui donne un aspect de motif en dentelle
ou réticulaire a faible grossissement. Lorsque ce motif est observé dans les échantillons de
biopsie, le dépistage d’EBERS par ISH est recommandé pour le diagnostic (Arikawa et al.,
1997 ; Shinozaki-Ushiku et al., 2015(a)).

63



Chapitre 2 : Le cancer gastrique associe au virus d’Epstein-Barr

Figure 2.18 : Modele de dentelle caractéristique du CGaEBV de stade précoce d’apres
(Shinozaki-Ushiku et al., 2015 (a)).

Les CGaEBV sont généralement associés a une gastrite atrophique caractérisée par
I’infiltration d’un nombre élevé de lymphocytes. La gastrite chronique peut alors augmenter
les chances d'interaction entre les cellules épithéliales gastriques et les lymphocytes B ; les
cytokines produites par les cellules inflammatoires peuvent ainsi soutenir la croissance des
cellules épithéliales gastriques infectées par ’EBV (Choi et al., 2012).

Certaines méta-analyses ont déterminé que les tumeurs gastriqgues EBV-positives sont
inversement corrélées avec le paramétre TNM, ce qui signifie que le CGaEBV montre un
faible taux d’atteinte ganglionnaire par rapport a d’autres types de CG (Camargo et al., 2011 ;
Abe et al., 2015). Par ailleurs, il n’existe pas de consensus sur l'impact pronostique de
I'infection par ’EBV sur le carcinome gastrique. Cependant, une récente méta-analyse de
4599 cas de carcinomes gastriques a démontré que la présence d’une infection par 'EBV est
associée a une reduction du taux de mortalité (Camargo et al., 2014).

L'influence d’H. pylori sur I'émergence du CGaEBYV est controversée. Certains rapports
indiquent que I’infection par H. pylori est moins fréquente dans les CGaEBV (Wu et al.,
2000 ; Luo et al., 2006), alors que d’autres démontrent que cette fréquence est plus élevée
dans les CGaEBYV par rapport a d’autres types de CG (Yanai et al., 1999 ; Lima et al., 2008).

Par ailleurs, les CGaEBV sont fréquemment localisés preés de la frontiere d’une
mugqueuse atrophique, ou l'infiltration de cellules inflammatoires est abondante (Yanai et al.,
1999 ; Kaizaki et al., 1999).

Enfin, il a été démontré que les facteurs environnementales et le mode de vie ont un effet
sur la survenu des CGaEBV, I’analyse récente d’une large série de patients atteints de
CGaEBV a démontré que le tabagisme est un facteur de risque pour cette pathologie

(Camargo et al., 2014) ; ainsi, deux études confirment qu’une alimentation riche en sel
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présente également un facteur de risque pour ce type de cancer (Koriyama et al., 2005 ;
Campos et al., 2006).

Ces remarquables différences épidémiologiques et cliniques suggérent la présence
d'importantes différences dans I'étiologie et les étapes de la carcinogenése entre le CG EBV-
positif et le CG EBV-négatif.

2.2.4. Oncogenése induite par le virus d’Epstein-Barr dans les cellules épithéliales

gastriques
2.2.4.1. Intégration virale

L’étape initiale de ’oncogenese gastrique induite par '’EBV est I’infection des cellules
épithéliales. Le mécanisme d’entrée du virus dans les cellules épithéliales est mal connu. Il
est cependant clair que ce mécanisme est non seulement different de celui de I’entrée de
I’EBV dans les lymphocytes B, mais aussi probablement beaucoup plus complexe, en raison
de I’absence du récepteur CD21 des glycoprotéines virale gp350/gp220 a la surface des
cellules épithéliales. De plus le complexe d’histocompatibilité HLA de classe Il intervient
dans I’entrée de ’EBV est absent dans les cellules épithéliales (Imai et al., 1998). Différents
mécanismes ont été proposés pour expliquer ’entrée du virus, ils ont été détaillés dans le
chapitre 2.

Une infection in vitro de cellules épithéliales gastriques humaines par 'EBV a été
réalisée pour la premiére fois a la fin des années 90 (Yoshiyama et al., 1997), en utilisant une
souche d’EBV recombinante possedant un gene de résistance a la néomycine ('Yoshiyama et
al., 1995 ; Shimizu et al., 1996). Les cellules épithéliales, n’exprimant pas le récepteur CD21,
ont pu étre infectées par ’EBV sans que cette infection ne soit bloquée par un anticorps
monoclonal anti-CD21. Les chercheurs ont ainsi pu conclure que les cellules tumorales
gastriques étaient sensibles a l'infection par ’EBV et qu’un nouveau récepteur, différent du
CD21, était impliqué.

Par la suite, Imai et ses collaborateurs (1998) ont realisé un transfert ’EBV dans des
cellules épithéliales aprés le mélange de cellules épithéliales avec des cellules B
recombinantes produisant 'EBV. IIs ont alors constaté que le transfert s’effectuait par contact
cellule a cellule et que I’infection par ’EBV de la lignée cellulaire de carcinome gastrique
Akata était établie avec une efficacité environ 800 fois plus élevée par contact cellule a
cellule comparée a l'incubation directe avec des particules virale. Chesnokova et Hutt-
Fletcher (2014) ajoutent qu’un virus libéré des cellules B est 5 fois plus infectieux pour les

cellules épithéliales que pour les cellules B.
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Par ailleurs, Akiba et ses collaborateurs (2008) supposent que I’infection des cellules
¢épithéliales gastrique par ’EBV est favorisée par la présence de lésions au niveau de la
muqueuse gastrique. En effet, il a été montré que les patients atteints de GCaEBV sont
fréquemment exposés a la poussiere de bois et a la poussiere de métaux, qui provoquent des
Iésions au niveau de I’estomac (Tokunaga et al., 1993). De méme, une forte prévalence de
signaux EBERs (jusqu'a 30 %) a été observée dans les cancers du moignon gastrique, qui
sont par définition des cancers survenant aprés une gastrectomie partielle (Chang et al.,
2000 ; Zur Haussen et al., 2004).

Ainsi, P’EBV peut infecter I'épithélium de I'estomac par l'intermédiaire des lymphocytes
B porteurs d'EBV reéactivés et recrutés sur la membrane endommageée, ou sur la muqueuse
gastrique régénératrice suite a une réaction inflammatoire. Lorsque l'infection des cellules

épithéliales est établie, le virus adopte alors certaines stratégies pour assurer sa survie.

2.2.4.2. Maintien de I'ADN clonal dans le cancer gastrique associé au virus
d’Epstein-Barr

L’ADN des particules virales, bicaténaire et lineaire, devient circulaire dans les cellules
infectées. La circularisation se fait par fusion de séquences terminales répétées (TR) des deux
extrémités de I’ADN. Lorsqu'une cellule infectée subit une transformation maligne, la méme
structure de répétition terminale fusionnée est héritée par toute la descendance du clone
malin. L'analyse des TR par Southern blot est un outil essentiel pour la détermination de la
clonalité, de I'intégration et de 1'état d'activation de ’EBV dans les cellules infectées.

Un seul fragment d'enzyme de restriction terminal indique que 1’infection par ’EBV est
monoclonale, provenant d’une seule cellule infectée, alors que la présence de deux fragments
indique que le génome de I'EBV est polyclonal, et que l'infections peut provenir de multiples
cellules (Figure 2.19) (Banati et al., 2017).

Dans le CGaEBV, lanalyse des TR par Southern blot a démontré que, dans chaque
échantillon, il existe un fragment unique de 6 kb. Ceci indique que la prolifération de 'EBV
est monoclonale, que le génome viral est présent sous forme d’épisome, sans intégration dans
le génome d'hodte, et que l'infection est latente, sans réplication virale.

Lorsque cette analyse a été appliquée aux carcinomes intra-muqueux (tumeur de stade
précoce) et aux carcinomes invasifs (stade avancé), ’EBV s’est révélé étre monoclonal ou bi-
clonal dans les tissus du carcinome au stade précoce, mais toujours monoclonal au stade
avancé. Ceci indique que l'infection par ’EBV se produit au stade primaire ou trés précoce

du développement du carcinome gastrique (Fukayama et al., 2008 ; Abe et al., 2015).
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Figure 2.19 : Détection de I’infection monoclonale et polyclonale de ’EBV dans le cancer
gastrique. L’analyse par Southern blot révele que les virions infectieux produisent une série
de petites bandes. En revanche, une tumeur monoclonale présente une seule bande de haut

poids moléculaire, et une tumeur polyclonale présente plusieurs bandes. D’aprés (Gulley.,
2001).

Les premieres étapes du développement du CGaEBV ne sont pas encore parfaitement
élucidées. En effet, une ou plusieurs cellules infectées dans la muqueuse de I'estomac,
contenant des copies de I'ADN viral, se transforment et commencent la croissance clonale.

La protéine nucléaire virale EBNA-1 est une protéine multifonctionnelle nécessaire pour
maintenir une infection dans les cellules hotes, et ce en contribuant a la réplication et a la
ségrégation mitotique du génome de ’EBV. EBNA-1 recrute un complexe cellulaire de
reconnaissance de ’origine OriP, nécessaire pour la réplication de I'ADN viral.

En utilisant la machinerie cellulaire, la réplication virale est initiée pendant la phase S de
la division des cellules hote. EBNA-1 assure la liaison des épisomes viraux aux chromosomes
de I’hdte et donc la propagation du méme nombre de copies du génome viral aux cellules

filles (Shinozaki-Ushiku et al., 2015(a)).

2.2.4.3. Interactions du virus d’Epstein-Barr et de I'héte au niveau moléculaire
a. Roles des genes de latence
L’expression des genes de latence et le type de latence dans les CGaEBV est un sujet de
controverse. Dans Une large méta-analyse de 25 publication concernant I’expression des
geénes de latence de ’EBV dans le CG suggere que le modele de transcription des genes de
latence dans le CGaEBV est unique, et ne correspond pas aux modeles de latence standards
de ’EBV (Ribeiro et al., 2017). Ici, I’analyse a révélé que dans le cas des CGaEBV, la
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fréquence d’expression des EBERS est de 100 %, celle d’EBNA-1 est de 98,1 %, et celle de
LMP-2A de 53,8 %, alors que LMP-1 et LMP-2B sont présents dans seulement 10 % des cas.
Par ailleurs, la transcription des genes lytiques précoces immédiats, BZLF1 et BRLF1, a
parfois été détectee sans progression ultérieure du cycle lytique.

Toutefois, selon 1’étude faite par (Cancer Genome Atlas Research Network., 2014) ainsi
que d’autres travaux comme (Imai et al., 1994 ; Luo et al., 2005 ; Young et al., 2003) le
CGaEBYV est un néoplasme de latence | ou Il dans lesquelles EBNA-1, EBERs, BART,
miARN BART et parfois (40%) de la protéine LMP2A sont exprimés. selon ces auteurs
I’absence d’expression d’EBNA-2 et LMP-1 qui sont importants pour lI'immortalisation et la
transformation des cellules B est di a la présence des anomalies dans les cellules épithéliales
gastriques qui ont empécher I’expression de ces protéines.

Pour déterminer les propriétés oncogénes des genes latents autres que la LMP-1, les rdles
des génes latents exprimes dans le CG ont éte étudiés. Ces résultats sont discutés séparément
dans les sections suivantes et resumé dans le (Tableau 2.5).

o EBERs

L'infection par ’EBV induit l'expression du facteur de croissance autocrine IGF-1
(insulin-like growth factor-1) dans la lignée cellulaire gastrigue NUGC-3. Il a été démontré
que les EBERs sont responsables de cette induction. (Iwakiri et al., 2003). D’autre part,
EBER-1 modifie l'expression des micro-ARN cellulaires qui altérent ’expression de la
cadhérine-E, entrainant ainsi une transition épithéliale-mésenchymateuse dans une lignée
cellulaire de carcinome gastrique (Shinozaki et al., 2010), cette effet intervient dans la
chimiorésistance. De plus, une étude a montré que les EBERs stimulent I'expression de I1L-6
et active son régulateur STAT3, ce qui entraine une régulation négative des inhibiteurs du
cycle cellulaire p21 et p27 dans une lignée cellulaire de carcinome gastrique (Banerjee et al.,
2013). Cette méme étude a également démontré que les EBERs induisent l'activation des
molécules pro-métastasiques pFAK et pPAKL, ainsi que la régulation négative des molécules
anti-métastasiques RhoGD1 et KAI-1, favorisant ainsi la migration cellulaire.

. EBNA-1

Les lignées cellulaires gastriques SCM1 et TMC1 transfectées par EBNA-1 présentent
des propriétés tumorigénes et des taux de croissance accrus dans les xénogreffes (Cheng et
al., 2010). Dans les lignées cellulaires gastrique AGS infectées par 'EBV, la protéine PML
(Promyelocytic leukemia protein) est présente en faible quantité par rapport aux lignées de

cellules EBV-négatives. Une observation similaire a été effectuée dans des échantillons de
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biopsie. Cette diminution de 1’expression de PML est controlée par EBNA-1. De fait, PML
est une protéine suppresseur de tumeur associée a la formation des corps nucléaire liés a la
chromatine PML-NBs (promyelocytic leukemia nuclear bodies). Les PML-NBs sont connus
pour avoir un certain nombre de fonctions cellulaires régulatrices, avec un réle dans
I’apoptose, la stabilité du génome, les effets antiviraux et le controle de la division cellulaire.
Dans les lignées AGS, EBNA-1 diminue I’expression de PML et empéche donc l'activation
de p53 et le déclenchement de l'apoptose en réponse aux Iésions de I'ADN, entrainant ainsi
une survie cellulaire (Sivachandran et al., 2012).
e LMP-2A

De nombreuses études ont permis de précisément révéler les réles de LMP-2A au cours
de la carcinogenése gastrique. Ainsi, il a été observé qu’une lignée cellulaire gastrique
transfectée par LMP-2A présentait une resistance contre I'apoptose. Cette étude a permis de
déterminer que LMP-2A activait I'expression de la survivin par l'intermédiaire de l'activation
du facteur nucléaire NF-xB (Hino et al., 2008). De maniére similaire, la transfection de LMP-
2A dans une lignée cellulaire de carcinome gastrique a ameélioré la croissance cellulaire et
réduit lI'apoptose, ceci via lI'augmentation de I'expression de la cycline E, et donc la proportion
de cellules en phase S (Liu et al., 2011). Il est également possible que LMP-2A soit capable
d'activer la voie de signalisation Notch, qui améliore l'expression des protéines liées a la
dynamine (Drp-1), qui, a leur tour, activent la migration cellulaire (Pal et al., 2014).

En plus de ces effets modulateurs directs sur la prolifération et la migration des cellules,
LMP-2A a une fonction unique, induisant des changements épigénétiques dans le génome de
I'n6te. En effet, elle favorise la phosphorylation de STAT3, qui active la transcription de
'ADN methyltransférase DNMT1 (Hino et al., 2009). L’activation de DNMT1 induit la
méthylation des Tlots CpG dans la région promotrice de PTEN, ce qui réduit son expression.
L’inactivation épigénétiques du géne PTEN a été observée dans plusieurs types de tumeurs
tels les cancers du cerveau, du poumon ou de la prostate. Les changements épigénétiques, en
particulier I'hyperméthylation du génome de 1’hote, sont 1'un des mécanismes les plus
cruciaux lors de la carcinogenese gastrique induite par I'EBV.

e BARF-1

Si plusieurs rapports suggérent la participation de BARF-1 dans la carcinogenese
gastrique, ils se contredisent quant a sa fréquence d’expression ; BARF-1 est exprimee dans
prés de 100% des cas de GCaEBV pour certains (zur Hausen et al., 2000) et dans seulement
50% des cas de CGaEBV pour d’autres (Wang et al., 2004 ; Luo et al., 2005). La transfection
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de BARF-1 dans une lignée cellulaire de carcinome gastrique induit des altérations
significatives de l'expression des génes de 1’hdte, en particulier des genes liés a la
prolifération et a l'apoptose. Les cellules transfectées par BARF-1 présentent une
chimiorésistance, avec un rapport d'expression de Bcl-2-Bax augmenté (Wang et al., 2006).
De plus, la transfection de cellules de carcinome gastrigue par BARF-1 provoque une
croissance cellulaire élevée, induite par une activation de NF-kB/cycline D1, et une inhibition
des régulateurs du cycle cellulaire p21WAF (Chang et al., 2013).
e LMP-1

La protéine LMP-1 est considérée comme le noyau du mécanisme oncogéne de I'EBV,
mais sa présence dans le CGaEBV est un sujet de controverse et son réle dans la
carcinogénese gastrique est mal connu. Plusieurs rapports suggerent que cette protéine n’est
en effet pas exprimée dans les CGaEBV (Sugiura et al., 1996 ; Luo et al., 2005 ; Imai et al.,
1994; Young et al., 2003). Selon ces auteurs, LMP-1 interviendrait dans les stades précoces
du développement tumoral et serait par la suite réprimée selon un mécanisme inexpliqué.
Ainsi, d’aprés Lee et al., (2011) et Tang et al., (2012) ’absence de LMP-1 peut étre le
résultats d’une sélection clonale des cellules tumorales LMP-1-positives par une réaction
immunitaire. Les suggestions de ces auteurs se basent sur le fait que la protéine LMP-1 peut
étre reconnue par les lymphocytes T cytotoxiques, et les patients atteints de CGaEBV
conservent normalement la réponse immunitaire des cellules T spécifiques au virus. De
récente etudes ont observé une hyperméthylation des ilot CpG du promoteur du gene codant
LMP-1, cette hyperméthylation peut étre le résultats de ’extinction de I’expression de LMP-1
(Lietal., 2016).

D’autres investigations démontrent la présence de faibles taux d’expression d’ARNm
correspondant & LMP-1 dans des cas de CGaEBV associ¢é a une absence d’expression
protéique (Strong et al., 2013), ces auteurs supposent que les ARNm subissent une régulation
post-transcriptionnelle induisant le blocage de la traduction ou la dégradation de la protéine et
que cette régulation est mediée par les miIARN BART fortement exprimés dans les CGaEBV.

Toutefois d’autres études ont observé I’expression de LMP-1 dans leurs cohortes de
CGaEBY par ’application des techniques de marquage immunohistologique ce qui témoigne
que cette protéine joue probablement un réle oncogéne dans les CGaEBYV (Shin et al., 1996 ;
Harn et al., 1995).

Les réles des différents génes de latence virale dans la formation et le développement des

CGaEBYV sont résumés dans le tableau suivant.
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b. Régulations épigénétiques des génes viraux et des génes de I’héte
Plusieurs études ont démontré que les anomalies épigénétiques telles que
I'nyperméthylation du promoteur jouent un réle crucial dans la carcinogenese des CGaEBV.
L’EBV provoque une méthylation des ilots CpG dans les régions promotrices de nombreux
génes du virus et de I’hote (Tempera et Lieberman, 2014). Ainsi, les CGaEBV avaient la
prévalence la plus élevée de I'hyperméthylation de I'ADN comparé a d’autres types de
cancers signalé par le TCGA (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).

Tableau 2.5: Roles des génes de latences dans le CGaEBV d’aprés (Shinozaki-Ushiku et al.,
2015(a)).

Geénes de latence | Les proteines associees Effets biologiques
EBER-1 IGF-1 Croissance autocrine
hsa-miR-200a, 200b, Transition épithéliale au mésenchyme
(ZEB1, ZEB2, E-cadherin) | Chimiorésistance
IL-6 (STAT3, p21, p27)
pFAK, pPAK1 Migration cellulaire
RhoGD1 KAI-1
EBNA-1 P53 Tumorigénicité
PML (p53, p21) Anti-apoptose
LMP-2A NF-kB (survivin) Anti-apoptose
Cyclin E1 Anti-apoptose
Drp-1 Transition épithéliale au mésenchyme
Notch (Drp -1) Migration cellulaire
STAT3 (DMNT-1, PTEN) | Altération épigénétique
DMNT3b
BART et BARF-1 | Bcl-2, Bax Chimiorésistance
Cyclin D1 Prolifération cellulaire
NF-xB/cyclin D1, p21WAF | Prolifération cellulaire

Une hyperméthylation globale et non aléatoire des ilots CpG, en particulier au niveau des
promoteurs des genes suppresseurs de tumeur, est observee dans les cas de CGaEBV. Cette
hyperméthylation entraine I’extinction de I’expression des génes en aval. Ainsi, les cas de
CGaEBV peuvent présenter une hyperméthylation des promoteurs de multiples genes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (p16INK4A, p1l4ARF, p15 et p73), dans la
réparation de 'ADN (MSH1, MGMT et GSTP1), dans l'adhésion cellulaire et les métastases
(CDH1, TIMP1 et TIMP3), dans l'apoptose (DAPK et BCL-2) et dans la transduction du
signal (APC, PTEN et RASSF1A) (Kang et al., 2002 ; Osawa et al., 2002 ; Zhao et al., 2013 ;
Abe et al., 2015).
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Si la plupart des génes méthylés dans des CG EBV-négatifs sont également méthylés
dans les CGaEBV, environ 270 geénes sont uniquement methylés dans les CGaEBV. La
méthylation de MLH1, fréquente (46%) dans les CG EBV-négatifs, n’a pas été détectée dans
les CGaEBV (Katona et al., 2017). Dans les cellules infectées latentes, et en réponse a des
agents de réactivation virale, les protéines précoces sont synthétisées, et le facteur de
transcription Zta se fixe sélectivement a I’ADN méthylé des promoteurs des geénes lytiques,
ce qui provoque la transition de la phase latente a la phase Iytique (Chen et al., 2009).

En effet, l'expression des génes latents viraux est également supprimée par la
méthylation. Des études ont confirmé expérimentalement que la méthylation de I'ADN viral
précédait la méthylation de 'ADN de I’héte d'une semaine (Zhao et al, 2013). La
méthylation des genes viraux pourrait étre un mécanisme de défense de I'hdte contre 'ADN
étranger pour supprimer I'expression du gene viral. Cependant, la répression de I'expression
des genes latents viraux pourrait bénéficier a 'EBV, en lui permettant d'échapper a la réponse
immunitaire de 1’hote. En outre, une méthylation excessive peut conduire a une répression
des geénes suppresseurs de tumeurs, ce qui pourrait finalement donner lieu a une
carcinogenese (Shinozaki-Ushiku et al., 2015(a)).

Les mécanismes exacts de I'hyperméthylation induite par I'EBV, décrits ci-dessus, restent
inconnus. Le réle de LMP-2A a induire la méthylation du promoteur PTEN dans les lignées
cellulaires de cancer gastrique infectées par ’EBV a été cité precédemment, bien que cette
voie ne puisse expliquer que partiellement la méthylation globale des ilots CpG dans les
CGaEBV (Hino et al., 2009).

c. Rodles des microARNS viraux

Alors que, les altérations épigénétiques induisent la régulation positive ou négative de la
transcription des génes associés au cancer, les miARNSs agissent comme des régulateurs post-
transcriptionnels de I'expression des genes (Nana-Sinkam et Croce., 2011). Des études ont
décrit I'expression des 44 miARNs codés par I’EBV connus dans des échantillons de tissus de
patients atteints de CGaEBV; les miR-BART1-3p, 2-5p, 3, 4, 5, 7, 9, 10-3p, 17-5p et 18-5p
ont été exprimés a des niveaux relativement élevés. Des études ont révélé que les génes cibles
de ces miARNSs avaient des fonctions associées a des voies liées au cancer, en particulier la
régulation de l'apoptose. Une récente étude a montré une réduction de I’apoptose dans des
lignées cellulaires gastriques et que cette réduction a été associée a une répression de la
protéine Bid (un membre de la famille de bcl-2) induite par miR-BART4-5p codé par ’EBV
(Shinozaki-Ushiku et al., 2015(b)).
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Dans une autre étude, les miR-BART7-3p codé par ’EBV régule la traduction du géne
suppresseur de tumeur PTEN dans les tissus du cancer du nasopharynx et favorise la
transition épithéliale-mésenchymateuse et ainsi la métastase tumorale (Cai et al. 2015). Selon
ces auteurs, les miR-BART7-3p qui sont abondamment exprimes dans les CGaEBV peuvent
jouer le méme role observé dans le NPC.

Il est important de noté que le role exacte de ’EBV dans la transformation maligne des
cellules épithéliales gastrique n’est pas exactement connu. Ainsi, le stade de I’implication de
ce virus dans le processus tumorigénes et les mécanismes d’actions et d’interaction entre les
facteurs de latence viraux et les cellules épithéliales gastriques infectées sont en voie
d’études. Abe et ses collaborateurs (2015) ont proposé un schéma hypothétique des
principaux événements observés pendant la carcinogénése induite par ’EBV dans le CG

(Figure 2.20).
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Figure 2.20: Schéma hypothétique de l'oncogenése virale chez les CGaEBV.
L'inflammation chronique induite par les facteurs environnementaux et l'infection par H.
pylori altere la muqueuse gastrique et provoque une infiltration des lymphocytes B, y
compris les cellules B infectées par ’EBV. Les cellules épithéliales de 1'estomac peuvent
étre infectées a partir de cellules B porteuses de ’'EBV réactivées. Pendant l'infection
latente, P’EBV utilise des mécanismes cellulaires pour 1 : le maintien du génome viral
dans les cellules hotes, 2 : I'nyperméthylation des génes viraux et de I’hdte, 3 : l'altération
de I'expression des miARN et la sécrétion d'exosomes, ce qui entraine le développement et
la progression des CGaEBV. (Abe et al., 2015).
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2.2.4.4. Altérations génomiques et expression des genes dans les cancers gastriques
associés a ’EBV

Les progres récents dans I’étude du génome et I'utilisation des techniques & haut debit
pour explorer les altérations génétiques dans le cancer ont pu fournir de nouveaux moyens
afin étudier de maniére exhaustive le CGaEBV aux niveaux moléculaire et génétique. Ces
techniques ont permis aux chercheurs d'identifier des anomalies génétiques relativement
inconnues et peu fréquentes qui ne peuvent étre trouvées a l'aide d'approches
conventionnelles.

De nombreuses études ont pu identifier plusieurs altérations génomiques dans les
CGaEBYV, dont la plus récente et la plus large est I’étude effectuée par le groupe de recherche
de TCGA. Cette étude a identifié des mutations récurrentes des génes PIK3CA (80%),
ARID1A (55%) et BCOR (23%), alors que la mutation du gene TP53 (codant pour p53)
fréquemment retrouvé dans les CG est extrémement rare dans les CGaEBV. Une autre
caracteristique importante des CGaEBV est la surexpression du ligand (PD-L) 1 et 2
(programmed death-ligand) (The Cancer Genome Atlas Research Network., 2014).

- PIK3CA : ce gene code pour la protéine (p110a) qui est une sous unité de ’enzyme
PI3K impliqué dans la voie PI3K / Akt, les mutations dans ce géne sont frequentes dans les
cancers de divers organes, comme le cblon, le sein, I'endometre et l'ovaire, elle sont
principalement au niveau de I'exon 9 (E542K et E545K) et a I'exon 20 (H1047R) (Samuels et
Velculescu., 2004; Samuels et Waldman., 2010).

- Des études suggérent que la mutation du PIK3CA précéde l'infection par ’EBV, ce
qui augmente les fonctions de ce géne muté dans I’activation de la voie PI3K / Akt. En effet,
la protéine virale LMP-2A est connue pour réguler positivement les voies PI3K / Akt
(Bultema et al., 2008), et la méthylation de ' ADN induite par ’EBV de PTEN et d'INPP4B
(inhibiteurs de la voie PI3K / Akt) pourrait contribuer a ce processus (Hino et al., 2009; Yuen
et al., 2014). La découverte des mutations dans le gene PIK3CA a une grande importance
dans le domaine de la thérapeutique car l'inhibition de la voie PI3K / Akt peut augmenter
I'efficacité thérapeutique des cancers associés a I'EBV. Par exemple, l'inhibiteur de PI3K
Ly294002 a montré qu'il augmente I'effet du 5-fluorouracile (traitement pour le cancer) dans
une lignée cellulaire de CGaEBV. A I'heure actuelle, les inhibiteurs doubles de PI3K et sa
cible en aval de la rapamycine ont été utilisés dans des essais cliniques et peuvent étre inclus
dans les schémas de traitement pour les cancers associés a I'EBV (Chen et al., 2012(a)).

- ARID1A: ce gene code pour une sous-unité du complexe de remodelage de la

chromatine SWI / SNF et est actuellement considéré comme un gene suppression de tumeur
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en régulant la structure de la chromatine et I'expression des génes (Wilson et Roberts., 2011).
ARID1A est frequemment muté dans le CG avec instabilité des micro-satellitaire ainsi que
dans les CGaEBV. Les études d’immunohistochimies indiquent que 1’absence de I’expression
d’ARID1A dans le CGaEBV est indépendante du degré de la profondeur de I’invasion
tumoral, ce qui indique que la perte d'’ARID1A est un événement précoce dans la
carcinogenese des CGaEBV (Abe et al., 2012). De plus, il a été démontré que les mutations
dans ARID1A sont présentes dans la muqueuse gastrique chroniquement enflammée et
infectée par H. pylori (Shimizu et al., 2014). Ces observations confirment que la mutation de
ce gene précede l'infection par ’EBV. Ces mutations conduisant a I’altération au niveau de la
structure chromatinienne qui pourraient faciliter l'entrée virale dans le noyau et la
manipulation des mécanismes de méthylation (Day et al., 2007; Abe., 2015).

- BCOR': ce gene code pour un corépresseur de transcription de BCL-6, il est
fréquemment muté dans les leucémies aigiie myeloides ; récemment démontré, BCL6 réprime
GLI1 et GLI2, les effecteurs de la voie SHH qui intervient dans le controle de la division
cellulaire, la mutation de BCOR est induit des perturbations de la division cellulaire et la
prolifération anarchiques des cellules (Tiberi et al. 2014).

- Amplification de PD-L1 et PD-L2 : PD-1(programmed cell death protein 1) est une
proteine de la famille des immunoglobulines, présente a la surface des lymphocytes T, des
lymphocytes B et des macrophages qui joue un role de régulation négative de la réponse
immunitaire. Les ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2 exprimés par les cellules tumorales,
exercent un effet inhibiteur sur les lymphocytes T pour échapper a I'immun surveillance
(Pedoeem et al., 2014).

Etant donné que les CGaEBV présentent une infiltration lymphocytaire nettement dense
dans les amas de cellules tumorales et le stroma tumoral (Song et al., 2010), I'échappement de
I’action des lymphocytes est essentielle pour la progression de la tumeur, ceci explique
I’amplification des genes PD-L1 et PD-L2 et la surexpression de leurs produits observés dans
les CGaEBV (Derks et al., 2016; Dong et al., 2016). La découverte de I’amplification des
genes PD-L1 et PD-L2 a une grande importance dans le domaine de la thérapeutique, les
stratégies actuelles consistent a inactiver la voie de signalisation PD1/PD-L1 a l’aide
d’anticorps monoclonaux, qui ciblent soit PD-1 soit PD-L1.  Des études ont montré 1’intérét
et I’activité aussi bien d’anticorps anti-PD-1 (Topalian et al. 2012) que d’anticorps anti-PD-
L1 (Herbst et al. ,2014 ; Powles et al., 2014). Cette stratégie a également été appliquée sur

les CGaEBYV et elle a donné des résultats tres intéressants (Dai et al., 2016).
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Ce travail comporte trois principaux volets:

- L’étude de I'infection par ’EBV dans le CG et son implication dans le processus
tumoral. Nous avons ici effectué la détection de I’expression des EBERs dans les tissus
cancéreux gastriques et dans des lésions précancéereuses. Cette étude a permis de déterminer
la fréquence des CGaEBYV et les caractéristiques cliniques et pathologiques des malades
EBV-positifs.

- L’étude de I’infection latente par ’EBV dans le CG. Nous avons ici effectué la
détection de I’expression de LMP-1 dans les tissus gastriques tumoraux, puis la détection
simultanée de ’expression des EBERs et de LMP-1.

- La recherche de marqueurs spécifiques pour le diagnostic du CGaEBV. Nous avons
ici étudié ’expression de la protéine LMP-1 dans le sérum sanguin de patients algériens
atteints de CG.

A 1a fin de ce travail, nous discuterons 1’ensemble des résultats de notre étude, de leurs

significations et de leurs perspectives avec une synthese rapprochée de la littérature.

3.1. Detection du virus d’Epstein-Barr dans le cancer gastrique et dans les lésions
précancereuses

L’hybridation in situ (ISH) est la technique de référence pour détecter 1’expression
d’EBER-1 et EBER-2, afin de déterminer la présence d’une infection par ’EBV. Cette
technique s’effectue sur un tissu fixé au formol et enrobé en paraffine.

Dans notre travail, nous avons utilisé deux dérivées de I’ISH, la FISH et la CISH, afin de
détecter I’expression des EBERS sur des coupes de tissus gastriques fixés au formol et
enrobés dans la paraffine. Nous avons en premier lieur utilisé une approche par FISH, puis
nous avons appliqué la CISH afin de tester son efficacité dans la détection des EBERS,
puisqu’il s’agit d’une technique trés récente et spécifique mais également pour confirmer la
sensibilité et la spécificité de la FISH.

D’une fagon générale, I'ISH correspond a la détection microscopique d’un signal
d’hybridation entre une sonde marquée et un acide nucléique ADN ou ARN. Cette technique
repose sur les propriétés physico-chimiques des acides nucléiques comme la complémentarité
des bases constitutives de ’ADN et I’ARN d’une part, et la réversibilité du processus de
dénaturation et renaturation d’autre part. Les sondes utilisées peuvent étre marquées par un
isotope radioactif révélé par autoradiographie, ou par une molécule non-radioactive
(fluorochrome, biotine, digoxigénine) visualisée soit au microscope a fluorescence, soit par

une réaction colorée visible au microscope optique standard.
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L’ISH est la technique optimale pour localiser les acides nucléiques dans les différents
territoires d’un tissu ou d’une cellule, et permet de préciser le type de cellule contenant le

signal.

3.1.1. Matériels
e Population d’étude

Nous avons obtenu 1’autorisation de mener I’investigation sur des échantillons humains
selon les principes d’éthique mentionnés dans la déclaration d’Helsinki (53°™ Assemblée
générale de I’AMM, Washington DC, Etats Unis, Octobre 2002) par le comité d’éthique du
Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Nedir Mohammed de Tizi-Ouzou (Réf : CSF/SNV/1-
2013). Notre étude a été menée sur 113 échantillons correspondant a 97 cas de tissus
cancéreux gastriques, 6 cas de tissus précancereux correspondant a des dysplasies gastriques
et 10 cas de biopsies non néoplasiques présentant une simple gastrite.

Pour cette étude nous avons utilisé un témoin positif afin de contrdler le bon déroulement
et la réussite de la technique, ce témoin positif est un échantillon provenant d’un cas de
lymphome de Hodgkin testé auparavant positif pour ’EBV dans le méme laboratoire
d’anatomo-pathologie. Tous les cas sélectionnés proviennent de patients algériens consultés
entre 2010 et 2013, ayant subi soit une gastrectomie totale ou partielle, soit une résection
biopsique par endoscopie dans le but d’obtenir un diagnostic. Les échantillons provenant de
patients ayant subi un traitement par chimiothérapie ou radiothérapie ont été exclus de la
sélection.

Les tissus étudiés ont été fixés au formol, enrobés en paraffine et conservés dans des
blocs dans le laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU Nedir Mohammed de Tizi-Ouzou,
Algérie. Les données cliniques et pathologiques concernant I’age, le sexe, la localisation de la
tumeur, le degré de I’extension tumorale, le type histologique et le degré de la différenciation
tumorale ont été recueillies par consultation des dossiers médicaux et du rapport des examens
anatomopathologiques.

Afin de confirmer le diagnostic de chaque échantillon, des coupes histologiques colorées
a I’hématoxyline-€osine ont été examinées par un médecin anatomopathologiste. Cette étape
a également permis le choix d’un bloc de paraffine représentatif de la lésion tumorale pour
chaque cas, ainsi que la localisation des endroits sur les coupes pour I’exploitation

moléculaire.
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e Sondes et anticorps

Les sondes utilisées dans cette étude sont achetés de Dako Cytomation (Y5200), ¢’est un
mélange de 4 sondes différentes formées d'acide nucléique peptidique (PNA) marquées a la
fluorescéine complémentaire a des parties des deux ARN EBER-1 et EBER-2. Ces sondes
permettent la détection des EBERs par hybridation in situ en un seul jour sur des coupes
tissulaires fixées au formole et enrobés en paraffine.

Les PNA reproduisent la configuration de I'ADN (Figure 3.21), elles sont synthétisées
pour contenir un squelette polyamide de N-(2-aminoethyl) glycine ou les bases azotés sont
attachées d’une facon covalente, elles se notent donc comme des peptides, avec deux
extrémités N-terminale et C-terminale. La nature non chargée des sondes PNA leurs fournit
une stabilité thermique, une forte pénétration dans le tissu, et une résistance a la destruction
enzymatique par des nucléases et des protéases qui leurs permet une plus longue durée de vie.
La courte longueur de la sonde offre une plus grande spécificité (Just et al., 1998 ; Ray et
Nordén., 2000)
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Figure 3. 21: Structure chimique de I’ADN et de PNA. Les PNA sont formées d’un squelette
polyamide de N-(2-aminoethyl) glycine (B) indique les bases azotées (adénine, guanine,
cytosine ou thymine) ; d’aprés (Just et al., 1998).

Nous avons utilis¢é aussi des sondes composées d’oligo (d)T pour contrbler la

préservation de I'ARN dans les coupes histologiques. Pour la détection des hybrides aprés
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hybridation in situ en fluorescence, nous avons utilisé le kit Alexa Fluor 488 (Invitrogen USA
A10235), ce kit contient un premier anticorps lapin anti-FITC qui se lie sur la sonde marquée
a la fluorescéine, et un second anticorps chévre anti IgG de lapin qui se fixe sur le premier
anticorps afin d’ameliorer encore le signale.

Pour la détection du signale apres I’hybridation in situ chromogénique, nous avons utilisé
I’anticorps lapin anti-FITC couplé a la phosphatase alcaline (Dako 5201) et le substrat
enzymatique (BCIP/NBT) 5-bromo-4-chloro-3-indolyl/4-nitroblue tetrazolium chloride
phosphate (Invitogen 34042).

3.1.2. Méthodes
3.1.2.1. Hybridation in situ en fluorescence (FISH) :

Cette technique de diagnostic morphologique comprend cing étapes qui sont les
suivantes:

e Préparation des coupes histologiques

Des coupes de 3 a 4um sont réalisées a 1’aide d’un microtome a partir de blocs de tissus
fixés au formol et enrobés en paraffine. Le microtome est muni d’une lame échangeable
permettent la réalisation des coupes dépourvues de stries et de plies. Les coupes ont eté
rapidement recueillis sur un bain d’ecau distillée puis étales sur des lames silanisées qui
garantissent 1’adhésion du tissue sur la lame pendant les étapes de la techniques. Les lames
sont par la suit séchées dans un incubateur a 60° pendant lheure puis conservées a 37°
jusqu'a la prochaine étape.

Il faut bien mentionner que tous le long des étapes de cette technique, la contamination
avec I’ARNase a été strictement évité. La verrerie utilisée (lames et lamelles) a été incubée
pendant toute une nuit a 200°C afin d’éliminer toute trace d’ARNase.

e Prétraitement des coupes et perméabilisation

Avant de procéder au protocole de coloration, les lames doivent subir deux étapes
successives sont le déparaffinage et la digestion protéolytique.

Le déparaffinage est effectué dans deux bains de xyléne pendant 5 min chacun, il est a
noté que I’élimination incomplete de la paraffine peut provoquer une mauvaise coloration de
la section. Par la suit et pour éliminer le xyléne résiduel et réhydrater les coupes, les lames
sont passées dans deux bains d’éthanol absolu suivi de deux bains d’éthanol a 95% pendant 3

minutes puis un lavage dans DEPC-H.O (diethyl pycocarbonate H-O, spéciale pour
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I’hybridation in situ qui inactive les ARNase, elle est utilisée pour toute les dilution et lavage
au lieu de I’eau distillée) .

Les préparations histologiques sont soumises a une digestion protéolytique pour favoriser
I’accessibilit¢ de la sonde a sa cible et diminuer le bruit de fond par une meilleure
permeéabilité du stroma. La digestion se fait dans une solution de protéinase K (500ul dilué
dans 4.5ml d’un tampon Tris salin TBS (Tris buffered saline) appliquée pendant 3 minutes a
37°C; afin d’inactiver la digestion, les lames sont incubées dans 0.1 mg glycine dans TBS
pendant 30 s pour inactiver la protéinase K suivie d’un lavage dans la TBS puis deux bains
DEPC-H0.

Enfin, les lames sont passées successivement dans des bains d’éthanol a (70°, 90° et
100°, DEPC-H:0) puis séchées a température ambiante pendant 2 heures dans 1’enceint
humide.

e Hybridation

Une quantité aliquote de 10 pl de la solution d’hybridation contenant la sonde PNA
EBERs a été appliquée sur chacune des préparations et recouverte d’une lamelle de verre
sertie a 1’aide d’une colle (rubber cement ; Fixogum Marabou, Tamm. Germany). Les lames
sont placées dans une enceint humide et incubées dans un incubateur a 55° pendant une
heure.

e Lavage de stringence
Les ¢étapes de lavage apres hybridation permettent d’éliminer les sondes non hybridées et
d’assurer la stabilisation préférenticlle des hybrides appariés. Ce lavage de stringence
consiste a faire passer les lames dans des solutions salines faiblement concentrés, avant ces
étapes les lamelles sont enlevées. Le premier lavage se fait dans une solution composée de
40% formamide et 5xSSC (Standard Saline Citrate) composé de (0.15M NaCl, 0.15 M
sodium citrate, pH 7,) a 55°C pendant 15 minutes. Le deuxiéme lavage s’effectue dans une
solution de 5xSSC a 55°C pendant 15 minutes et le dernier lavage se fait dans une solution se
2xSSC pendant 15 minutes également a température ambiante. Pendant les étapes de lavage
les lames restent toujours dans I’enceinte humide pour que les coupes ne dessechent pas.
e Révélation
Afin de renforcer la fluorescence et la photostabilité des sondes PNA, nous avons utilisé
le kit Alexa fluor 488 qui assure I’amplification du signale. Le kit contient I’anticorps

primaire Alexa fluor 488 lapins anti-FITC qui se fixent sur la molécule FITC de la sonde
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PNA, et un anticorps secondaire Alexa fluor 488 chévre anti lapin qui se fixe sur I’anticorps
primaire.

La révélation du marquage s’effectue a 1’aide du microscope LMS Ziess qui peut détecter
le signale fluorescent et peut faire également une combinaison entre le signale fluorescent et
la technique en contraste de phase qui n’est pas destructive pour la fluorescence. L'idée est de
localiser une zone d'intérét spécifique dans un spécimen a l'aide de la technique en contraste
de phase puis, sans relocaliser I'échantillon, passer le microscope au mode fluorescence, et
faire une combinaison entre les deux images celle-ci peut donner plus de détail sur la

structure du tissu et la localisation spécifique du signale fluorescent.

3.1.2.2. Hybridation in situ chromogénique (CISH)

La CISH est un outil de diagnostic qui utilise des sondes d'acides nucléiques pour
reconnaitre des séquences spécifiques d'ADN ou ARN. Cette technique représente une
combinaison entre la technologie FISH et la détection chromogéne spécifique de la technique
d’immunohistochimie. Nous avons ici utilisé la CISH sur 9 cas de CG et un cas de tissu non
tumoral. Le but de cette étude était de confirmer les résultats de la FISH et de comparer entre
les résultats des deux techniques.

Les étapes initiales de préparation des sections histologiques, d’hybridation et de lavage
pour la CISH sont identiques a celles de la FISH. La différence entre les deux techniques
réside dans le mode de détection des hybrides formés.

En effet, apres hybridation, les coupes sont incubées avec un anticorps anti-FITC produit
chez le lapin et couplé a la phosphatase alcaline (Dako code 5201) a température ambiante
pendant 30 minutes, incubation suivie des étapes de lavages. Les coupes sont par la suite
incubées avec le  substrat  enzymatigue  BCIP/NBT  (5-bromo-4-chloro-3-
indolyphosphate)/(nitroblue tetrazolium) pendant 30 minutes. Ce substrat est utilisé pour la
détection de I’anticorps, les lames sont par la suite lavées afin d’arréter la réaction.
L’observation des coupes se fait a ’aide d’un microscope photonique, les cellules présentant

une coloration nucléaire ont été considérées comme positifs.

3.1.2.3. Analyse statistique
Les tests Chi-carré (X?) a été utilisés pour la recherche d’une éventuelle association entre
la présence des EBERS et les caractéristiques clinico-pathologiques des patients. Pour tous les

tests statistiques utilisés dans ce travail, une valeur bilatérale de p <0,05 a été considérée
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comme significative. Donc, si la valeur de p est inférieure ou égale a la valeur de 0,05
choisie, cela signifie qu’il existe une corrélation statistiquement significative entre les deux

variables.

3.2. Etude de P’infection latente par le virus d’Epstein-Barr dans le cancer gastrique.
Détection de I’expression de LMP-1

L’étude de I’expression dune ou plusieurs protéines de latence de ’EBV dans le CG
permet de déterminer le type de latence adopté par ce virus, et de comprendre son réle exact
dans la carcinogénese gastrique. Dans cette partie, nous avons ciblé la détection de
I’expression de LMP-1, car d’une part elle est considérée comme 1’oncogéne majeur de
I’EBV, et d’autre part sa présence dans le CG a souvent été controversée dans la littérature.
Cette partie comprend trois volets :

- Nous avons utilise deux techniques d’immuno-marquages, I’'immunofluorescence (IF)
indirecte et I’immunohistochimie (IHC), en utilisant deux anticorps anti LMP-1 différents.
L’intérét d’utiliser ces deux techniques réside en la possibilité de comparer les resultats et
d’étudier leurs spécificités et sensibilités dans la détection de LMP-1. En outre, la technique
d’IHC donne plus de détails morphologiques que I’IF.

- Nous avions aussi pour but de déterminer la nature des cellules exprimant LMP-1. Nous
avons recouru a une approche a double marquage par IF pour détecter simultanément LMP-1
et la cytokératine. La cytokératine est caractéristique des cellules épithéliales ; sa co-
localisation avec la protéine LMP-1 indique que cette derniére est exprimée dans les cellules
épithéliales, et non pas dans les cellules du stroma tumoral ou les lymphocytes circulants.

- Enfin, nous avons cherché a effectuer une détection simultanée de I’expression du
produit d’un géne de latence, ici LMP-1, et des transcrits viraux, ici les EBERs, sur des
coupes tissulaires de CG. Pour ce faire, nous avons utilisé une technique de double marquage
a IF et FISH. Cette approche a permis de tester la présence des EBERs et de LMP-1 dans les

tissus tumoraux gastriques, et d’identifier les cellules infectées par ’EBV exprimant LMP-1.

3.2.1. Matériels
e Population d’étude
Les deux techniques d’IF et IHC ont été appliquées sur tous les échantillons de tissus
cancéreux gastriques EBV positifs par FISH. La technique de double marquage a IF réalisée
pour la détection simultané de la LMP-1 et la cytokeratine a été appliquée sur 5 échantillons

de cas de CG EBV positive par FISH. Pour les deux techniques IF et IHC un témoin positif a
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éte utilisé correspondant a un cas de lymphome de Hodgkin déja testé positive pour LMP-
1dans notre laboratoire.
o Réactifs

Les anticorps utilisés pour la détection de la protéine LMP-1 sont :

Deux anticorps primaires monoclonaux anti LMP-1: I’anticorps souris anti LMP-1 S12
reconnait la portion C-terminal de la protéine LMP-1, il a été cordialement offert par le
professeur Ooka Tadamasa (Laboratoire de virologie moléculaire CNRS, Lyon, France).
L’anticorps souris anti LMP-1 CS1-4 est un mélange de quatre anticorps monoclonaux CS1
CS2, CS3 et CS4 qui reconnaissent ensemble les trois épitopes de la molécule, acheté de
(Dako, Cytomation, IR753).

Pour la technique de double marquage a immunofluorescence, nous avons utilisé
¢galement 1’anticorps monoclonal anti-cytokeratine (CK 7 ab90083, abcam).

Les anticorps secondaires utilisés pour I’'immunofluorescence sont : Alexa Fluor 488
conjugué a la fluorescéine isothiocyanate FITC (vert) et Alexa Fluor 568 conjugué a la
tétraméthylrhodamine isothiocyanate TRITC (rouge) (Invitrogen. USA).

L’anticorps secondaire utilis¢ pour I’immunohistochimie est le kit EnVision
(DakoCytomation, K4061) ayant une sensibilité tres élevé et génerant peu de bruit de fond
car il est formé d’un polymére de dextran qui porte sur un coté 1’anticorps secondaire
spécifique a I’anticorps primaire et de I’autre coté plusieurs molécule d’enzyme de révélation

la peroxydase de Raifort (HRP).

3.2.2. Méthodes
Les techniques d’immunomarquages sont des techniques de détection morphologique des
molécules de nature protéique ou glycoprotéique ayant valeurs de motifs antigéniques dans
les structures tissulaires ou cellulaires. Ces techniques utilisent des anticorps spécifiques
souvent de lapin ou de souris dirigées contre les antigénes recherchés, ces anticorps peuvent
étre conjugués a un traceur soit fluorescent ou enzymatique fixé directement ou indirectement

sur ’anticorps permettent de détecter la liaison entre I’anticorps et sa cible.

3.2.2.1. Immunofluorescence
La technique d’immunofluorescence passe par plusieurs étapes, brievement, des coupes
histologiques de 3pum d’épaisseur sont réalisées grace a l'utilisation d’un microtome, les

coupes étalées sur des lames silanisées sont déparaffinées et réhydratées suivant les méme
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¢tapes de préparation et confection de coupes déja décrites pour la technique d’hybridation in
situ en fluorescence.

Par la suite, un démasquage antigénique est nécessaire afin d’augmenter I’immuno-
activité des antigenes parfois perdu pendant les étapes de fixation au formol et les étapes de
confection des coupes. Le démasquage est réalisé par la chaleur en immergeant les
préparations dans un tampon citrate (acide citrique monohydraté) a pH:6.0 chauffé a 98° dans
un bain-marie pendant 10 minutes.

Apres refroidissement a température ambiante, les lames sont lavées dans un tampon TBS
trois fois a pH: 7.0 puis dans I’eau distillée. Par la suite, ’anticorps primaire S12 anti LMP-1
est appliqué a une dilution 1 :500 dans le PBS (Phosphate Buffred Saline) pendant une heure.

Les préparations sont par la suite lavées trois fois dans un tampon TBS puis dans de I’eau
distillée. Elles sont ensuite incubées avec I’anticorps secondaire chéevre anti souris Alexa
Fluor 488 conjugué a la FITC dilué a 1 :1000 pendant une heure et dans une chambre noire.
Apres le lavage dans 3 bains de TBS et d’eau distillée, les lames sont prétes a étre observées
sous un microscope a fluorescence. La positivité consiste a une coloration fluorescente en

vert brillant.

3.2.2.2. Double marquage a immunofluorescence

Afin de determiner le phénotype des cellules exprimant la protéine LMP-1, nous avons
appliqué une double coloration a IF pour détecter simultanément LMP-1 et la cytokératine 7.

Il existe 20 types de cytokeratine, classees de 1 a 20. Les cytokératines font partie de la
composition des filaments intermédiaires du cytosquelette des cellules épithéliales. Les
épithéliums se distinguent donc des autres tissus histologiques par la présence des molécules
de cytokeratine.

Dans notre étude, nous avons utilisé ’anticorps anti LMP-1 (S12) produit chez la souris,
et I’anticorps polyclonal anti-cytokeratine (CK7) produit chez le lapin. Cet anticorps permet
la détection spécifique des cellules épithéliales gastriques.

La technique de double coloration a IF a été utilisée sur 10 cas de CG préalablement
testés par FISH, et EBERs-positifs avérés. Les étapes initiales de préparation des sections
histologiques et de démasquage antigénique sont identiques a celles de I’IF. Ces étapes sont
suivies d’une incubation des préparations histologiques avec les anticorps primaires S12 et
CK7 simultanément, et ce pendant une heure, a température ambiante.

La révélation des complexes antigénes-anticorps est réalisée apres incubation avec deux

anticorps secondaires différents, chevre anti souris Alexa fluor 488 conjugué a FITC pour
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détecter I’anticorps anti LMP-1, et chévre anti lapin Alexa fluor 568 conjugué & TRITC pour
détecter la cytokératine. Les coupes sont contre coloré par le DAPI qui colore les noyaux.
Apres les étapes de lavage avec le tampon PBS et I’eau distillée, les lames sont observées
sous un microscope a fluorescence muni de filtres rouge et vert. Un signal fluorescent vert
indique la présence de LMP-1 et un signal fluorescent rouge indique la présence de la
cytokératine. La superposition des images obtenues permet de déterminer une éventuelle co-
localisation de LMP-1 et de la cytokératine. Un événement de co-localisation apparait alors
en jaune. Il est important de préciser que toutes les étapes suivant ’application des anticorps

secondaires se font en chambre noire.

3.2.2.3. Immunohistochimie

Pour cette technique, les étapes de préparation des sections histologiques et de
démasquage antigénique ont été réalisées de la méme maniére que pour I'IF. Suivant le
démasquage, l’activité des peroxydases endogenes est bloquée en utilisant le peroxyde
d’hydrogéne H202 a 3% pendant 5 minutes. Les lames sont lavées a I’eau distillée puis dans
le TBS 0,05 M pH 7,4.

Par la suite, I’anticorps anti LMP-1 (CS1-4) dilué a 1:200 est appliqué pendant une heure.
La revelation des complexes anticorps-antigenes est réalisée par incubation avec le polymere
de dextran conjugué a des anticorps secondaires marqués a I’enzyme HRP (peroxydase de
raifort) pendant 30 minutes, suivie d’un lavage a I’eau distillée.

La révélation de I’activité peroxydase est réalisée par incubation dans un substrat
chromogene (3,3’-diaminobenzidine, DAB) pendant 5 minutes. Les coupes sont ensuite
contre-colorées a 1’hématoxyline, puis montées.

L’observation des préparations histologiques est effectuée a I’aide d’un microscope

optique et un signal positif consiste en une coloration brunatre et granulaire.

3.2.2.4. Double marquage a immunofluorescence et hybridation in situ en
fluorescence
Nous avons cherché ici a détecter simultanément les EBERS et LMP-1 sur une méme
coupe tissulaire de CG, ceci par double marquage a IF et FISH, I’objectif de cette étude étant
d’une part de confirmer la sensibilité des deux techniques appliquées séparément, et d’autre

part de confirmer la présence de LMP-1 dans le CGaEBV.
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Nous avons appliqué cette technique sur 15 échantillons de CG fixés au formol et enrobés
dans la paraffine. Cette technique, tres délicate et minutieuse, commence par le marquage IF,
suivi par la FISH, dont les étapes sont brievement décrites ici.

Les coupes de paraffine sont tout d’abord déparaffinées dans deux bains de xyléne
pendant 5 minutes, et hydratées dans des bains d’éthanol croissants.

Les coupes sont par la suite incubées dans une solution de protéinase K pendant 3
minutes a 37°C pour assurer la digestion protéolytique, puis incubées dans 0.1 mg
glycine/TBS pendant 30 secondes pour inactiver la protéinase K. Aprés un lavage dans le
TBS, puis dans DEPC- H20, les lames sont hydratées dans des bains d’éthanol croissants puis
séchées a température ambiante pendant 2 heures dans une enceint humide.

Un démasquage antigénique est par la suite réalisé. Les lames sont incubées dans un
tampon citrate a pH 6.0 chauffé a 98°C pendant 10 minutes, puis lavees dans le TBS, puis
dans DEPC-H.0. L’anticorps anti-LMP-1 S12 (1:500) est appliqué pendant une heure. Les
coupes sont lavées 3 fois dans le TBS, puis dans DEPC-H20. L’anticorps secondaire Alexa
Fluor 568 conjugué au TRITC (rouge) est alors appliqué pendant une heure. A partir de cette
étape, le travail est réalisé dans une chambre noire.

Par la suite, les coupes sont hybridées avec les sondes PNAs. L’étape d’hybridation, le
lavage de stringence, ainsi que la révélation sont effectués de la méme maniere que dans la

technique FISH déja décrite.

3.3. Détection de la protéine LMP-1 dans le sang des patients atteints de cancer

gastrique par le test ELISA
3.3.1. Matériels
e Population d’étude

Nous avons collecté 20 échantillons de sérums de patients atteints de CG admis au service
de chirurgie générale du CHU Nedir Mohammed de Tizi-ouzou, les patients n’ont pas subits
aucun type de traitement chimique ou radiologique. Nous avons également récolté 21
échantillons de serums de sujets sains auprés du laboratoire de biochimie du méme centre.

Pour le témoin négatif nous avons utilisé le sérum d’un cordon ombilical qui doit étre non
contaminé par ’EBV. Le témoin positif a été un extrait protéique de la lignée cellulaire
P3HR1 exprimant la LMP-1.
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e Anticorps
Nous avons utilisé ’anticorps anti LMP-1 S12 et un anticorps secondaire anti souris
couplé a la peroxydase. D’autre produits ont été utilisé la BSA (Bovine Serun Albumin), PBS
et la tetra-methylbenzidine (TMB). Pour ce test nous avons utilisé une plaque ELISA et un
lecteur ELISA (bioTek).

3.3.2 Méthode

Pour la recherche de LMP-1 et la détection de sa concentration dans les sérums des
patients nous avons appliqué la technique ELISA indirecte, ELISA (Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay) est une technique tres commune et robuste pour détecter divers
substances. La technique ELISA entraine la formation de complexes immuns spécifiques qui
peuvent étre mesureés, I’application de cette technique se fait en quatre etapes:

- Coating’> de I’antigéne : c’est d’incuber dans des puits, la solution d'antigéne
spéecifique de I'anticorps recherche. 3 pl de sérum complétés a 50 pl du PBS sont incubé toute
la nuit & +4°C. La plaque ELISA est ensuite lave trois fois avec du PBS additionnée de tween
a 1% puis trois fois avec du PBS. On procéde a la saturation de la plaque avec la BSA a 2%
(dans du PBS).

La plaque est incubé pendant une heure a 37°C suivie d’un lavage trois fois avec du PBS-
tween 1% puis trois fois avec PBS 1% pour éliminer les antigenes en exces.

- Fixation de I’anticorps LMP-1 : 100ul d’anticorps anti LMP-1 sont rajoutés dans chaque
puits et incubé a 37°C pendant 2 heures. La plaque est lavée trois fois avec du PBS-tween 1%
puis trois fois avec PBS 1% pour éliminer les anticorps a doser en exces.

- Fixation de I’anticorps de détection : I’anticorps secondaire anti souris couplé a la
peroxydase et incubé pendant 30 mn a 37°C. La plaque est lavé 6 fois avec du PBS-tweenl%
puis 6 fois avec PBS 1% afin d’éliminer ’exces d’anticorps.

- Révélation d’anticorps fixés: on rajoute 50ul/ml de tetramethylbenzidine (TMB)
comme substance révélatrice et on incube a I’obscurit¢ pendant 10mn a température
ambiante. Par la suite on arréte la réaction par 1’ajout de 50ul/ml d’acide phosphorique 0.1

M. la lecture se fait a 450 nm par un lecteur ELISA a absorbance.

3.3.3. Analyse statistique
Afin de comparer la positivité de chaque échantillon par rapport au témoin négatif, le test
de conformité d’une moyenne a été utilisé. Ce test est relatif a I’hypothese nulle : Ho: m =

Mo, qui est basé également sur les distributions de STUDENT.
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Pour les patients positifs pour 1’expression de LMP-1 I’hypothése nulle Ho est rejetée
exprimant ainsi la non-conformité de ces échantillons au témoin négatif. Cependant lorsque

I’hypothése nulle Ho est accepté ceci montre bien que ces échantillons sont négatifs a

I’expression de LMP-1 puisque ils sont conformes au témoin négatif
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Chapitre 4: Résultats et discussion

4.1. Résultats et discussion de I’étude : Détection du virus d’Epstein-Barr virus dans le

cancer gastrique et dans les lésions précancéreuses

4.1.1. Résultats
4.1.1.1. Description de la population étudiée, caracteristiques cliniques et
pathologiques

De Janvier 2010 a Juin 2013, nous avons récolté 113 spécimens de tissus gastriques
correspondant a 97 cas de CG, 6 cas de tissus précancéreux correspondant a des dysplasies, et
10 cas de tissus non néoplasiques correspondant a des gastrites. Sur les 97 cas de CG, on
dénombre 67 (69 %) patients males et 30 (31 %) patients femelles (sex-ratio M/F de 2.22).
L’age moyen des patients est de 56 ans, avec les valeurs extrémes de 25 ans et 84 ans.

Nous avons réparti les cas sélectionnés selon 3 tranches d’age (> 45 ans, entre 45 et 60 ans
et <60 ans). La fréquence la plus élevée de CG a été observée chez les patients d’age
supérieur a 60 ans. La distribution en fonction du sexe et des tranches d’age fait apparaitre
une prédominance masculine dans toutes les tranches d’age, excepté dans la tranche inférieure

a 45 ans, ou on a noté une prédominance féminine (Figure 4.22).

50.00%

40.00%

30.00%

20.00% - B male
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>45 45-60 <60

frequence en pourcentage

tranches d'age

Figure 4.22: Répartition selon le sexe et les tranches d’age des patients sélectionnés atteints
de cancer gastrique.

L’analyse des comptes rendus de 1’étude anatomopathologique nous a permis de faire une
répartition des cas de tumeur selectionnés selon plusieurs criteres : le site anatomique de la
tumeur, le type histologique défini selon la classification et sous-classification de Lauren
(1965), et enfin, le grade tumoral, basé sur le degré de la différentions cellulaire du tissu
étudié. Le Tableau 4.6 rassemble les caractéristiques clinico-pathologiques des cas

sélectionnés.
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Nous avons observé une prédominance de tumeurs localisées au niveau antral,
représentant prés de 53.6 % des tumeurs sélectionnées. Les tumeurs localisées au niveau
fundique ont une proportion égale & 26.8 % et celles au niveau du corps de I’estomac
représentent 19.5 %. Concernant le type histologique, la classification de Lauren défini deux
types, intestinal et diffus. Dans notre cohorte, le type intestinal représente 41.2 % et le type
diffus 58.7 %. Une prédominance du type diffus par rapport au type intestinal a été observee
chez les malades de sexe féminin.

L’observation du grade tumoral de nos échantillons indique la présence dans notre
population d’étude des trois degrés de différenciation cellulaire : bien, moyennement et peu
différencié. Pres de 58.7 % des cas sont d’un grade avancé de développement tumoral, ce qui

correspond au grade peu différencié.

Tableau 4.6: Caractéristiques cliniques et pathologiques de tous les malades sélectionnés.

Caractéristiques Totale Male Femelle
Cliniques et N(97) %(100) | N (67) %(100) [ N (30) %(100)
pathologiques
Age
>45 29 (29.8) | 19 (28.3) |10 (33.3)
45-60 27 (27.8) | 20 (29.8) 7 (23.3)
<60 41 (42.2) | 28 (41.8) |13 (43.3)
Site Anatomique
Fundus 26 (26.8) | 17 (25) 9 (30)
Corps 19 (19.5) | 16 (23.8) | 3 (10)
Antre 52 (53.6) | 34 (50) 18 (60)
Type Lauren
Intestinal 40 (41.2) | 30 (44.8) |10 (33.3)
Diffus 57 (58.7) | 37 (55.2) | 20 (66.6)
Degré de
différentiation
Bien 21 (21.6) | 17 (25.3) |4 (13.3)
Moyennement 19 (19.6) | 15 (22.3) |4 (13.3)
Peu 57 (58.7) | 35 (52.3) |22 (73.3)
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La répartition des cas de cancers gastriques selon la sous-classification histologique de
Lauren est représentée dans le tableau 4.7. Le type histologique intestinal regroupe les sous-
types suivants : adénocarcinome papillaire (pap), adénocarcinome tubulaire bien différencié
(tubl), adénocarcinome tubulaire moyennement différencié (tub2).

Le type histologique diffus contient les sous-types suivants: adénocarcinome peu
différenciés de type solide (porl), ou de type non-solide (por2), adénocarcinome a cellules
indépendantes dite cellules en bague a chaton (signet ring cells) (sig) et carcinomes a stroma
lymphoide (Lymphoepitheliuma like carcinoma) (LELC).

Parmi les 97 cas de CG sélectionnés, les adénocarcinomes ordinaires représentent 94 %
(91/97) de la population, les 6 autres cas (6.2 %) étant des carcinomes indifférenciés
correspondant aux LELC (Watanabe et al., 1976). Ce type a fait I’objet de plusieurs études,
démontrant sa forte association avec I’EBV (plus de 80 %), c’est pour cette raison ce type

histologique est traité séparément des autres types histologiques..

Tableau 4.7: Distribution des sous type histologique des cas de cancer gastrique sélectionnés

selon le sexe.
Tvoe lauren Totale Male Femelle
yp N (97) 9%(100) | N(67) 96(100) | N(30) 9%6(100)
Intestinale 40 (41.2) 30 (75) 10 (25)
pap 0 (0)
3 (7.5) 3 (10)
tubl 5 (50)
tub? 17 (42.5) 12 (40) 5 (50)
20 (50) 15 (50)
D'ffujrl 57 (58.7) |37 (64.2) 20 (35.1)
por2 23 (40) 16 (43.2) 7 (35)
Ei 18 (31.5) |13 (35.1) 5 (25)
LELC 10 17.5) |5 (13.5) 5 (25)
6 (10.5) 3 (8.1) 3 (15)
Pap : adénocarcinome papillaire; tubl: adénocarcinome tubulaire bien différencié; tub2:

adénocarcinome tubulaire moyennement a peu différencié ; porl: adénocarcinome solide peu
différencié ; por2: non solide peu différencié ; sig: adénocarcinome en bague a chaton; LELC:
carcinome de type lymphoépithelial.
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4.1.1.2. Détection de PEBV dans les tissus gastriques. Statut et fréquence des
EBERs par Hybridation in situ en fluorescence

Nous avons utilisé la technique d’hybridation in situ pour détecter les EBER-1 et -2 dans
les CG. Nous avons comparé deux systémes de détection des hybrides ; 1’un fait appel a la
fluorescence (FISH) et 1’autre a un systéeme enzymatique (CISH).

Parmi les 97 cas de CG étudiés, 22 cas (22.7 %) se sont révélés positifs pour les EBERs
par FISH. Parmi ce nombre, on retrouve des cas de type carcinomes a stroma lymphoide ou
Lymphoepithelioma-Like Carcinoma (LELC), qui sont d’ordinaire fortement associées a
I’EBV. Ici, ils représentent 66.6 % (4 cas sur 6). En excluant ce type de cancer, la prévalence
des cas d’adénocarcinomes ordinaires associés a ’EBV est égale a 19.78 % (18 des 91 cas

d’adénocarcinomes) (Figure: 4.23).

H EBV+ mEBV-

80.22%

19.78%

ADK LELC

Figure 4.23: Comparaison des pourcentages des cas de CG EBV+ et EBV- de type
adénocarcinome gastrique (ADK) versus le type carcinome a stroma lymphoide (LELC).

Chaque section histologique marquée a la fluorescence est comparée a sa paire adjacente,
colorée a I’hématoxyline-éosine (HE), afin de faciliter I’interprétation et la localisation du
signal. La révélation du marquage des EBERSs et la visualisation de la fluorescence ont ainsi
montré un signal fluorescent vert intense spécifique, localisé au niveau des noyaux des
cellules tumorales et absent dans les cellules non-néoplasiques (Figure 4.24).

Parmi les 6 cas de dysplasies gastriques, 2 ont été positifs pour les EBERS, et tous les 10
cas non-néoplasiques présentant une simple gastrite se sont révelés étre EBV-négatifs. Dans 3
cas de tissus non-néoplasiques, le signal a été observé dans un nombre limité de lymphocyte
infiltrant, dispersés dans le stroma tumoral. Ces cas ont alors été classés EBV-négatifs, car

I’infection des cellules épithéliale est absente (Figure 4.24D).
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Figure 4.24 : Détection des EBERs par hybridation in situ en fluorescence dans le cancer
gastrique. Al, B1) observation des coupes adjacente de respectivement A2 et B2 apres
coloration a HE Gx400. (A2) un adénocarcinome gastrique tubulaire bien différencié
présentant un signal positif (vert) pour EBERs. B2) adénocarcinome peu différencié EBERS
positif, C) adénocarcinome gastrique tubulaire bien a moyennement différencié EBERS
positif. D) un tissu gastrique non-néoplasique EBERs négatif présentant quelques
lymphocytes marqués en vert EBERS positifs indiquées par les fléches.
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Le microscope utilisé pour I’observation des coupes est capable de réaliser une
combinaison entre la technique de microscopie en fluorescence et la technique de contraste de
phase. L’image de contraste de phase permet d’illustrer des détails morphologiques accentués
du tissu étudié (Figure 4.25 A). Un fort agrandissement permet de distinguer les noyaux
cellulaires qui apparaissent sombres dans le cytoplasme environnent (Figure 4.25 B2).

La combinaison des deux techniques donne une image sur I’observation simultanée de la
fluorescence et de contraste de phase du méme champ de vision. Cette image montre les
noyaux cellulaires marques a la fluorescence (Figure 4.25 B3). Cette technique nous a permis

de bien visualiser une localisation nucléaire des EBERs dans les cellules tumorales.

Figure 4.25: Adénocarcinome gastrique peu différencié EBERs positif par FISH combiné
avec la méthode de contraste de phase. Al) représente une prise de photos avec un éclairage
fluorescent A2) illustre une image du méme champ de vision en contraste de phase A3)
représente une combinaison entre le marquage a fluorescence et de contraste de phase.
B1,B2,B3) représentent un agrandissement de la méme coupe représenté dans A. B2) I’image
de contraste de phase montre les noyaux des cellules qui apparaissent sombre dans le
cytoplasme environnant B3) la combinaison d’image du signal fluorescence et de contraste de
phase montre une localisation nucléaire des EBERS dans les cellules tumorales.
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4.1.1.3. Caractéristiques cliniques et pathologiques des cas de cancer
gastrique EBV positifs
Les caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer d’estomac EBV-positifs et

des cas EBV-négatifs sont résumées dans le tableau 4.8. Les résultats sur I’expression virale
ont démontré qu’il n’existe pas de corrélation entre la présence du virus et le sexe des
patients. La fréquence des patients EBV-positifs de sexe masculin est plus élevée que celle
des patients de sexe féminin, mais la différence n’est pas statistiquement significative
(p=0.14).

Par contre, une corrélation significative a été retrouvée entre la présence de I’EBV et I’age
des patients (p = 0.029) (Figure 4.26). En effet, les cas de CGaEBV sont plus fréquents chez
les patients agés entre 45 et 60 ans, par rapport aux autres tranches d’age. En ce qui concerne
le site anatomique de la tumeur, les cancers gastriques EBV-positifs situés dans 1’antre de
I’estomac représentent 27 %. lls sont donc plus nombreux que les cas de CG EBV-positifs
situes dans le fundus ou le corps (15.3 % et 21 % respectivement), mais la différence n’est pas
significative (p = 0.28).

L’analyse des types histologiques basée sur la classification de Lauren a révélé qu’il
n’existe pas de différence significative entre la fréquence des tumeurs EBV-positives de type
diffus et celle des tumeurs EBV-positives de type intestinal (28 % vs 15 %, p =0.13). En
revanche, une corrélation significative a été observée entre les tumeurs EBV-positives et le
degré de la différenciation tumorale (p =0.045). Les tumeurs de grade peu différencié
représentent 30 % et les tumeurs EBV-positives de grade bien et moyennement différencié

sont respectivement d’une fréquence de 9.5 % et 15.8 %.

W EBV+

0 W EBV-

Figure 4.26: Répartition des cas EBV+ et EBV- selon les tranches d’age et le degré de
différenciation
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Tableau 4.8. Les caracteéristique cliniques et pathologiques des maladies EBV+ et EBV -

Caractéristiques Totale Expression d’EBV Valeur
cliniques Positif Négatif p
97) N(22) % (100) N (75) % (100)
Genre
male 67 18 (26.8) 49 (73.2) P=0.14
femelle 30 4 (13.3) 26 (86.6)
Age
> 45 29 4 (13.8) 25 (86.2) P=0.029
45-60 27 11 (40.8) 16 (59.2)
<60 41 7 (17.0) 34 (82.9)
Localisation
fundus 26 4 (15.3) 22 (84.6) P=0.28
corps 19 4 (21.0) 15 (79)
antre 52 14 (27) 38 (73)
Type Lauren
intestinal 40 6 (15) 34 (85) P=0.13
diffus 57 16 (28) 41 (72)
Degré
de différentiation
bien 21 2 (9.5) 19 (90.4) P=0.045
moyennement 19 3 (15.8) 16 (84.2)
peu 57 17 (30) 40 (70)

Les valeurs de P sont calculées par le test chi-2 ou le test exact de Fisher et sont considérés
statistiguement significatives lorsque P< 0,05; les valeurs en gras indique les corrélations
significatives.

La répartition des sous-types histologiques des cas de CG EBV positifs a montré que les
tumeurs de type intestinal sont tous des adénocarcinomes tubulaires et il n’existait pas
d’adénocarcinomes de type papillaire. Ainsi, parmi les tumeurs de type intestinal,
I’implication de ’EBV est plus élevée chez les adénocarcinomes tubulaires modérément
différenciés (tub2) par rapport aux adénocarcinomes tubulaires bien différenciés (tubl) (20 %
vs 11.7 %) (Tableau 4.9).

En outre, parmi les tumeurs de types adénocarcinomes diffus, le sous-type solide peu
differenciée (porl) et les adenocarcinomes a cellules isolées dites en bague a chaton (sig)
présentent des proportions élevées parmi les autres types de CG EBV-positifs (34.8 % et
20 %), ceci a I’exception des cas de LELC qui représentent 66 % des cas.

Ces résultats signifient la préférence de 1’infection virale des cas de CG présentant des

caractéres agressifs montrant par un faible degré de différenciations cellulaires. Cependant, en
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raison du faible nombre de cas dans chaque groupe, l'analyse statistique n'a pas pu étre
effectuée.

La comparaison des fréquences des cas de CG EBV positifs réparties selon le sous-type
histologique et le genre a montré que la préférence du genre masculin pour I'EBV est observé
dans les deux types histologique intestinale (16.6% vs 10%) et diffus (35.1% vs 15%) ; et la
plus haute fréquence a été observée chez les adénocarcinomes indifférenciés a cellules
indépendantes (sig) caractérisés par leurs aspect agressif, ceci a 1’exception des cas de CG de
type lymphoépithelial (LELC) qui sont prouvés d’avoir une forte association avec I’EBV et ce
qui est également observé dans notre série.

En conclusion, nous avons observé que les CGaEBV présentent des caractéristiques
clinico-pathologiques particuliéres. 1ls sont plus fréeqguemment retrouvés chez les patients agés

entre 45 a 60 ans et présentant un haut grade de différenciation tumorale.

Tableau 4.9 : Répartition des cas de CG EBV positifs selon le sous type histologique et le

sexe.

Classification Total (EBV+) Male (EBV+) Femelle (EBV+)
histologique N (%) N (%) N (%)
Intestinal 6/40 (15) 5/30 (16.6) 1/10 (10)
pap 0/3 0) 0/3 0) 0/0 0)
tubl 2117 (11.7) | 2/12 (16.6) 0/5 0)
tub2 4120 (20) 3/15 (20) 1/5 (20)
Diffus 16/57 (28) 13/37 (35.1) 3/20 (15)
porl 8/23 (34.8) | 6/16 (37.5) 217 (28.5)
por2 2/18 (11.1) | 2/13 (15.4) 0/5 0)
sig 2/10 (20) 2/5 (40) 0/5 0)
LELC 4/6 (66) 3/3 (100) 1/3 (33)

Pap : adénocarcinome papillaire; tubl: adénocarcinome tubulaire bien différencié; tub2:
adénocarcinome tubulaire moyennement a peu différencié ; porl: adénocarcinome solide peu
différencié ; por2 : non solide peu différencié ; sig: adénocarcinome en bague a chaton; LELC:
carcinome de type lymphoépithelial.
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4.1.1.4. Détection des EBERs par Hybridation in situ chromogénique
dans les tissus gastriques

La technique de CISH a été effectuée sur 10 échantillons de tissus gastriques, comprenant
9 cas confirmés d’adénocarcinomes et 1 cas non tumoral présentant une gastrite ; CeS
échantillons ont été au préalable utilisés pour la détection des EBERs par la FISH.

Sous microscopie optique, la CISH a révélé une coloration positive indiquant la présence
d’EBERSs. Le marquage prend une couleur bleu foncé/noir au niveau du site d’hybridation.
Ici, le marquage a été localisé au niveau de tous les noyaux des cellules tumorales, et absent
dans le tissu non tumoral (Figure 4.27).

Parmi les 9 cas d’adénocarcinomes étudiés, 6 cas ont été EBERs-négatifs et 3 cas ont été
EBERs-positifs. Une concordance parfaite a été observé lors de la comparaison des résultats
de la CISH et la FISH pour la détection des EBERS sur les mémes tissus. En effet, tous les cas
de CG révéles EBERSs positifs par la FISH était également positifs par la CISH, de méme pour
les cas négatifs (Tableau 4.10).

La nouvelle méthode CISH présente une excellente spécificité et une précision similaire a
la FISH, elle montre une sensibilité améliorée par rapport a cette derniere car elle donne plus
de précision concernant la morphologie du tissu étudié. La technique de CISH démontre
clairement I’expression nucléaire des EBERS, ce qui a été peu claire dans certains cas testés
par la FISH (Figure 4.28). Cette technique a été appliquée afin de confirmer les résultats de la
FISH dans la recherche de I’infection par ’EBV dans le CG et de comparer entre les résultats

des deux techniques.

Tableau 4.10 : Comparaison entre les résultats de la FISH et la CISH pour la détection des
EBERs sur 9 cas de CG.

Cas de cancer gastrique EBERS (+) EBERs (-)
FISH 3cas 6 cas
CISH 3cas 6 cas
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Seia s P
23%h

Figure 4.27: Détection de ’EBV par la technique CISH. A et B) adénocarcinomes
gastriques EBERs positifs, les noyaux sont marqués en bleu foncé/ noir indiqués les
fleches. C) adénocarcinome gastrique papillaire EBERS négatifs. D) tissu non tumorale
gastrique EBERSs négatifs. Les coupes sont observées au microscope optique Gx400.

Figure 4.28 : Comparaison entre la détection des EBERS par la technique FISH (A) et la
technique CISH (B) sur un cas d’adénocarcinome gastrique tubulaire bien différencié.
Un signal positifs a été observé pour les EBERs en utilisant les deux méthodes CISH et
FISH.
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4.1.2. Discussion
4.1.2.1  Prévalence du virus d’Epstein-Barr dans le cancer gastrique en
Algérie

Notre étude est la premiére ayant pour but principal de rechercher la présence de ’EBV
dans le CG en Algérie. Nous avons analysé la prévalence de I’EBV dans une série de 97 cas
de CG provenant de patients algériens, comparé a son expression dans des cas précancéreux
gastriques et dans des cas non-tumoraux. Nous avons aussi confirmé la faisabilité de la
technique FISH en utilisant une technique d’hybridation variante, la CISH. Enfin, nous avons
précise les caractéristiques clinico-pathologiques des cas de CGaEBV et nous avons analysé
la signification biologique de la présence de ’EBV dans ce type de cancer.

Les résultats de la détection des EBERs par FISH dans la série d’échantillons étudiés
indiquent qu’environ 22.7% des CG sont associ¢ a I’EBV en Algérie. A ’exception des
tumeurs a stroma lymphoide qui ressemble aux tumeurs du nasopharynx et qui sont fortement
associ¢ a ’EBV, la prévalence de I’infection a EBV dans les adénocarcinomes gastrique est
de 19.7% ; cette fréquence est I’une des fréquences les plus élevées au niveau mondial.

Le CGaEBV forme le plus large groupe de tumeur maligne associée a I’EBV. Il est
présent dans le monde entier, avec des variations géographiques importantes (Takada, 2000).
Selon les méta-analyses, la fréquence des infections a I’EBV dans le CG varie de 2 a 20%,
avec une moyenne mondiale d'environ 10% (Xu et al., 2016 ; Wang et al., 2016(a)).

Les fréquences les plus élevées ont été observées aux Etas Unis (16%) (Shibata et Weiss.,
1993 ; Gulley et al., 1996) et en Allemagne (18%) (Ott et al., 1994 ; Ryan et al., 2009) et les
plus faible au Japon (6.9%) (Takada., 2000), en Chine (4.3%) (Camargo et al., 2011) et au
Pérou (3.9%) (Yoshiwara et al., 2005). La seule étude réalisée en Afrique du Nord concerne la
Tunisie, ou les CGaEBV représentent 14.8% des CG (BenAyed-Guerfali et al., 2011).

En Algérie, le cancer de I'estomac est le cinquieme cancer le plus répandu parmi la
population, avec une incidence annuelle de 5,5/100 000 personnes. L’Algérie est ainsi
considérée comme un pays a risque intermédiaire de survenue du CG (Hamdi-Cherif et al.,
2014). D’autre part, I'Afrique du Nord est considérée comme une régions endémiques pour le
NPC qui est fortement li¢ a ’EBV (Belkaid et al., 1995 ; Feng et al., 2007).

Dans ce travail, nous avons mis en évidence une haute fréquence des CGaEBV en
Algérie, nous suggérons que ce phénomeéne pourrait &tre principalement lié a I'endémicité de
Iinfection a ’EBV dans cette région, comme dans le cas du NPC ; en effet, deux études
menées en Chine ont indiqué que les CGaEBV sont plus fréquents dans les régions a forte

incidence de NPC que dans celles a faible incidence, ce qui suggere que 1’endémicité de
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I’infection a I’EBV peut étre un facteur de risque pour le CGaEBV (Hao et al., 2002 ; Boysen
et al., 2009), et selon (Yanai et al., 1997) la persistance prolongée de I'EBV peut contribuer au
développement du CG.

D’autre part, nous supposons que la présence d’autres facteurs pourraient étre en rapport
avec le taux d’association, relativement élevé, retrouvé dans notre série, ces facteurs peuvent
étre des expositions environnementales, le style de vie et/ou des prédispositions particuliéres
dans la population soient genétiques, géographiques ou ethniques... ou également propre a la
souche de I’EBV retrouvée dans cette régions. D’autres études intéressant un nombre
important de tumeurs gastriques et provenant des différentes régions du pays sont nécessaires
pour évaluer la prévalence des CGaEBYV dans tous le pays.

En Algérie, les aliments traditionnellement conservés tels que la harissa, les fruits et les
légumes marinés, la viande ou la graisse séchée et salée, le beurre rance et les fumées
domestiques sont consommés en grande quantité. De méme, on observe une importante
consommation de tabac. Ces habitudes de vie ont déja été signalées comme facteurs de risque
pour le NPC (Feng et al., 2007 ; Feng et al., 2009). De plus, selon une étude japonaise, une
alimentation riche en sel présente un facteur de risque pour les CGaEBV (Koriyama et al.,
2005). Ceci a eté également confirmé par une autre étude réalisée en Colombie (Campos et
al., 2006). Il a aussi été démontré que le tabagisme est également un des facteurs de risque
pour cette pathologie (Camargo et al., 2014). Ces études suggérent donc que les habitudes
alimentaires algériennes et le mode de vie ont probablement un effet important sur la
fréquence élevée des CGaEBV observée dans notre étude.

Cependant, de plus amples investigations sont nécessaires afin de déterminer précisément
les facteurs de risques liés a la survenue de la fréquence élevée de CGaEBYV en Algérie, ceci
en examinant les facteurs environnementaux et le style de vie des patients étudiés. Il sera
également intéressant de déterminer la souche d’EBV impliquée dans les CG chez les patients

algériens.

41.2.2  Validité des techniques d’étude
Burke et ses collaborateurs ont été les premiers a détecter la présence de ’EBV dans le
carcinome indifférencié a stroma lymphoide (LELC), en utilisant la technique de réaction de
polymérase en chaine (PCR) (Burke et al., 1990). Par la suite, plusieurs laboratoires ont
adopté une approche par PCR pour la détection de I’EBV dans tous les types du CG.
La PCR est une technique sensible et spécifique pour la détection du génome viral, mais

elle ne permet pas de déterminer I’origine cellulaire de I’ADN. Elle ne permet pas de savoir si
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le virus est présent dans la population de cellules tumorales, ou dans les lymphocytes B
porteurs de I’EBV qui s’infiltrent dans le stroma tumoral (Niedobitek et Herbst, 2001).

En effet, une analyse significative, visant la mise en évidence de ’EBV, nécessite non
seulement la détection mais aussi la localisation du génome viral au niveau cellulaire. Cela
n’est possible que par 1’utilisation de techniques basées sur la morphologie du tissu comme
I’ISH et I’immunohistochimie (IHC).

Les techniques d’ISH sont généralement utilisées pour la détection et la localisation du
génome viral dans les coupes tissulaires, et les techniques immunohistologique sont utiles a la
distinction de la forme latente ou réplicative de I’infection par I’EBV, ainsi qu’a
I’identification du type de latence virale dans les cas testés (Niedobitek et Herbst, 2001 ;
Gulley et al., 2002).

Les premiéres tentatives de localisation de I’EBV de maniére reproductible sur des coupes
tissulaires ont été effectuées en utilisant I’ISH pour rechercher ’ADN viral (Niedobitek et
Herbst, 1991). La plupart des travaux ont utilisé le fragment BamH1 clone du génome d’EBV
comme sonde, car ce fragment est répété de 10 a 15 fois dans le génome viral (Jones et
Griffin., 1983). Plus récemment, I’application de I’ISH a la détection des EBERs dans les
tissus fixés au formol et enrobés en paraffine est devenue la méthode standard pour le
détection de I’infection par ’EBV (Gulley, 2001; Herrmann et Niedobitek, 2003).

Dans ce travail, nous avons détecté la présence de I’EBV dans le CG par I’utilisation de
deux dérivées de la technique d’ISH : ’hybridation in situ en fluorescence et 1’hybridation in
situ chromogeénique. Ces deux techniques ont été utilisées pour détecter I’expression des
EBERs dans les tissus tumoraux.

Les EBERs sont de petits ARNSs nucléaires formes respectivement de 167 et 172 bases. llIs
sont non-polyadénylés, non-codants. lls sont exprimés dans toutes les formes connues de
latence virale, avec un nombre de copies atteignant jusqu’a 107 copies par cellules (Rikinson
et Kieff, 1996). En raison de leur abondance, ils représentent des cibles idéales pour la
détection d’une infection a ’EBV.

Nos résultats ont permis de démontrer que la FISH peut étre considérée comme une
technique de référence pour la détermination du statut d’expression des EBERs, bien qu’elle
ne permette pas une observation morphologique des tissus aussi détaillée que I’ISH classique,
elle reste fiable pour la détection de ’EBV dans les cellules carcinomateuses gastriques.

La technique FISH a été utilisée en tant qu'outil de recherche depuis plus de 20 ans pour
évaluer la présence ou l'absence de séquences spécifiques d'/ADN sur les chromosomes

(Pinkel et al., 1986). La méthode est devenue populaire comme outil de diagnostic en
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oncologie clinique, et a été utilisée en tant qu'alternative ou en complément aux essais
d’immunohistochimie dans la recherche de certains marqueurs du cancer (Slamon et al.,
1987 ; Knoop et al., 2005).

La technique FISH a été utilisé avec succeés pour la recherche de I’EBV et I’identification
de cellules infectées dans le serum de patients atteints de mononucléose infectieuse ou de
maladie lymphoprolifératives (Stowe et al., 1998 ; Just et al., 1998; Kimura et al.,
2009 ;Xing et al., 2011 ; Kawabe et al., 2012). D’autres travaux ont appliqué la FISH pour la
recherche des EBERSs sur des coupes de paraffine de tissus provenant de lymphome de Burkitt
(Marziliano et al., 2005 ; Chuang et al., 2007 ; Chen et al., 2016(b)).

Une récente étude réalisée par Chen et ses collaborateurs a montrée 1’efficacité de la
FISH dans la détection de I’EBV sur des coupes tissulaires de NPC (Chen et al., 2010). Par la
suite, Peng et ses collaborateurs ont testé la technique FISH pour la détection de I’expression
des EBERs dans des échantillons de CG (Peng et al., 2011). Les résultats de cette étude
démontrent que la FISH permet une sensibilité et une spécificité dans la mise en évidence de
I’EBV.

Dans ce travail, nous avons utilisé la technique d’hybridation in situ chromogénique
(CISH) afin de deétecter I’expression des EBERs dans certains cas de CG. Cette technique a
été utilisée dans le but de confirmer les résultats de la technique FISH et de tester sa validité
dans la recherche de I’EBV. Les résultats de la CISH, ayant porté sur 9 cas
d’adénocarcinomes gastriques, sont tres proche des résultats obtenus par FISH : les EBERs
ont été détectés dans 3 cas sur 9, et I’expression est négative dans le tissu non-tumoral. La
CISH a permis de donner plus de détail sur la morphologie du tissu étudié, une comparaison
entre cette technique et la FISH sur les mémes coupes tissulaires confirme I’expression
nucléaire des EBERs qui est parfois difficile a détecter par la FISH.

Bien que le nombre d’échantillons testés par CISH soit faible, la technique a néanmoins
apporté des résultats satisfaisants et spécifiques, nous permettant de confirmer nos résultats
par FISH, et d’apprécier la faisabilité de cette technique dans la détection de ’EBV sur des
coupes tissulaires fixées au formol et enrobées en paraffine. Les deux techniques FISH et
CISH semblent avoir les mémes capacités a détecter les EBERs. Le dépistage du CGaEBV
peut donc s’effectuer indifféremment avec 1’'une ou 1’autre de ces techniques. Cependant, la
CISH semble plus apte a étre intégrée dans des laboratoires moins équipés, du fait de sa
simplicite et de sa facilité d’exécution.

La CISH combine I'information génétique de la FISH avec la visualisation et

I'interprétation de I’THC (Di Palma et al., 2007) ; malgré que cette technique soit la technique
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la plus utilisée pour la détection des EBERs (Gulley et Tang.,2008) la FISH donne des
résultats tres spécifiques et selon certains auteurs elle est plus sensible que la CISH dans la
recherche d’une infection par ’EBV (Peng et al., 2011). Dans ce travail, nous avons utilisé
des méthodes sensibles et spécifiques pour détecter ’EBV dans le CG qui peuvent étre

envisagée comme des outils de diagnostic de ’EBV en oncologie clinique.

4.1.2.3 Signification des caractéristiques cliniques et pathologiques des cas
de cancer gastriques EBV-positifs

L’analyse de I’association entre les paramétres clinico-pathologiques et I’expression de
I’EBV nous a permis de détecter une corrélation statistiquement significative entre la présence
du virus dans le CG et deux parametres : 1’dge du patient, et le garde tumorale.

En effet, nous avons observé que les patients présentant un CGaEBV étaient agés de 45 a
60 ans, ce qui correspond par ailleurs aux données présentées dans 1’étude tunisienne
(BenAyed-Gourfali et al., 2011) et une autre effectuée sur une série de la population chinoise
(Wang et al. 2016(b)). Cependant, d’autres travaux ont au contraire déterminé que le
CGaEBV peut survenir chez des patients relativement jeunes (Camargo et al., 2011 ; Lee et
al., 2009(a)) ou au contraire, était prévalent chez des patients de plus de 50 ans (Herrera-
Goepfert et al., 2005).

Cette hétérogénéité dans les résultats pourrait s’expliquer par certains facteurs de risque et
habitudes de vie propres a chaque population, facteurs qui influenceraient le développement
du CGaEBV. L’analyse de nos résultats suggere donc que, en Algérie, le CGaEBV peut se
développer a partir de ’4ge adulte, et atteint son apogée entre 45 et 60 ans, ceci via la
réactivation de I’EBV chez des adultes présentant des facteurs de risques plus élevés par
rapport a d’autres facteurs de tranches d’age, le style de vie ou les facteurs professionnels
(Campos et al., 2006 ; Kim et al., 2010).

Notre étude a également confirmé la présence d’une association significative entre
I’expression de ’EBV et les CG de bas grade. Si peu d’études ont analysé ce paramétre,
quelques publications rapportent des résultats en accord avec nos travaux (Shin et al., 1996 ;
Camargo et al., 2011 ; BenAyad-Gourfali et al., 2011, Wang et al., 2016(a)). La présence de
I’EBV principalement dans les cellules tumorales de CG de bas grade suggére un role
potentiel de ’EBV dans la progression tumorale.

Nous n’avons pas observé ici de corrélation significative entre le sexe du patient et
I’expression de I’EBV. Ceci est en accord avec les résultats de nombreuses études effectuées

dans diverses pays (Moritani et al., 1996 ; BenAyed-Gourfali et al., 2011 ; Yoshiwara et al.,
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2005). Cependant, cette non-corrélation n’est pas un consensus général, puisque plusieurs
études ont observé que les patients atteints de CGaEBV étaient d’une prédominance
masculine (Corvalanet al., 2001 ; Murphy et al., 2009 ; Truong et al., 2009).

Concernant la localisation anatomique et le type histologique de la tumeur, nous n’avons
pas trouvé d’association significative entre ces parameétres et 1’expression de ’EBV dans
notre étude. Cependant, deux méta-analyses ont précédemment suggéré que le CGaEBV se
développe plus fréquemment dans la partie non-antrale de 1’estomac (corps et fundus) (Lee et
al., 2009 ; Murphy et al., 2012) Ces auteurs suggerent que ces deux sites pourraient étre un
environnement préférentiel pour I’infection par I’EBV par rapport a d’autres sites
anatomiques.

Au cours de notre étude, nous avons freqguemment observé des CGaEBV en localisation
antrale. La localisation anatomique de ce type de tumeur a une grande importance pour la
compréhension de la physiopathologie du virus dans la carcinogénéese des CGaEBV. Il est a
noter que dans le cas d’une infection par H pylori, agent causal de la gastrite chronique, la
métaplasie intestinale et le CG siégent fréquemment dans I’antre de 1’estomac.

Le role de I’infection par H pylori dans les CGaEBV a été le sujet de plusieurs études,
avec des résultats contradictoires. Si certains suggérent qu’il n’existe aucune interaction entre
le risque du CGaEBYV et celui du CG lié a Hp (Luo et al., 2006 ; Nishikawa et al., 2014 ; de
Souza et al., 2014), d’autres proposent que I’infection par I’lEBV résulte en une interaction
synergétique avec une infection par H pylori, induisant une inflammation sévére, et
augmentant de ce fait le risque de progression vers un CG (Cardenas-Mondragén et al., 2015).
Il serait intéressant, dans une future investigation, d’étudier la présence simultanée de ’EBV
et de Hp sur une large série de CG provenant de patients algériens surtout que I’infection par
Hp dans notre région est tres fréquente, cela va nous aider a comprendre la physiopathologie
des CG associés a une infection par ’EBV.

D’autre part, certaines études ont rapporté la présence d'une association significative entre
la positivité a ’EBV et le type histologique diffus (Koriyama et al., 2001; Alipov et al., 2005;
Abdirad et al., 2007) ; alors qu’une seule étude a observé a contrario que le type intestinal
était le plus fréquent dans le CGaEBV (Van Beek et al., 2004). Les tumeurs de type diffus
sont caractérisées par leur faible différenciation cellulaire, et un comportement agressif.

Si plusieurs études ont pu prendre en consideration le type morphologique de la tumeur,
ceci n’a pas été possible au sein de notre étude, et ce dii au manque d’information fournit par
les comptes rendus des examens d’anatomopathologie. 1l est intéressant de noter que plusieurs

études démontrent également la prédominance d’un aspect morphologique unique de la
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mugqueuse des tumeurs gastrique associées a I’EBV, appelé « motif en dentelle » (Liang et
Zhou, 2016 ; Fukayama et Ushiku, 2011).

Parmi les cas de CG étudiés dans ce travail, les tumeurs gastriques a stroma lymphoides
(LELC), caracteérisé par une infiltration lymphoide marquée, a présenté un taux de positivité
plus élevé par rapport aux autres sous types. Ceci est en accord avec les résultats de plusieurs
travaux qui ont démontré que pres de 90% des LELC sont liés a ’EBV (Oda et al., 1993 ;
Park et al., 2014 ; Min et al., 2015).

Notre étude montre que, dans la population algérienne, les CGaEBV présentent des
caractéristiques clinico-pathologiques particulieres : une survenue chez des malades agés de
45 4 60 ans, et une association avec un grade de tumeur avancé. En désaccord avec une partie
de la littérature, nous n’avons pas ici trouvé de différences dans la distribution de I'EBV chez
les hommes/femmes, dans la partie proximal /distale de 1’estomac, et dans le type histologique
diffus / intestinal.

Ces variations entre nos résultats et les études précédentes peuvent s’expliquer par la
contribution des facteurs de risque locaux dans la pathogenese de I'EBV, tels que le mode de
vie, les habitudes alimentaires et I’exposition environnementale. Il est également possible que
la taille et les caractéristiques de la cohorte étudiée aient influencé nos résultats.

En conclusion, nous pouvons dire qu’il existe une différence régionale concernant les
caractéristiques clinico-pathologiques des patients atteints de CGaEBV donnée par la
littérature. Il est bien de noté que les caracteéristiques observées dans les cas de CGaEBV dans
notre série sont trés proche de celles observées dans une étude tunisienne, qui était la seule
effectuée en Nord d’Afrique. Cela nous laisse suggérer d’une part, que cette différence peut
étre influencée par 1’implication de certains facteurs de risques locaux sur la présence et le
role de ’EBV dans cette maladie. La nouvelle classification des CG définit les CGaEBV
comme un sous type caractérisé par des anomalies génétiques et épigénétiques particulieres
qui déterminent un phénotype spécifiques de cette pathologie (Cancer Genome Atlas
Researche Network., 2014). Nous pouvons dire alors que les caractéristiques clinico-
pathologiques observées dans ndtres études reflétent probablement la présence d’anomalies
génétiques et épigénétiques particulieres propres a cette régions, et que la pathologie
moléculaire des CGaEBV en Nord d’Afrique pourrait étre différente de celle observée dans

d’autres régions du monde. Cela ouvre de nouvelles voies de recherche dans ce domaine.
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4124 Signification biologique de la présence de ’EBV dans le cancer
gastrigue et dans les lésions précancéreuses

Dans notre étude, nous avons observé que I’expression des EBERs est localisée au niveau
du tissu tumoral et absente dans le tissu non neoplasique. La présence du génome viral dans
les cellules tumorales gastriques souléve la possibilit¢ d’une contribution de I'EBV a la
transformation néoplasique. Cependant, selon Shibata et Weiss., (1992) ceci seule ne fournit
pas une preuve suffisante pour un tel réle, la preuve supplémentaire serra bien la différence
dans la prévalence de ’EBYV dans le tissu cancéreux gastrique et le tissu non-cancéreux ce qui
a été prouvé dans notre travail.

Malgré 1’hétérogénéité des plans d’études et des résultats, une analyse de la littérature
concernant la détection de ’EBV dans le CG via I'utilisation de méthodes standards comme
I’ISH suggeére que la plupart des tissus non-cancéreux adjacents a la tumeur, ou provenant de
patients sains ou souffrant d’une simple gastrite, sont EBV-négatifs (Shibata et Weiss, 1992 ;
Zur Hausen et al., 2004 ; Ryan et al., 2009 ; Truong et al., 2009 ; Bae et Kim, 2016). Seules
deux études rapportent 1’observation de I’expression de I’EBV dans les cellules épithéliales
normales adjacentes (Fukayama et al., 1994 ; Shousha et al., 1994).

La recherche des EBERSs dans les tissus non néoplasiques nous a permis de démontrer
I’absence d’expression dans toutes les cellules épithéliales normales. Cependant, dans certains
cas quelques lymphocytes circulants dans le stroma tumoral ont été révélé positifs pour
I’EBV. Des observations similaires ont été également signalés dans les études de Ryan et al.,
(2009) et Ryan et al., (2012), selon ces auteurs la présence de quelques lymphocytes positifs
pour les EBERSs ne signifies pas que le tissus est infecté par I’EBV car les cellules épithéliales
ne le sont pas. Ainsi nous pouvons dire que la présence de I’EBV dans le tissu gastrique
tumorale et son absence dans le tissu non tumoral témoigne un réle causal de ce virus dans le
développement des CGaEBV ; de plus, cette forte expression des EBERs dans les cellules
tumorales prouve que ces molécules sont importantes pour la transformation maligne et le
développement de la tumeur.

Il est établi que la prolifération de I’EBV est monoclonale dans le CG comme dans le
NPC. Ceci a été déterminé suite a 1’analyse par Southern blot de la présence d’épisomes
d’EBV monoclonaux dans toutes les cellules tumorales gastriques (Zur Hausen et al., 2004 ;
Thorley-Lawson, 2005). La prolifération monoclonale de ’EBV indique donc qu’une seule
cellule épithéliale infectée par ’EBV peut étre progénératrice d’une infection de tout le tissu

épithélial.
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Ainsi, certains auteurs ont conclu que la présence uniforme des EBERs dans les cellules
tumorales, et leur absence dans les cellules épithéliales normales environnantes et la
prolifération monoclonale de I’EBV dans les cellules gastriques tumorales, sont deux preuves
suffisantes pour démontrer que I’EBV est impliqué dans la carcinogenese gastrique (Akiba,
2008 ; Shinozaki-Ushiku et al., 2015(a)).

Cette conclusion renvoie naturellement a la question suivante : a quel stade I'infection des
cellules épithéliales gastriques par ’EBV est-elle établie ? Est-elle un événement précoce ou
tardif de la carcinogénese?

Le mécanisme ou I'itinéraire exact par lequel I’EBV pénétre dans les cellules épithéliales
de I'estomac est inconnue. Dans notre travail, nous avons observé une expression des EBERS
dans la muqueuse gastrique précancéreuse dysplasique. Ceci peut signifier que I’EBV infecte
I’épithélium gastrique avant la rétro différenciation cellulaire et contribue probablement dans
les premiéres étapes de ce processus. Bien que nos résultats soient en accord avec ceux de
certains études précédentes (Shibata et Weiss, 1992 ; Gulley et al., 1996 ; Herrera-Goepfert et
al., 2005), cette observation est néanmoins controversée. En effet, des chercheurs ont examiné
I’expression des EBERs dans le CG et dans les tissus précancéreux (métaplasie intestinale ou
dysplasie) (Ott et al., 1994 ; Selves et al., 1996 ; Zur Hausen et al, 2004) ; ils ont alors
démontré que cette expression est limitée aux cellules néoplasiques et est absente dans les
Iésions précancéreuses. De ce fait, ces auteurs ont suggéré que I'EBV infecte I'épithélium
gastrique aprés la transformation néoplasique, et joue un réle dans les stades tardifs du
processus cancérigene multi-étapes.

Par ailleurs, tous les échantillons non-néoplasique présentant une gastrite de notre série se
sont révélés étre EBERs-négatifs, ceci indique que I’EBV n’est pas impliqué dans la
pathogénése de I’inflammation gastrique, ce qui a été également conclus par d’autre étude
(Hungermann, et al., 2001 ; Ryan et al., 2009 ; Ryan et al., 2012). Nous avons néanmoins
parfois observé la présence de quelques lymphocytes dans le stroma tumoral marqués a la
fluorescéine, cette observation nous laisse suggérer que ces lymphocytes EBV-positifs
forment un réservoir pour le virus, selon (Shinozaki-Ushiku et al (2015(a) ; Martinez-Lopez et
al., 2014) la gastrite chronique pourrait augmenter les risques d'interactions entre les cellules
épithéliales gastriques et les lymphocytes B porteurs d’EBV.

Sur la base de nos résultats, nous supposons que suite a 1’accumulation d’autres facteurs
déclenchant la formation d’une tumeur (exposition a certains facteurs de risque), la gastrite
chronique atrophique peut évoluer vers une métaplasie intestinale, puis vers une dysplasie.

C’est alors que le virus peut faire son entrée dans les cellules épithéliales via les lymphocytes
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EBERs-positifs qui se trouvent dans le stroma tumoral. La suite de la cascade des étapes de la
carcinogénese orchestrée par I’EBV peut alors commencer.

Donc nous proposons que l'infection par I’EBV précede la transformation maligne, et que
les 1ésions dans la muqueuse gastrique représentent un environnement favorable pour ’EBV,
tandis que les tissus normaux ne permettent pas facilement la multiplication de ce virus.

Ainsi, les observations suivantes renforcent notre hypothese; (i) plusieurs études
rapportent que les patients présentant un CGaEBV sont exposés plus fréquemment a la
poussiere de bois et aux poussiéres de metal, exposition qui provoque des lésions de la
muqueuse gastrique (Campos et al., 2006 ; Koriyama et al., 2005). (ii) une forte prévalence
des signaux EBERs (20 a 30%) a été observée dans les cancers du moignon gastrique, qui
sont par définition des cancers qui se développent apres une gastrectomie partielle (Zur
Haussen et al., 2004 ; Chang et al., 2000). (iii) la positivit¢t de ’'EBV a été deux plus
fréquentes chez des cas de CG associé a une anémie pernicieuse par rapport a d’autres cas de
CG, liinflammation chronique et I'absence d'acide gastrique causée par I’anémie peuvent
provoquer des lésion de la muqueuse gastrique et influencer la probabilité d'infection par
I'EBV (Boysen et al., 2011).

L’ensemble de ces arguments tend a suggérer une corrélation entre le risque de
développer un CGaEBV et les facteurs liés a la dégradation de la muqueuse de I’estomac.
Ceci suggére donc que de tels dommages de la membrane gastrique peuvent favoriser une
infection par ’EBV.

Il a étée établi que les récepteurs de ’EBV (CD21) sont absents des cellules épithéliales
gastriques (Yoshiyama et al., 1997 ; Luo et al., 2004), ce qui explique 1’absence d’expression
détectable de I’EBV dans I'épithélium gastrique non néoplasique. Selon Yoshiyama et al.,
(1997) certaines modifications bénignes de la muqueuse gastrique associées a un risque accru
de cancer de I'estomac, telles qu’une atrophie gastrique, une métaplasie intestinale chronique
ou une dysplasie, peuvent induire I'expression d'un récepteur a I’EBV différent de CD21, et
par conséquent permettre a l'infection de précéder la transformation

D’autre part, plusieurs études ont démontré que le sérum des patients atteints d’un
CGaEBYV présente des taux élevés d’anticorps anti-EBV (Shinkura et al., 2000 ; Chen et al.,
2015). De plus, chez les patients atteints de dysplasie gastrique, les taux de ces anticorps sont
plus élevés que ceux des patients atteints d’une simple gastrite (Shatter et al., 2008). Ceci
pourrait indiquer que la réactivation de I’EBV s’effectue a un stade précoce de la

carcinogénese gastrique.
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Encouragés par les différents travaux supportant un role étiologique pour I’EBV, nous
suggérons que I’EBV réactivé infecte précocement les cellules dysplasiques gastriques,
infection suivie d’une expansion clonale ultérieure des cellules tumorales EBV-positives. Le
virus peut alors jouer un réle dans les stades précoces de la transformation maligne des
cellules épithéliales. Cependant, il est clair que la présence de 'EBV et son role dans

I’oncogenése du cancer de 1’estomac nécessite d’étre explorés plus amplement.

4.2 Résultats et discussion de ’étude : Etude de D’infection latente de P’EBV dans
le cancer gastrique. Détection de I’expression de LMP-1
4.2.1 Résultats
Afin de détecter I’expression de LMP-1 dans le tissu tumoral gastrique, nous avons
appliqué les deux techniques I’IF et I’IHC sur 22 cas de CG testés EBV positifs par la FISH
et ce en utilisant deux anticorps monoclonaux différents. Un tissu non néoplasique gastrique
et un témoin positif correspondant a un lymphome Hodgkinien ont été utilisés pour les deux
techniques afin de comparer les résultats. Par la suit, et afin de rechercher la présence
simultanée de LMP-1 et EBERs dans les tissus tumoraux gastriques, nous avons utilisé la

technique de double marquage a IF et FISH simultanément sur le méme tissu.

4.2.1.1 Détection de LMP-1 par immunofluorescence et double marquage a
immunofluorescence

Parmi les 22 cas de CG EBERs-positifs, ’analyse par IF des échantillons a permis de
détecter LMP-1 dans 8 cas (36.4%). Sous microscope a fluorescence, les sites de marquage de
LMP-1 présentent un signal fluorescent vert spécifique et intense, localisé au niveau de la
majorité des cellules tumorales. L’analyse du tissu non-néoplasique montre une absence de
signal correspondant a LMP-1 ainsi le témoin positif correspondant a un lymphome de
Hodgkin positif pour LMP-1. (Figure 4.29).

Une double coloration par IF de LMP-1 et de la cytokeratine a été effectuée sur cing cas
de CGaEBYV, ceci dans le but de déterminer le phénotype des cellules exprimant LMP-1, car
le marquage spécifique pour la cytokeratine indique sa localisation au niveau des cellules
épithéliales. Les échantillons sélectionnés présentaient un bas grade tumoral ce qui nous a
permis de bien visualiser la structure de 1’épithélium. Sous microscope a fluorescence, le
marquage LMP-1 apparait en rouge vif, et la cytokeratine en vert intense, les noyaux
cellulaires sont colorés en bleu (Figure 4.30). La superposition des images laisse apparaitre un

marquage jaune qui dénote la co-localisation de LMP-1 et de la cytokeratine dans les cellules
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tumorales gastriques. Ceci indique que LMP-1 est localisée au niveau des cellules épithéliales
(Figure 4.30).

‘ -". d
50 pm

Figure 4.29: Analyse d’expression de LMP-1 par immunofluorescence sur coupe de
paraffine de tissu épithéliale gastrique (A) un signal négatif a été observé dans un tissue
non-néoplasique gastrigue (B) un signal positif a été observé dans un cas
d’adénocarcinome gastrique bien différencié.

Figure 4.30 : Double coloration a immunofluorescence pour LMP-1 et la cytokeratine dans
un adénocarcinome gastrique bien différencié A) la cytokeratine est marquée en couleur
verte B) le marquage de LMP-1 est en couleur rouge. C) les noyaux sont contre coloré
avec le DAPI qui apparaissent en couleur bleu. D) représente I’image en contraste de
phase E) La superposition des images montre un marquage jaune confirmant une co-
localisation de la LMP-1 et la cytokeratine au niveau du cytoplasmique et membranaire
des cellules épithéliales tumorales.
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4.2.1.2 Détection de LMP-1 par immunohistochimie

Une concordance parfaite a été observée entre les résultats de I’lF et ceux de I’'IHC.
L’analyse des 22 cas de CG EBV-positifs par IHC a révélé que les 8 cas de CG LMP-1-
positifs par IF étaient également positifs par IHC, et les 14 cas LMP-1-négatifs étaient
également négatifs par IHC. L’IHC fournit plus de détails morphologiques sur le tissu etudié
que I’IF. Nous avons ainsi pu observer que I’expression de LMP-1 est localisée au niveau
membranaire et cytoplasmique dans toutes les cellules malignes, et est absente dans les
cellules normales. Le témoin positif, qui est un cas de lymphome Hodgkinien, a donné un

marquage positif pour LMP-1 (Figure 4.31).
Betsis
S

Figure 4.31: Détection de LMP-1 par immunohistochimie sur des coupes de tissus
d’épithélium gastrique. A) adénocarcinome bien différenci¢é LMP-1 positif. B)
adénocarcinome peu différencié LMP-1 positif. C) un agrandissement de la coupe B
démontre une expression membranaire et cytoplasmique de LMP-1 dans les cellules
tumorales marqué par les fleches. D) un signal négatif observé dans le tissu non
néoplasique gastrique. E) le contrble positif correspondant a un lymphome de Hodgkin
présente un signal positif pour LMP-1 sur ses cellules de Reed Stemberg. Grossissement
(A,B,D x 400) et (C, E x1000).
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D’autre part, I’analyse des caractéristiques pathologiques des 8 cas EBV-positifs et LMP-
1 positifs nous a permis de constater que 6 cas sur 8 (75%) sont des adénocarcinomes peu
différenciés. L’expression de LMP-1 est donc significativement associée avec le degré avancé
de la tumeur (p=0.032). En revanche, nous n’avons pas observé de relation significative entre
I’expression de LMP-1 et d’autres paramétres tels que le genre, I’age, la localisation tumorale

ou le type histologique de la tumeur.

4.2.1.3 Recherche simultanée d’EBERs et LMP-1 par double marquage a
immunofluorescence et hybridation in situ en fluorescence :

La technique de double marquage par IF pour LMP-1 et FISH pour EBERs a été realisée
sur 15 cas de cancer gastrique. Dans cinq cas, le double marquage a été positif pour EBERs
et LMP-1 simultanément et dans dix cas le double marquage a été négatif pour EBERS et
négatif pour LMP-1. Egalement, nous n’avons pas observé des cas de CG EBERs positifs et
LMP-1 négatifs ou méme le contraire LMP-1 positifs et EBERs négatifs, les résultats sont

résumés dans le tableau suivant.

Tableau 4.11 : Effectifs des cas de CG apres le double marquage pour EBERs et LMP-1

Cas de cancer gastrique EBERs (+) EBERs (-)
LMP-1 (+) 5 cas 0 cas
LMP-1 (-) 0 cas 10 cas

L’expression positive de LMP-1 est marquée en coloration fluorescente rouge alors que
I’expression des EBERs est marquée en coloration fluorescente verte, les noyaux cellulaires
sont contre coloré par le DAPI donnant un marquage bleu.

L’observation sous microscope en fluorescence a révélé que le signale positif de LMP-1
est en grand partie identique a celui des EBERs au niveau des cellules tumorales, (Figure
4.32). Parmi les échantillons sélectionnés pour cette analyse, un cas était de type histologique
tubulaire bien différencié dont la structure des glandes est conservée a un certain degré.
L’expression des deux marqueurs EBERs et LMP-1 dans cet échantillon a été bien visualisé
dans les cellules épithéliales tumorales glandulaire (Figure 4.32 A).
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EBERs LMP-1 DAPI . fusion

EBERs LMP-1 DAPI

Contraste de phase fusion

Figure 4.32 : Double coloration par IF pour LMP-1 et FISH pour EBERS sur des coupes en
paraffine de tissus tumoraux gastriques, montre en (A) un signal positif pour EBERS en vert,
un signal positif pour LMP-1 en rouge, et une contre coloration des noyaux par le bleu du
DAPI dans un adénocarcinome gastrique bien différencié. La fusion des signaux fluorescence
montre une localisation nucléaire des EBERs (signale jaune représenté par une fleche
blanche) et une localisation cytoplasmique de LMP-1 (fleche noire) au niveau des cellules
épithéliales tumorales. La double coloration montre en (B) un signal positif pour les deux
marqueurs EBERs et LMP-1 simultanément dans un d’adénocarcinome peu différencié, en
plus fort agrandissement représenté en (C) le marquage des EBERs apparait au niveau
nucléaire (fleche blanche) et LMP-1 au niveau cytoplasmique (fleche noire).
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Avec la double coloration par IF et FISH sur des coupes histologiques fixées au formole
les détails morphologiques du tissu ne sont pas facilement observés. Néanmoins, 1’utilisation
de la microscopie a fluorescence combinée a la technique de contraste de phase a permis de
bien visualisé une localisation nucléaire des EBERS et membranaire de LMP-1 au niveau des
cellules gastriques tumorales. La superposition des images montre des zone de fusion du
signale vert des EBERs et le bleu du DAPI qui clore les noyaux, par contre le signale rouge de
LMP-1 est localisé dans le cytoplasme des cellules.

4.2.2 Discussion

4221 Détection de LMP-1 par immunofluorescence, double
immunofluorescence et immunohistochimie

Dans cette étude, 1’utilisation des techniques d’IF et d’IHC (utilisant deux anticorps anti-
LMP-1 différents) nous a permis de détecter cette protéine dans 8 cas sur 22 (36.4%) des cas
de CG EBV-positifs. D’un point de vue cellulaire, LMP-1 a été localisée au niveau
membranaire et cytoplasmique. Au niveau tissulaire, la double coloration a IF pour LMP-1 et
la cytokeratine a révélé une co-localisation qui signifie que les cellules infectées exprimant la
protéine LMP-1 sont des cellules épithéliales malignes.

Cette localisation cytoplasmique et membranaire de LMP-1 observée au niveau des
cellules tumorales gastrique a été également rapportée par d’autres études effectuées sur
plusieurs type de malignité associ¢ a ’EBV comme dans le NPC (Wang et al., 2016(b)) et
dans les lymphome de Hodgkin (Hashmi et al., 2017). Certains travaux précédents ont
rapporté que LMP-1 est secrétée sous forme d’exosomes dans le cytoplasmes des cellules
épithéliales, puis conduite ultérieurement vers la membrane cytoplasmique afin de former la
structure transmembranaire qui lui est spécifique (Duckers et al., 2000., Houali et al., 2007).
Ces auteurs rajoutent que LMP-1 peut étre secrété dans le compartiment extracellulaire afin
d’activer plusieurs voies de signalisation, dont 1’effet est de développer un
microenvironnement tumoral. Cette protéine a aussi été retrouvée associée aux exosomes dans
le sérum de patients atteints de NPC, et de souris porteuses de tumeurs (Denzer et al., 2000 ;
Houali et al., 2007). 1l semble que LMP-1 ait une activité mitogene, observée sur des cultures
cellulaires, ainsi qu’une activité suppressive vis a vis du systeme immunitaire (Dukers et al.,
2000 ; Gutzeit et al., 2014 ; Aga et al., 2014).

La localisation cytoplasmique et membranaire de LMP-1 observée dans notre étude nous
laisse suggérer que cette protéine peut étre également nécessaire pour le développement du

microenvironnement tumoral dans les CGaEBV et a son maintien.

115



Chapitre 4: Résultats et discussion

Plusieurs études ont été réalisées pour rechercher la présence de LMP-1 dans les tumeurs
associées a I’EBV et son action sur les cellules infectées. Cette protéine a été retrouvée dans
plusieurs types de malignité associées a ’EBV comme les tumeurs du nasopharynx (Dawson
et al., 2012 ; Rosales-Pérez et al., 2014 ; Kim et al., 2006) ; les lymphomes de Burkitt (Lei et
al., 2015) et les lymphomes de Hodgkin (Chang et al., 2017 ; Hashmi et al.; 2017).

LMP-1 a été considéré comme I’oncogene majeur de I’EBV, elle est capable
d’immortaliser les lymphocytes B infectés par I’EBV in vitro (Kaye et al., 1993 ; Rowe et al.,
1994 ; Dawson et al., 2008) et de transformer les cellules épithéliales en cellules malignes par
plusieurs action dont principalement 1’induction de 1’échappement de [’apoptose et
I’inhibition de la différenciation cellulaire (Dawson et al., 1990; Fahraeus et al., 1990 ; Wang
et al., 1985 ; Sun et al., 2015). Ainsi, la détection de I’expression de la protéine LMP-1 dans
les tissus tumoraux gastriques infectés par ’EBV, nous laisse suggérer que le pouvoir
oncogénique et transformant de ce virus dépend de 1’expression de I’oncogéne LMP-1.

D’autre part, dans cette étude, I’analyse des caractéristiques clinico-pathologiques des cas
de CG EBV-positifs et LMP-1-positifs nous a permis de constater que 6 cas sur 8 (75%) sont
des adénocarcinomes a faible degré de différenciation cellulaire. L’association de 1’expression
de LMP-1 avec le degré de différenciation des cellules tumorales a été également observé par
certaines études effectuées sur des échantillons du NPC (Wang et al., 2016(b)) et des
échantillons de lymphomes de Burkitt (Chang et al., 2017; Hashmi et al., 2017). Ces résultats
suggerent un role important de LMP-1 sur la diminution de la différenciation cellulaire
pendant la tumorigénése gastrique, roles déterminés précédemment in vitro dans les cellules
épithéliale (Dawson et al., 1990; Wang et al., 1985).

L’EBV persiste dans I’organisme d’une fagon latente et en fonction des genes exprimés, le
modele de latence est définit (type I, Il ou I11). Dans la grande majorité des cancers associés a
I’EBV, le virus exprime la latence de type Il ou Ill, durant lequel LMP-1 est exprimee. Le
lymphome de Burkitt exprime uniquement EBNA et plusieurs ARN non codants BART et
EBER (latence 1), alors que certains lymphomes de Hodgkin, Les carcinomes nasopharynges
et les lymphomes des cellules T/NK, expriment EBERs, BARTs, EBNA1, LMP1 et LMP2
(latence I1) En plus des génes de latence I, EBNA2, EBNA3 et EBNA-LP sont également
exprimés dans les LCL transformées in vitro par EBV et dans les lymphoproliférations des
sujets immunodéprimés (latence 111) (Tsao et al., 2015).

La forte expression de LMP-1 détectée dans nos échantillons de CG nous laisse suggérer

que la latence virale dans cette pathologie et de type II ou III. Il reste a déterminé 1’expression
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des autres protéines comme I’EBNA-2 EBNA3 et EBNA-LP afin de confirmer le type de
latence dans les CGaEBV.

La présence de LMP-1 dans les CGaEBYV a toujours été sujet de controverse. Si certains
auteurs ont confirmé la présence de LMP-1 dans leurs échantillons de CG EBV-positifs par
IHC (Kida et al., 1993; Shin et al., 1996; Harn et al., 2005; Wang et al., 2008 ; Wang et al.,
2016), d’autres ne I'ont pas détectée dans leurs séries (Truong et al., 2009; Uozaki et
Fukayama, 2008). Selon ces derniers auteurs, 1’absence de la protéine LMP-1 suggere qu’elle
n’est nécessaire ni au développement, ni au maintien de la tumeur. Les travaux de Li et ces
collaborateurs ont permis de démontrer que dans des lignes de cellules gastriques et des
¢chantillons de tumeurs gastrique infectés par I’EBV, les promoteurs des génes codant pour
de LMP-1,-2A et -2B sont hypermethylés et I’expression de ces trois protéines est réprimée,
le groupe rajoute que 1’expression de LMP-1 a été restaurée avec la déméthylation du
promoteur (Li et al., 2016). Les résultats de ce groupe nous poussent a étudier le profil de la
méthylation du promoteur de LMP-1 dans les cas de CGAEBYV de notre cohorte.

Cependant, certaines études ont observé une forte expression des ARNm encodant LMP-1
par RT-PCR, alors que I’analyse IHC reflete une expression protéique faible ou négative (Lee
et al., 2004; Zhu et al., 2013). D’autres auteurs proposent alors que cette protéine pourrait
intervenir dans les stades précoces du développement tumoral, et par la suite étre
négativement régulée, via un mécanisme inexpliqué.

D’autres formulent 1’hypothése que 1’absence de LMP-1 peut étre le résultat d’une
sélection clonale des cellules tumorales LMP-1-positives par une réaction immunitaire, car
LMP-1 peut étre reconnue par les lymphocytes cytotoxiques T, et les patients atteints de
CGaEBYV conservent normalement la réponse immunitaire des cellules T spécifiques au virus
(Lee et al., 2011). Selon Tang et al (2012), les ARNm viraux détectés correspondant a LMP-1
ne sont pas traduits ou la protéine est soit i) exprimée de maniére transitoire, ii) rapidement
dégradée, iii) localisée dans des cellules rares qui sont rapidement reconnues et détruites par
le systeme immunitaire, ou iv) présente a un niveau si bas que les tests traditionnels sont trop
insensibles pour les détecter.

Cependant, des études récentes confirment que l'infection virale latente est associée au
phénotype oncogene du carcinome gastrique (Temple et al., 2014) et le model d'expression
des genes de latence (latence I, 11 ou Ill) dépend du tissu d'origine et de I'état cellulaire
(Murata et al., 2014 ; Sato et al., 2017) les auteurs rajoutent que les cellules tumorales
secretent des facteurs intrinséques régulant le programme de latence virale tels que les

facteurs de transcription. D’apreés ces études, nous supposons que 1’ensemble des altérations
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génetiques caractérisant le phénotype oncogene du cancer gastrique dans notre région sont
probablement différents par rapport a d’autres régions en raison du polymorphisme génétique,
ce qui influence 1’absence de I’inhibition de I’expression de LMP-1 observée dans plusieurs
études et sa forte expression dans nos échantillons de CG.

Cependant, Truong et ses collaborateurs (2009) arguent au contraire que la détection de
LMP-1 dans les CGaEBYV resulte d’études inconsistantes ou de réactions croisées dues a des
limitations techniques. Les auteurs insistent sur le fait que la détection de la protéine LMP-1
doit s’effectuer dans le contexte d’une analyse paralléle des transcrits viraux par PCR ou ISH.

Afin de répondre aux critiques de ces auteurs et de confirmer les résultats de notre étude

histochimique, nous avons donc utilisé une approche de double marquage a IF et FISH.

4.2.2.2 Révélation simultanée d’EBERs et de LMP-1 par double marquage
FISH et IF

Cette étude est la premiéere a utiliser une technique de double marquage par FISH et IF
pour détecter a la fois les transcrits viraux EBERSs et le produit du géne de latence LMP-1
dans des cas d’adénocarcinomes gastriques. Cette technique a été réalisée sur 15 cas, avec un
résultat trés satisfaisant, puisque pour 5 cas, le double marquage a été positif pour EBERS et
LMP-1, et pour 10 cas, le double marquage a été simultanément négatif pour EBERs et LMP-
1.

L’expression de LMP-1 est en grand partie identique a celle des EBERs au niveau
cellulaire. L’analyse des images nous a permis d’observer une localisation nucléaire des
EBERs et cytoplasmique et membranaire de LMP-1.

Selon (Gulley et al., 2002) et (Niedobitek et Herbst., 2001) qui ont élaboré plusieurs
protocole pour la recherche de I’EBV, les test appliqués pour la détection des EBERs par ISH
en combinaison avec la recherche d’un produit de géne de latence simultanément sont des
tests plus efficaces que I'un ou l'autre dosage seul pour identifier les malignité associé a
I’EBV. Les auteurs rajoute qu’en raison de la composition hétérogene de nombreuses tumeurs
associees a I'EBV, et la présence de prolifération de cellules B non—néoplasiques, I'analyse
des expressions génétiques des cellules infectées par I’EBV sur les coupes tissulaires peut
également nécessiter des techniques de double marquage afin de déterminer le phénotype des
cellules infectées par I’EBV.

En effet, plusieurs études ont utilisé les techniques de double marquage pour la recherche
simultanée du génome virale et des marqueurs cellulaire pour le but de déterminer le

phénotype des cellules infectées dans différent type de tumeurs associé a ’EBV comme dans
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les lymphomes Hodgkiniens (Herndier et al., 1993) et les lymphomes non-Hodgkinien
(d'Amore et al., 1996) le NPC (Teramoto et al., 2000) et dans les tissus adénoides (Endo et
al., 2002).

D’aprés nos connaissances nous sommes les premiers a avoir testé le double marquage
pour EBERs et LMP-1 dans le cas du cancer de I’estomac. Nos résultats nous ont permis de
confirmer que cette double coloration simultanée est plus efficace que la détection de I'un ou
I'autre marqueur séparément afin d’identifier les CGaEBV.

La détection simultanée des EBERs et de LMP-1 dans les sections de tissu de CG
témoigne le réle étiologique de I'EBV dans la pathogenese du CG, et confirme que la
détection de LMP-1 n’est pas due a une réaction croisée produite lors de I’expérimentation,

mais qu’elle est le résultat d’une infection latente du tissu par I’EBV.

4.3 Détection de LMP-1 dans le sérum de patients atteints de cancer gastrique par
ELISA
4.3.1 Résultats

Afin d’évaluer la présence de LMP-1 et sa concentration dans le sérum de patients atteints
de CG, nous avons utilisé un test ELISA, test adéquat et simple d’utilisation dans le contexte
du diagnostic au sein d’un laboratoire d’analyse. Ce test a été réalisé sur 20 échantillons de
sérum de patients atteints d’un CG et 20 échantillons de sérum d’individus sains. Nous avons
utilisé également un extrait protéique d’une lignée P3HR1comme témoin positif exprimant
LMP-1, et un extrait de sang d’un cordon ombilicale comme témoin négatif n’exprimant pas
LMP-1.

Le niveau d’expression de LMP-1 dans les sérums sanguins a été estimé en comparant la
densité optique (DO) observée pour chaque échantillon du test ELISA avec celle observee
pour le témoin négatif.

Nous avons constaté que 50% des sérums des patients atteints de CG étaient positifs pour
I’expression de LMP-1. La DO observée pour chaque individu est largement superieure a
celle observée pour le témoin négatif qui est estimée a 0.184+ (0009) (Figure 4.33). Les
échantillons considérés LMP-1 positifs ont révélé des DO variant de 0.499+ (0.014) chez le
patient S8 jusqu’a 0.815+% (0.014) chez I’individu T14. Certains individus présentent des DO
supérieures a celle observée pour le témoin négatif sont toutefois considérés négatifs car la
difference est faiblement significative. Ainsi, tous les échantillons qui présentent des DO

comprises entre 0.187 (+£0.004) et 0.256 (+0.007) sont considérés négatifs pour 1’expression
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de LMP-1. Ces resultats numériques proviennent de I’analyse statistique de nos données, via

I’utilisation du test de conformité d’une moyenne.

DO 450nm

Figure 4.33 : Détection de LMP-1 avec le test ELISA dans le sérum de patients atteints de
CG. Les échantillons présentant une valeur de DO statistiguement différente par rapport a
celle observé pour le témoin négatif (sang ombilical) sont mentionnés en couleur violette (S,
S3, S4, S6°, S8, S14, S18, S19, T14 et T17) ces échantillons sont donc considéré positifs a
I’expression de LMP-1.

En paralléle, nous avons effectué une estimation de I’expression de LMP-1 dans les
sérums de sujets sains, afin de vérifier que I’expression de LMP-1 était spécifique aux patients
atteints de CG. Les résultats obtenus montrent que parmi les 21 échantillons testés, 2
seulement ont présenté des DO supérieures a celles du témoin négatif et les 19 autres
échantillons (90.5%) n’expriment clairement pas LMP-1 (Figure 4.34). L’application du test
de conformité d’une moyenne révele que les échantillons d’individus sains sont tous

conformes au témoin négatif, ils sont de ce fait négatifs a I’expression de LMP-1.
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Figure 4.34 : Détection de LMP-1 avec le test ELISA dans le sérum des sujets sains.
Seulement les échantillons numéro 7 et 20 ont présenté des DO supérieurs a celle observée
pour le témoin négatif.

4.3.2 Discussion
Afin d’une part de confirmer la présence de LMP-1 dans le CG, et d’autre part de rendre
cette détection plus simple dans 1’optique de 1’élaboration d’un diagnostic en laboratoire
d’analyses, nous avons décidé d’utiliser la technique ELISA. Cette technique nous a permis

de constater la présence de LMP-1 dans 50% (10/20) des échantillons de CG testés, et 90.5%

des individus sains sont négatifs. La quantité de LMP-1 chez les sujets malades est donc

significativement plus élevée que chez les sujets sains.
Nos résultats suggerent ainsi des conclusions importantes :

- L’étude du profil sérologique de LMP-1 au sein de populations saines comparativement a
des populations atteintes d’un cancer de ’estomac représente un argument de plus en
faveur de I’implication de ce virus dans ce type de cancer.

- L’expression de LMP-1 dans le sérum sanguin des malades confirme que cette protéine
est bien exprimée dans les CGaEBV, et que son expression n’est pas inhibée comme
suggeré par certains auteurs. Sa présence signifie qu’elle joue un réle important dans la
carcinogénese de cette pathologie.

- De méme, la présence de LMP-1 au niveau du sérum prouve que c’est une protéine active

pouvant induire de nombreuses voies de signalisation.
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Il est intéressant de noter que deux études antérieures ont démontré la présence de LMP-1
et EBNA-1 dans le milieu de culture de deux lignés cellulaires épithéliales gastriques
infectées par ’EBV (Takasaka et al., 1998 ; Tajima et al., 1998).

Houali et ces collaborateurs, (2007) ont apporté la sécrétion de LMP-1 dans le sérum et la
salive de patients atteints de NPC, ils ont aussi confirmé que 1’expression de LMP-1 dans le
sérum des souris nude peut avoir deux fonctions principales: i) la protection des cellules
infectées par ’EBV i) I’activation du cycle cellulaire par un mécanisme paracrine. Ces deux
fonctions sont des étapes importantes dans la carcinogénese du NPC. Les auteurs rajoutent
que ces fonction sont étroitement liees aux complexes exosomes-LMP-1.

La secrété de LMP-1 dans le milieu de culture ou sérums est sous forme de complexe
LMP-1exosomes. Les exosomes ayant des structures membranaires similaires a celles de la
membrane cytoplasmique pourraient sortir et rentrer d’une cellule a ’autre par simple fusion
membranaire comme déja rapporté dans les études de Denzer et al. (2000) sur le trafic des
exosomes a travers la membrane plasmique. Cette forme de LMP-1 associée aux exosomes
est mieux protégée une fois libérée dans la circulation sanguine que la forme libre qui est
beaucoup plus vulnérable vis-a-vis surtout de I’attaque par le systéme immunitaire.

Ainsi, les recherches ont déja montré que les complexe LMP-1-exosome établit a partir du
systeme Baculovirus peut supprimer les fonctions des cellules T primaires. La présence de
LMP-1 dans le sérum est donc nécessaire pour 1’activité mitogéne et suppressive vis-a-vis du
systéeme immunitaire.

Ainsi, nous émettons 1’hypothése que la sécrétion de LMP-1 dans le sérum des patients
atteints d’'un CGaEBV est probablement essentielle au développement du
microenvironnement tumoral et a son maintien. Cette oncoprotéine peut avoir un réle dans
I’activation de la multiplication des cellules tumorales et 1’échappement du systéme
immunitaire. Dans une future investigation, il serait donc intéressant d’évaluer I’impact de la
présence de LMP-1 dans le sérum sur I’activité mitogéne des cellules tumorales gastriques,
afin de comprendre le mécanisme d’action de cette protéine.

Ce travail est le premier ayant comme but principal la détection de LMP-1 dans le sérum
de patients atteints d’un CG. Il sera donc important d’évaluer, dans une prochaine étude,
I’expression des EBERs par ISH ou par PCR dans les tissus de ces malades.

La détection de LMP-1 dans le sérum des patients atteints d’'un CGaEBV offre de
nouvelles perspectives pour le diagnostic de cette maladie. LMP-1 pourrait étre un candidat
idéal pour 1I’établissement d’un diagnostic efficace et fiable employant un test de référence

ELISA a partir d’un simple prélévement de sang veineux. Ceci serait une alternative
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séduisante a la recherche des transcrit viraux par ISH. En effet, colts éleves et difficultés de
réalisation signifient que 1’utilisation de I’ISH est difficile, voire impossible dans un pays aux
ressources limitées De plus, 'ISH est aussi une technique contraignante pour le patient,
souvent soumis a des biopsies.

Il est également intéressant de noter que la présence de LMP-1 dans le sérum sanguin
pourrait offrir de nouvelles cibles pour I’immunothérapie. Il est cependant clair que d’autres
investigations seront nécessaires afin d’élucider totalement le role de LMP-1 dans la
tumorogénese des CGaEBV.
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CONCLUSION GENERALE

Il y a plus de 50 ans que le virus d'Epstein-Barr, premiere cause de tumeurs humaines
d’origine virale, a été découvert. L’EBV a été par la suite étroitement lié a un large éventail de
tumeurs, a la fois lymphoides et d’origine épithéliale. Les progres dans 1'analyse moléculaire
de I'EBV ont révélé des mécanismes fondamentaux dans la pertinence du processus
oncogénique. Ce virus fournit un paradigme pour 1'exploitation des connaissances au niveau
moléculaire, dans le diagnostic, le traitement, et la prévention du cancer.

Ce travail nous a permis de démontrer pour la premiere fois la présence de ’EBV dans le
CG chez des patients algériens. La détection de marqueurs de transcription virale par FISH a
révélé que 22.7% des cancers gastriques sont associés a I’EBV, et 19.7% sont des cas
d’adénocarcinomes gastriques ordinaires. Cette fréquence est parmi les fréquences les plus
élevées au niveau mondial. Nous supposons que l'endémicité de l'infection a ’EBV en
Afrique du Nord peut avoir un effet sur cette haute fréquence. Cependant, d’autres facteurs,
tels que les facteurs environnementaux, le mode de vie, ainsi que le phénotype génétique de
I’hote, sont susceptibles d’avoir également un role crucial dans ce phénomene. En effet, il a
été déterminé qu’une alimentation riche en sel et une grande consommation de tabac sont des
facteurs de risque pour les CGaEBV. En Algérie, les aliments traditionnellement conservés
tels que la harissa, les fruits et légumes marinés, ou la viande ou la graisse séchée et salée,
sont consommés en grande quantité. De plus, le tabagisme est élevé.

Nos résultats montrent que les cas de CGaEBV en Algérie présentent des caractéristiques
clinico-pathologiques uniques. En effet, la prédominance des CGaEBV chez des patients agés
de 45 a 60 ans suggere que cette catégorie d’age est plus exposée a des facteurs professionnels
qui peuvent favoriser la survenue et le développement de cette pathologie. D’autre part, la
présence de I’EBV principalement dans les cellules tumorales gastriques dans les cancers de
type avancé suggere un role potentiel de ’EBV dans la progression tumorale.

La présence de caractéristiques clinico-pathologiques uniques des CGaEBV suggere
fortement que ce virus n’est pas un simple « spectateur », mais bien un « acteur », susceptible
d'influencer le développement et l'entretien de la tumeur par ses caractéristiques biologiques
et immunologiques. Les caractéristiques clinico-pathologiques observées dans notre série de
cas de CGaEBYV ont été€ identiques a ceux observé dans une autre région du Nord d’Afrique et

également différentes de ceux observés dans d’autre région du mode, cela suggére que la
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pathologie moléculaire du CGaEBV au Nord d’Afrique est probablement différente de celle
dans d’autre région.

De méme, nous avons montré une forte expression des EBERs dans les cellules tumorales
gastriques, et leur absence dans les cellules normales. Ceci suggere leur importance dans le
développement et le maintien de la tumeur. D’autre part, la présence de ’EBV dans les tissus
précancéreux prouve que l'infection des cellules épithéliales gastriques est un évenement
précoce, et précede la rétro différenciation cellulaire. L’infection des cellules dysplasiques
gastriques par I’EBV réactivé porté par les lymphocytes pourrait étre la premiere étape du
développement des CGaEBV

Dans notre travail, I’étude de LMP-1, marqueur de ’EBV, a révélé une expression active
de ce virus dans le tissu gastrique et dans le sérum des patients. Ceci indique non seulement
que PEBV est présent dans des cellules infectées de facon latente, mais souleve aussi la
possibilité que cette protéine puisse €tre associée a une transformation néoplasique des
cellules épithéliales gastriques et a 1’établissement d’un microenvironnement favorable pour
le développement des cellules tumorales infectées par ’EBV.

L’expression de LMP-1 a été significativement liée aux tumeurs de haut grade. Ceci
suggere que cette protéine est impliquée dans le maintien du développement tumoral, son rdle
in vivo reflétant son réle démontré in vitro dans les cellules épithéliales, a savoir la
transformation maligne des cellules et la diminution de leur capacité de différenciation.

La faculté de détecter la sécrétion de LMP-1 dans le sérum par la technique ELISA offre
la possibilité de développer un outil pour le diagnostic précoce et le pronostic des CGaEBV
d’une part simple et fiable, et d’autre part non-contraignant pour le patient, souvent soumis a
des prélevements de biopsies. LMP-1 pourrait également devenir une cible pour la thérapie ou
I’immunothérapie.

Afin de poursuivre ce travail, il serait intéressant dans une future investigation de réaliser
une étude portant sur un nombre important de tumeurs gastriques provenant de différentes
régions du pays, afin d’évaluer la prévalence réelle des CGaEBV en Algérie. D’autre part, et
afin d’expliquer la fréquence élevée des CGaEBYV, il serait utile de déterminer la souche de
I’EBV al’origine des CG en Algérie, ainsi que de dépister de possibles altérations génétiques
et épigénétiques au sein de la population.

Il serait également utile de préciser les facteurs de risques qui peuvent augmenter la
fréquence de la maladie, tels que les facteurs li€s aux expositions professionnelles, aux

habitudes alimentaires et au mode de vie.
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D’autre part, nous pensons que des travaux supplémentaires sont nécessaires afin
d’étudier le profil d’expression de toutes les protéines latentes ou lytiques de I’EBV, ce qui
pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels ce virus
contribue a la carcinogenese du CG.

11 serait également intéressant, dans une future investigation, d’étudier I’activité mitogene
de LMP-1 sécrétée dans le sérum de patients, sur une ligné de cellules épithéliales gastriques,
afin d’élucider le role exact de cette protéine dans le mécanisme de prolifération cellulaire. La
présence de LMP-1 dans le sérum ouvre de nouvelles voies thérapeutiques contre le
CGaEBYV ; il serait intéressant de tester 1’effet de I’introduction d’anticorps anti LMP-1 chez
des souris nude, dans lesquelles des tumeurs ont été induites. Ceci pourrait potentiellement

constituer une étape importante vers une nouvelle thérapie.
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ABSTRACT

Epstein-Barr virus is associated with gastric ca@na. There has been no study about the frequehEpsiein
Barr virus associated gastric carcinoma (EBVaGC)lgeria an endemic area of nasopharyngeal carciaomhe
objective of this study is to investigate the pltemnee of EBVaGC among Algerian patients and tongettBV
latency patterns in this tumor.The expression tdrilamembrane protein-1 (LMP-1) was evaluated itV EBsitive
cases with specific monoclonal antibodies using umofluorescence and immunohistochemistry technigdes
cases selected of gastric carcinoma were examioreBBY infection using fluorescence in situ hylrédion assay

to detect EBV-encoded small RNAs (EBER-1 and EBEReEnbined immunofluorescence and fluorescenséun
hybridization was carried out in 15 gastric carcina cases to confirm the presence of EBERs and LMP-1
simultaneously. We have shown that 22 out of 9ésxé22.7%) expressed EBV. EBERs were present within
malignant epithelial cells and in precancerous ¢&s showing dysplasia tissue, but in none of naplastic cases.

In addition, LMP-1 was expressed in 8 of 22 EBWpa@ssimples. The expression was membranous/@gopc,
restricted to the malignant cells and absent in -meoplastic tissues. Combined immunofluorescencg an
fluorescence in situ hybridization determined aocalisation of EBERs and LMP-1 in gastric carcinoogls. We
conclude that the prevalence of EBVaGC is 22.7 %lgeria with specific clinicopathologic featuremd the type

of latency is similar to the type of latency of etsaryngeal carcinoma.

Keywords: Epstein Barr virus,, gastric carcinoma,, EBV-enabdmall RNAs,, latent membrane proteins-1.,

INTRODUCTION

The Epstein Barr Virus (EBV)is a ubiquitous herpesis infecting 95 % of world’s population. EBV wése first
virus shown to contribute to major cell prolifemati disorders in humans; it is associated with widegety of
malignancies including Burkitt lymphoma|l],Hodgkindisease[2],post-transplant lymphoproliferativeodiler,
nasopharyngeal carcinoma (NPC) and gastric car@and@®C)[1];[2].They first detected EBV infection
inundifferentiated lymphoepithelioma-like carcinonfeELC) by polymerase chain reaction (PCR), it i8 a
uncommon type characterized by marked stromal lywuptic infiltration[3]. Subsequently, further inuégation
determined that EBV may be present in typical gasilenocarcinoma and in adjacent dysplastic dfg
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In contrast to other EBV-associated malignancieshsas endemic Burkitt's lymphoma and nasopharyngea
carcinoma, EBV positive gastric cancer makeup #ngdst group of EBV-associated malignancies withldvade
geographical variations (5 Takada, 2000).Howeuegre are some regional differences in the incidexfcEBV
associated GC (EBVaGC), it is distributed from liighest (16-18%) in the USA and Germany to the kivié.3%,
3.9%) respectively in China and in Peru([5]; [6D)[7TEBVaGC exhibit some characteristic clinico-paltigic
features such as high incidence in (LELC) and rerhgastric carcinoma, a male predominance andifatain in

the proximal stomach([8]; [9]).It is also related diffuse histological subtype with abundant iméting
lymphocytes and poor to moderate differentiatiod}{16]).

The diagnosis of EBV infection requires not only tthetection and localization of the viral genome &lso the
detection of viral gene products. In situ hybridiga and immunostaining covers this point. The tswall non-
coding EBER-1 and EBER-2 are heavily transcribed abundant RNAs EBV in latent infection[11].In situ
hybridization of EBERs is the gold standard assayleétectEBV latent infectionin paraffin-embedded tissue
sectionfl2].Of the EBV proteins, latent membrane protein 1 (-8)Phas been postulated to be the major
oncogenic protein.LMP-1 can transform rodent fibasb cell lines in nude mice and prevents cellsnflapoptosis

to produce immortalized cells[13].In human B celldyiP1 is essential for B-lymphocyte transformatiand
immortalized state[14].

Gastric carcinoma represents the fourth most comiyfm of cancer and the second leading cause cecaelated
deathworldwide[16].In Algeria, the stomach caneethie fifth most prevalent cancer among the Algepapulation
with the annual incidence of 5.5/100 000 persoridiareover, North Africa is one of the major nasapmngeal
carcinoma endemic regions[18].The incidence of N®@igh in Algeria and it is also for Hodgkin andirRitt

lymphoma[19].Precise information on EBVaGC espégiah geographic differences of frequency is liditend
there is no study about the prevalence of EBVaGAlgeria.

The aim of the present study was to determine tbquéncy of EBV-related gastric carcinoma in cases
Algeria, using fluorescence in situ hybridizatiol§R) for the detection of EBERs transcripts. Sulbeadly, we
studied the EBV positive cases by immunohistologghhiques with specific monoclonal antibodies fbe t
detection of EBV latent membrane protein-1 (LMPAL$. additionally utilized sequential labeling for BML by
immunofluorescence and EBER by fluorescence in gjteridization to confirm the possible role of EBW the
pathogenesis of gastric carcinoma.

MATERIALS AND METHODS

Specimens

Formalin fixed-paraffin-embedded blocks from 113gselly resected gastric specimens obtained from t
pathology department of NEDIR Mohammed Universitgshital, Tizi-ouzou, Algeria, between 2010 and 2013
This study was approved by the Medical Ethics Cottemiof the University Hospital of NEDIR Mohammerief:
CSF/SBSA/002013) in accordance with the guidelioiethe Declaration of Helsinki 1975. For further lexular
evaluations, the specimens selected were senditigetinstitute of anatomy and molecular embryolagyRuhr
University Bochum Germany.

Pathologic characteristics

Among 113 cases studied, 97 cases were diagnoskedyastric carcinoma, 6 cases of pre-neoplastitrigdissue
(dysplasia) and 10 cases of non-neoplastic mudosaisg gastritis tissue. The clinical data conaegnihe age,
sex, and anatomic site of tumor were evaluatedelvjewing the medical chats and pathological reco@lass
slides were reviewed to determine the histolodigiaés according to the criteria of [20]as intedtigpe and diffuse
type, the cases are sub-classified according taytheelines of the [21]to papillary adenocarcinofpap), well
differentiated tubular adenocarcinoma (tubl), matidy differentiated tubular adenocarcinoma (tulsd)id type
poorly differentiated adenocarcinoma (porl), nolidstype poorly differentiated adenocarcinoma (ppr@gnet
ring cell carcinoma (sig) and special type of ppaiifferentiated carcinoma (LELC).

PNA probe and antibodies

The probes used in this study are EBER PNA prob&20%, purchased from Dako. Y5200 is a mixture of 4
different fluorescein-labeled PNA probe complemgnta the EBERs RNA molecules (EBER-1 and EBERAR).
oligo (d)T control probes was used served as arabfir RNA preservation in histological sectiorfSor the
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detection of LMP-1 we have used two different mopgmary monoclonal antibodies: the S12 was kirptigvides
by Tadamasa Ooka (Laboratoire de virologie moléeulayon France) and the CS1-4 were obtained froakd
Secondary antibodies used are Alexa Fluor 488 gatga FITC (green) and Alexa fluor 568 conjugat&ITiC
(red) (Invitrogen. USA).

Fluorescence in situ hybridization

FISH was carried out for small EBV-encoded RNAs EER-2) in paraffin-embedded tissue sections.
Hematoxylin/eosin (HE) staining was done in adjacsection for histological identification of thetesiof
fluorescence. The reaction was performed accortnthe manufacturer’s instruction (PNA ISH deteatikit,
Dako) with slight modification. In brief, 4um thidections cut from paraffin block and mounted onnaapropyl
triethoxysilane (sigma chemical) coated slides. Flides were dewaxed with xylene and rehydratedutjin
alcohols to water, the sections were treated witieinase K diluted with TBS for 30 minutes at 3@°increase
their permeability to the probe and then passedlymin diluted in TBS for 3s to inactivate protesmak.
Transferred to TBS.

Then the sections were hybridized with the EBER Ridbe for one hour at 55°C. The simples were wase
times in 40% formamid in 5xSSC at 55°C for 15 notidwed by washing in 5xSSC for 15 min at 55°C &wd
times in 2xSSC for 15 min for each at RT. Slidesentecated for 1h with blocking solution (Maleida&buffer 10%
w/v) at RT. To enhance fluorescence and photo#taltiie Alexa fluor 488 signal amplification kit @tecular
probes) was used; the slides were incubated wigixaAfluor488 rabbit anti-FITC to bind FITC labelpmbbes and
then with Alexa fluor 488 goat anti rabbit IgG féurther enhancement. After washing steps, the slidere
mounted with Dako fluorescence mounting medium (DBISA). The samples were examined under an LSM 510
confocal microscope (Carl Zeiss, Germany).

Immunofluorescence

The expression of latent membrane protein 1 wamead by immunofluorescence in all gastric carciaocrases
having detectable EBV by FISH. The sections welgextied to heat antigen retrieval in citrate buffat: 6) for 10
min as described previously [22],followed by wasghin TBSx3 and then incubated with primary antibcahi
LMP-1 (S12) 100 pl diluted 1:500 in PBS for lhotihe samples were washed in TBSx3 times followed by
incubation with the secondary antibody goat antissgAlexa fluor 488 (1:1000) (Invitrogene USA) fiir in the
dark. After washing steps, stained sections wergluated by confocal microscope. The phenotype d¢if ce
expressed LMP-1 was determined by two-color immiumoéscence using anti LMP-1 (S12) and rabbit dolyal
anti-cytokeratin (CK7, ab90083 from abcam) . Theoselary antibodies used are goat anti-mouse Allexa 188
for detection LMP-1 and goat anti-rabbit Alexa flus68 conjugated TRITC for detecting cytokeratineJnder
confocal microscope, LMP-1 appears in green anokeyatine 7 in red.

Immunohistochemical analysis

In order to confirm the results of immunofluoresoenassays, immunohistochemical stains for LMP-lewer
performed on all GC EBV positive samples. Knownesasf LMP-1 positive Hodgkin lymphoma tissue wasdias
positive control. Paraffin sections pretreated withate for heat antigen retrieval, were incubatéith the primary
antibodies CS1-4 anti LMP-1 (1:200) for lhour asadibed previously [22]. For detection protocole thuper
sensitive non Biotin HRP Detection Kit EnVision ((@aDenmark) was used. Bound antibody was detecyed b
diaminobenzidine chromogene (DAB, EnVision Kit) gig$ues were counter-stained with hematoxylin.

Double labeling immunofluorescence and fluorescende situ hybridization

In order to confirm the sensitivity of our FISH atfé protocols, we performed and end point doubééngtg of
LMP-1 by immunofluorescence and EBERs by fluoreseein situ hybridization. This technique was downl®
cases of gastric carcinoma as described previdadljith slight modification. Briefly, paraffin tgue sections
were treated following dewaxing in xyline with peotase K for predigesting step, the sections weea subjected
to heat antigen retrieval in citrate buffer (pH: The samples were incubated with primary antibadi LMP-1
(S12) and then incubated with TRITC conjugated sdaoy antibody. The slides are then subjectedutréiscence
in hybridization procedure with EBER PNA probe asatibed previously. Under confocal microscope, EMP
appears in red and EBERs in green.

Statistical analysis
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For statistical analysis, we used the SPSS softwRetation of EBV status with independent variableduding
sex, age, tumor location and histological types assessed by Chi squag) andP values<0.05 is considered
statistically significant.

RESULTS

Prevalence of EBV positive cases and associationthvclinico-pathological characteristics

Out of 97 patients with confirmed gastric carcingrdd cases (22.7%) were proven to be positive BY by
means of EBERs RNA fluorescence in situ hybridaati Excluding LELC subtype, the frequency of EBV
associated gastric adenocarcinoma was (18.5%). RISHHE staining in each adjacent pair of histaalsections
showed that EBERs were present within the maligegithelial cells(Fig.1). EBERs were also obserived cases
of precancerous lesions showing dysplasia tissug,rbnone of non-neoplastic cases. EBERs negatareer
tissues occasionally harbored scattered EBER-pedifimphocytes. Positive signals were bright greppeared as
several small spots in cell nucleus of GC andlim#ed number of infiltrating lymphocytes.

The characteristics clinico-pathologic of EBV-po&tGC cases and EBV-negative GC cases were suzadairn
(Table 1).We have not found a significant assomiabetween EBV expression and gender. Indeed, ampatignts
developing EBVaGC, the frequency of male was highat the frequency of female, but the differencswot
statistically significan§=0.14).However, patients with EBVaGC were aged betw#5 to 60 years old and this
association was statically significai=0.029).With regard to anatomic site of the tumdbe positive rate of
EBVaGC in antrum tumors (27%) was higher than thdundus or body tumors (15.3%, 21%) but the défee
was not significantg=0.28). Analysis of histological features based @uren’s classification, showed that there
are not a significant difference between diffuggetfEBV-positive cases and intestinal type(28%vs1%9,13), but
there was a significant difference between EBVa®@rly differentiated grade and EBVaGC well and nratidy
grade p=0.045).

Tablel: Characteristics of EBV-positive GC cases ahEBV-negative GC cases.

Clinical characteristics ~ Total EBV expression

Positive Negative p-value
(100%) N (%) N (%)

Gender
male 67 18 (26.8) 49 (73.2) P=0.14
female 30 4 (13.3) 26 (8€ )
Age
<45 29 4(13.8) 25 (86.2)
45-60 27 11 (40.8) 16 (59.2) P=0.029
>60 41 7 (17.0) 34 (82.9)
Location
fundus 26 4 (15.3) 22 (84.6)
body 19 4(21.0) 15(79) P=0.28
antrum 52 14 (27) 38 (73)
Lauren type
intestinal 40 6 (15) 34 (85) P=013
diffuse 57 16 (28) 41 (72) )
differentiation Degree
well 21 2(9.5) 19 (90.4)
moderate 19 3(15.8) 16 (84.2) P=0.045
poor 57 17 (30) 40 (70)
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Figure 1. EBERSs in situ hybridization in gastric cacinoma. A and B: Hematoxylin Eosin staining in adpcent sections for respectively C
and D (original magnification x400). C: Positive ginals for EBERs in well differentiated adenocarcinma. D: Positive signals for EBERs
in poorly differentiated adenocarcinoma. E: Positve signals for EBERs in moderately to poorly diffeentiated adenocarcinoma. F:
Negative signal in well differentiated adenocarcinma.

Of the intestinal types, EBV involvement was greamong moderately differentiated tubular adendonara as
compared to well differentiated tubular adenocania (20% vs11.7%),(Table 2). In addition, of théudie type,
solid poorly differentiated adenocarcinoma and siging cell carcinoma have the highest proportioh£BV
positive cases (34.8% and 20%) except lymphoejpitimal-like carcinoma cases which are known to bengly
associated with EBV (66.6%).In summary, EBVaGC igekian patients was associated with age at diag o=l
have preference of poor differentiation tumors.

Detection of latent membrane protein LMP-1

Two methods were used to evaluate the expressibNMBf1 in all 22 GC cases EBV positive. Immunoflescence
using S12 anti-LMP-1 revealed that LMP-1 was prege/22 (36.4%). IF staining showed the absentMP-1
expression in non-neoplastic cells and presenexmfession in almost all carcinoma cells (Fig. B)ja Two-color
immunofluorescence of LMP-1 and cytokeratin defitieel phenotype of LMP-1 expressing cells as epéheetlls
(Fig. 2(c)).We performed immunohistochemical staisgng CS1-4 anti-LMP-1 to confirm the presencé.igifP-1
expression in EBVaGC samples. A high concordancefaand between (IF) and (IH) staining with a sanilrend:
all 8 (100%) LMP-1 positive cases determined byHte also confirmed to be positive by IH. All 14gaédve cases
by IF were also negative by IH.

Immunohistochemical staining gives more morpholabidetail in the tissue compared to immunofluorasee
when present; LMP-1 was membranous/cytoplasmitricted to the malignant cells and absent in adjaoermal
tissues as shown in (Fig. 3). Positive control gdinown LMP-1 positive Hodgkin lymphoma tissue, galed a
distinctive cytoplasmic and membranous stain.
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Table 2. EBV associated gastric carcinoma by sex dtistological type
* Papillary adenocarcinoma.t Well differentiated tubular adenocarcinoma. Moderately differentiated tubular adenocarcinoma.§
Solid type poorly differentiated adenocarcinomal| Non-solid type poorly differentiated adenocarcinoma# Signet ring cell carcinoma
and special type of poorly differentiated carcinomdymphoepithelioma-like carcinoma(LELC).

Histological classification Total Male Female

N (%) N (%) N (%)
Intestinal 6/40 (15) 5/30(16.6) 1/10 (20)
pap' 0/3 (0) 0/3 (0) 0/0 0)
tublf 2/17 (11.7) 2112 (16.6) 0/5 0)
tub2f 4/20 (20) 3/15 (20) 1/5 (20)
Diffuse 16/57 (28) 13/37 (35.1) 3/20 (15)
poril§ 8/23 (34.8) 6/16 (37.5) 2/7 (28.5)
por2| 2/18 (11.1) 2/13 (15.4) 0/5 0)
sigh 2/10 (20) 2/5 (40) 0/5 0)
LELC 4/6 (6t 3/3 (101 1/3 (3¢

Co-localization of EBERs and LMP-1

Combined immunofluorescence for LMP-1 and fluoreseein situ hybridization for EBERs was carried ouil5

cases of gastric carcinoma. In five cases, dowlleling was positive for both EBER and LMP-1. Tases were
negative for EBER and negative for LMP-1. Doublairihg experiments and confocal microscopy reveéhed

LMP-1 expression was largely identical to the EB&d®itive signal. Overlaying the images showed aaliaation

of the LMP-1 and the EBER specific signals (Fig.4).

=
20 pm

A B
Figure 2: Immunofluorescence for latent membrane mtein LMP-1. A: Negative signal in non-neoplastigastric tissue. B: Positive
signal found in well differentiated gastric carcinana. C: Two-color immunofluorescence for simultaneos detection of LMP-1 (green)
and cytokeratin (red) in well differentiated gastric carcinoma shows similar patterns of labeling (y&w).

o ﬂ 2 :
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Figure 3:Immunohistochemical stain for LMP-1. A: LM P-1 expression in poorly differentiated adenocarcioma EBV positive. B:
Positive signal for LMP-1 is restricted to cytoplamic and membrane of tumor epithelial cell (brown gynal, full arrow). C: Negative

signal observed in non-neoplastic gastric epithelia. D: Positive control shows LMP-1 expression in &d Sternberg cell of Hodgkin
lymphoma. Original magnification (A, C x 400) and B, D x 1000).
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A B

Figure 4:Dual staining immunofluorescence for LMP-1and fluorescent in situ hybridization for EBERs stows. A: LMP-1 expression
(red) and B: EBERSs positive signal (green) in gasiz carcinoma. C: Confocal analysis shows similar ggerns of labeling and overlaying
the images reveals colocalisation of the signalglipw tissue section.

DISCUSION

This study is the first to determine the frequeat#BVaGC in cases from Algeria; we found a 22.7&%atence of
EBV related gastric carcinoma in Algeria. Amongrthethere were LEL carcinomas cases, which are glyon
associated with EBV. Excluding this type of GC, @revalence of EBV associated gastric adenocar@nmas
18.5%; this frequency is among the highest frequevarldwide.

Actually it is well known that there are some regibdifferences in incidence of EBVaGC worldwidesd@rt from
Asian countries example Japan and China, reveafegiquency comprises between 5.6 to 13.5%([24]]} {{26])

,it can reach up to 18% as shown in Germany([2ZH])[In North Africa, only one paper published fraranisia,
which showed that the frequency of EBV related G&3W4.81%([28]).It seems that economic conditiorsnat an
important variable for EBVaGC because low and Higlguencies were found in both developed and deirgo
countries ([29];[8]).We suggest that environmeiatadl lifestyle factors, host genetic and strainatan of EBV are
likely to have a role in this high prevalence of\E&C in Algeria. Further investigations are necgsgaorder to
determine the strain of EBV in gastric carcinon@rfrAlgerians patients and study the environmeatztiofrs in this
area.

In this study, we found specific nuclear EBER1-@nscripts in GC cells and in dysplastic gastricthegium.
Scattered EBER positive lymphocytes were founddme EBER-negative GC tissues which in shown also in
previous report[30].In addition, we did not detectEBYV in non-neoplastic gastric tissues. Our figdiof EBV
infection in precancerous lesion is in agreementh wihe result of Shibata and Weiss[4], and others
authors([31];[32]).This finding supports the theahat EBV infection occurred before transformatiand the
mechanism of the entry of the virus into gastritheghial cells are relate to previous damages araperation with
some unknown promoter factors.

EBER in situ hybridization has become today thelgindard method for the detection of latent EBféétion in

clinical formalin fixed paraffin embedded(FFPE) taes[33].In this study, Fluorescence in situ hgliration has
used to detect EBER in GC using a commerciallylaisle EBER PNA probe. The probe is currently useddtect
EBV infection in FFPE tissue specimens.[34]havedubés probe in a FISH assay.[35]used EBER PNA gsoh

FISH assay and succeeded in simultaneously staiftingpoth EBER and surface antigens. Recently, ualyst
reported by[36]showed the efficiency and feasipitf FISH in the detection of EBER in FFPE tisseet®n of

NPC. Subsequently, [37]tested FISH to detect EBG@ biopsy specimens, they showed that this teciengive a
high sensitivity results even more slightly highban that of chromogene in situ hybridization. Desp-ISH

showed less morphological detail in the tissue saglonventional ISH, but it can still localized EHB signal in

gastric carcinoma cell.

About the clinico-pathological features of EBVaG&x have observed an association with age of patiémiieed,
EBVaGC was more frequently ringed between 45 anges. Previous study reported the associatidByaGC
with age. In fact,[38]showed that EBVaGC was higadgociated with elder patients, while Herrera-Gerept al.,
2005.[32]reported that EBVaGC are common in youngge in Mexican population. However, other studies
reported by [39]showed no association with age afepts. The second statistical association fomnduir study
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was the tendency of EBVaGC with poorly differeriiattumors. These results are in agreement witlsethaf
several previous studies ([8]; [6]; [28]).

In addition, we don’t observe a significant asstioia between EBV expression and gender, tumor iocaind
histology type. Ours results are similar to thobsesved in Tunisia[28].However, several studiesshaported that
patient with EBVaGC were predominately male andttimor arise more frequently in the proximal stomgd];
[9];[10]).Furthermore, many studies reported thBWEexpression exhibited significant associatiorhwdtffuse type
of GC ([10];[8];[6]). The difference between oursuéts and other reports can be attributed to tiaence of the
characteristics of the cohort, genetic backgrouemkironmental factor and life style on the develepmof
EBVaGC.

LMP-1 is a 62-kd integral protein expressed in tiggoplasm and cell membrane. It plays a major noleancer
development by the ability to activate a wide ranfeignaling pathways such as dB-and EGFR[15]. Recent
studies confirm that LMP-1 is involved in the pajkeaesis of some EBV related epithelial carcinomdake
nasopharyngeal carcinoma[40].Other studies shoWwedtesence of LMP-1 in cervical carcinoma from ekign
woman[41].Previously, it was found that LMP-1 candecreted in the serum of NPC patients[42].

In our study, we have applied two different tecluais| using two different antibodies against LMP-lgastric
carcinoma EBV positive, a high concordance was dobetween immunofluorescence using S12 antibody and
immunohistochemistry using CS1-4 antibody. LMP-1swabserved in 8 of 22 EBVaGC, the expression was
cytoplasmic and membranous in malign cells, and expression was found in non-neoplastic gastrits.céh
addition, we have applied double immunofluorescestaming of LMP-1 and cytokeratin; this techniglefined the
phenotype of LMP-1 expressing cells as epithekélsc

The presence of LMP-1 in the EBVaGC was controeér$ivhile some author’s report that LMP-1 was pnése
their study.[43]demonstrated LMP-1 in 2 of 6 cagkl;have found detectable amounts of LMP-1 expoesi 3

of 12 cases of EBV positive GC. However, some smidshowed absence of LMP-1 expression in GC
([91;[25];[45]). The lack of LMP-1 does not argue @npossible role for this viral protein in the pagbnesis of the
tumor, but rather indicates that a continued LME&xfiression may not be necessary once the maligiemotype

is established.

Using double staining FISH and IF, we are the fiostletect simultaneously both EBER and LMP-1 in @&Gue.
The technique was carried on 15 cases; five cages simultaneously EBER positive and LMP-1 posijtiten
cases were both EBER negative and LMP-1 negatieebl® staining is more effective than either asdape for
identifying EBV related disease. The colocalisattdrEBER and LMP-1 confirm the etiologic role of ¥Bn the
pathogenesis of gastric carcinoma.

CONCLUSION

In conclusion, our study is the first to describe frequency of EBVaGC in Algeria, highlighting @l prevalence.
Our finding of the presence of EBV in pre-neoplasissue supports the hypothesis that EBV infecpogcedes
transformation. Furthermore, LMP-1 expression iatécnot only that EBV is present in latently infsttcells
which is similar to the type of EBV latency of npabaryngeal carcinoma, but it supports the conckpheetiologic
role of EBV in the pathogenesis. Further investaa are necessary in order to obtain informatexgprding the
biological behavior of EBVaGC in Algerians patients
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ABSTRACT

Gastric cancer is one of the most common cancettseiworld with one million new cases each yearethains the
second leading cause of death by cancer for botlessedn Algeria, it represents 5% of all cancestdd and it
comes in the fifth position with 1430 new casehaaar. Gastric cancer was associated with EpsBarr virus
(EBV) with an incidence of 10 to 18%. The LMP-1tgirois considered as the major EBV oncogene. Thamks
signaling, LMP1 presents immortalization and tramefation properties, able of inhibiting cell differtiation. The
most promising approach to reduce mortality fronstga cancer is the early diagnosis by identifysmecific and
sensitive biomarkers. It is in this context thatfikst realized electrophoresis on cellulose acetplates of the sera
of patients with gastric cancer. The proteinograbtained are, in general, very similar and they havaniform
appearance like paths known to be normal. Somkewh thave hypo-proteinemia and hypo-albuminemizliation
with inflammation and protein losses by digestike=ding. In a second step, we performed SDS-PAGESnpare
protein profiles of sera of gastric cancer subjewith those of healthy subjects. We have noteetisgtence of an
additional band of 27 kDa in 20% of gastric cantepics we found a disparity concerning the 18 k@adwhich
is present in 65% of patients and only in 43% dijscts healthy. Then, we performed ELISA on sedacamnprotein
extracts of gastric biopsies to look for the preseonf the LMP1 protein. The latter was detectedbout 50% of
cases. In healthy subjects, the samples were negdlly statistical tests, we have shown that thaepr is
expressed without regard to the patient's age agestof cancer progression. LMP-1 may thus, serva iesmarker
for the diagnosis of EBV positive gastric cancer.

Keywords: Gastric cancer, EBV-LMP1, SDS-PAGE, proteinogram.

INTRODUCTION

Gastric cancer represents 7.8% of all new cancscanaking it currently the fourth cancer in therld/ [1] [2]. It
is the second leading cause of death with cancdroth sexes (736 000 deaths, 9.7%). His prognesigins
delicate with a survival rate of about 15% at 5rgda].

Food or environmental risk factors such as alcalmol smoking, most likely, play a major role in treeurrence of
the disease, in addition to this, the genetic factét has been demonstrated that the moleculathamsms
underlying gastric cancer include, most commonligrations in oncogene, tumor suppressor genek,cgele

regulators, cell adhesion molecules and repairgBiNA [4].

Epstein Baar (EBV) is a ubiquitous virus with ménan 95% of the adult world population that carties trace of
the primary infection. The oncogenic role of EBV snsuspected very early, due to the ability of thesvto
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immortalize human B celi@ vitro. These cells contain the viral genome in the ladtate, expressing different viral
proteins [5].

Gastric cancers were associated with EBV infectioce 1990. The association was first describexdrizre form of
gastric tumor, identical to EBV-positive carcinomalsserved in other organs, including the nasophargnd
known under the name of the undifferentiated camia with lymphoid stroma [6]. It was later showratttall
conventional gastric adenocarcinoma histologigaésycan be linked to EBV infection [7].

LMP1 (Latent Membrane Protein 1) considered as mBRV oncogene and is responsible for many phenotyp
changes in cells infected with EBV [8]. Accordirgg DAWSON [9], the expression of LMPL1 led to the atision
and the chronic deregulation of cellular signalipgthways and their target genes involved partitulan
proliferative processes.

Because gastric cancer presents discrete clinjgapt®oms, often late and nonspecific, indicate @aks already
locally advanced or metastatic [10]. The identifica of the disease in an early stage may be thet mr@mising
approach to reduce gastric cancer mortality, heheeneed to search for sensitive and reliable bikena for
Earlier Diagnosis.

MATERIALSAND METHODS

We collected 20 sera samples of gastric canceeratiat the University Hospital of Tizi-Ouzou, a2d sera
samples from healthy subjects and 15 biopsies stfigacancer.

2-1-Serum protein electrophoresis on cellulose acetate
The analysis was conducted on 20 serum samplessubjects with gastric cancer. We assayed the potagin by
the automatic method (Beckman Coulter CX9) adoptiegprinciple of the Biuret method.

Cellulose acetate plate, are previously immersexbnffer solution for 20 minutes. {1i0of serum is then deposited
on the plate. Immediately after electrophoresisratign carried out at pH 8.6 and at a voltage df ¢8lts for 16
minutes, the plate is disclosed in a coloring tetiponceau red at 0.5% where it is completely inseerfor 6
minutes. The plate was then distained in threeessice baths of acetic acid at 5%, 2 minutes each.

The plate is transferred in a pure methanol bathrevit is left dipping for 4 minutes. The platghen transferred to
a lightening solution composed of glacial acetidaat 29%, of absolute methanol at 67% and of 43ftdining

reactant for 10 minutes. In order to complete ttightening, the plate is dried in an oven heategl7as0 °C for ten
minutes.

At the end of the practical realization, the ressilvisible on the cellulose acetate plate andtban be read by a
densitometer (Helena junior 24) using a wavelengts25 nm.

2-2-SDS-PAGE of serum proteinsin the presence of g-mercaptoethanol

We used the method of LAEMMLI [11] which involvesing a biphasic system with a stacking gel of 499.b M
Tris-HCI buffer pH 6.8 and a separating gel in FHi€l buffer 1.5M pH 8.8. In order to better separptoteins with
the MM 50 to 10 kDa, we conducted our analyses saparation gel 17%. The polymerization thereaniisated
by ammonium persulfate and TEMED.

The samples are first diluted 1/2 with a solutid®P/®R (Radio Immuno Precipitation Assay). Thus, dejieg on the
serum proteins of each sample, and to make depadsit8 to 100 micrograms of proteins per well, vigegted the
required amount of serum, supplemented wiid 6f denaturing solution to 4X, containing SDS, tfe
mercaptoethanol and bromophenol blue.

The samples are placed in alternating wells betvileersera of healthy subjects and subjects witlrigaancer. A
size marker Page RulerTM More Prestained Laddem{etas LIFE SCIENCE) is used. This kit includepre-
stained proteins with the following MM: 250, 13®,92, 55, 36, 28, 17 and 10 kDa. The migratiothefproteins
is performed at room temperature under a DC voltd@®0 V and a current of 20 mA for two hours anlalf.

At the end of electrophoresis, the gels were remipthe proteins are first fixed in 12% TCA solutipw/v) for 45

minutes, and then stained for one hour by CoomaBkie R250 in an amount of 0, 2% (w/v). To revea t
electrophoresis bands, we proceed to the discaaraf the immersion of the latter by gel in a mid of water,
methanol and acetic acid in proportions of 3.15//10.37 (vV/vIv).
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2-3-Extraction of tissue proteinsin gastric tumors

In order to achieve ELISA on gastric cancer biopsiwe proceed to the extraction of tissue protefus. this
purpose, it carried out a tissue grinding for egakbtric tumor, then, we take back the cell peiletd0Qul of RIPA
added with 70l of anti-proteases (Trypsin Inhibitor type I-S fmoSoybean). The sample is then sonicated
(Sonicator Advantage-Lab AL) twice for one minuteagpower of 20 W amplitude in ice. It is finallgmtrifuged
(centrifuge: Sigma 4-16 K) at 10,000 g at 4 °C¥6rmin. The supernatant containing the proteied®vered.

2-4-Sear ch of membrane protein LM P1 latency by ELISA

We estimated the value of the LMP-1 by using théSA test, which is best suitable for a clinical gliasis. This
search is performed on all serum samples and pretéiacts obtained from gastric biopsies, and atssamples of
healthy subjects sera.

3ul of serum or protein extract supplemented wiul5PBS are incubated overnight at 4°C (coatingterA
washing, we proceed to the saturation of the pldtie 2% BSA (in PBS) and incubated for one hou8at’C. 100
ul of monoclonal antibody LMP1 S12 are added tcheaell at 0.1 pg / ml and incubated at 37 °C foo twours.
We add then, the anti-mouse peroxidase-coupledlgi®/ ml antibody and incubated for 30 minute8atC. 50
pl/ml of tetramethylbenzidine (TMB) are later addmud the plate is placed in the dark for 10 min@tesoom
temperature. To stop the reaction, 50 pl/ml phosplaxid 0.1M and the reading is done at 450 nnaib\ELISA
reader (BioTek).

In this analysis, we used as a negative contrainseterived from umbilical cord, which is supposedbntain no
protein of the Epstein Barr virus, since not contated by it. We also used as a positive controtgin extract
cells from a lineage P3HR1 expressing LMP-1.

RESULTSAND DISCUSSION

3.1. Study of results obtained by serum protein electrophoresis on cellulose acetate

At basic pH, the majority of serum proteins areatagly charged. They migrate from the cathodehtwanode and
are separated into five fractions. Albumin whichrries a significant negative charge migrates furtiosvard the
anode. Other proteins are a heterogeneous groppotdins, which are divided into four different 8ens: theal
ando?2 globulins, andy globulins.

The proteinogram obtained are generally very simifaey have a pace consistent with normal pafereaced in
the literature. They do not show significant chantf&t may be characteristic of a particular syn@roAlmost all
patients had normal proteinogram with proteinenma aoncentrations of each protein fraction conststeith
referential values used.

Tablel: Variation of proteinemia and different protein fractions of patients

Proteinemia| Albumin | al globulin | o2 globulin | B globulin | y globulin
Samples| 60-80g/l | 31-50¢9/l| 1-4g/l 7-13549/l| 6-1350/l| 9-184¢g/
M01 64 33,9 1,7 8,7 6,7 13
M02 69 28,9 2,7 10,7 13,8 12,9
MO3 83 38,4 2,8 12,5 11 18,3
M04 71 27,4 4,7 13,2 13,7 11,9
MO5 81 39,5 3,9 12 11,7 13,9
MO06 75 31,7 3,3 12,4 9,5 18
MQ7 103 35,8 3,3 15,1 17,1 31,6
MO8 63 34,1 2,4 8,3 10,1 8,2
M09 70 31,1 2,3 9,7 10,3 16,5
M10 58 27,1 2,4 6,8 10,2 11,6
M11 80 43,3 3,2 9,8 11,3 12,5
M12 80 41,7 29 10,8 9,5 15
M13 58 28,2 2,2 10,1 7,3 10,2
M14 60 22,9 24 11,8 7,3 15,6
M15 45 20,4 2,1 6,8 39 11,7
M16 68 29,4 4 12,8 12,1 9,8
M17 75 32,2 4,5 9,3 10,5 18,4
M18 65 35,3 3,2 10,5 9,3 6,7
M19 69 314 51 10,6 8,5 13,3
M20 60 27,2 2,7 9,5 8,6 12

We have, however, found hyper-total protein in plagient M7 accompanied with increased concentratimiu2
fractions,p andy globulins. We also demonstrated a hypo-proteinetbiay/l in the M15 patient with decreased
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levels of albumin and globulif. As we have noted a significant hypoalbuminemiaubjects M14. The different
variations of low magnitudes which have been idetiare likely due to the presence of some atsfaring the
analysis

The hyper-proteinemia seen in the M7 patient chaldtaused by a hyper-gammaglobulin polyclonal spoading
to an increase of all Ig classes following an immuoesponse [12], as we also noted in this patiemeaease in the
concentration of the fraction of gammaglobulin wgh.6 g/l. The hypo-proteinemia are usually accamgzh by
hypo-albumin that could reveal the beginning ofiftammatory syndrome or caused by the increasegratiein
loss during gastrointestinal bleeding [13] [14].

The clinical symptoms of gastric cancer reporteat gatients most often suffer from localized paitthe abdomen,
the pain testify to the affection of the stomacHI\jEb]. This complies with the work of WHICHER [],3which
reports that the hypo-proteinemia can be causenhdrgased protein loss by leakage caused by digeghstric
bleeding. In addition, gastric cancer patients alsmplain of nausea and early satiety sensatiochmaiads to a
significant weight loss [16]. The work of Reif [14bnfirmed that the patients’ weight loss can soeisited with
hypo-proteinemia.

However, gastric cancer patients showed no proélestrophoresis characteristics of the diseasecthad allow
practitioners to a preliminary diagnosis of progima since variations and concentrations of prof@iations are
only isolated cases.

3.2. Study of protein profiles of serum proteins obtained by SDS-PAGE in the presence of p-mer captoethanol
Human serum contains a variety of proteins withyweifferent concentrations, which makes the diffigwof a
specific study of these proteins and the desiredsaing their role in the pathology studied [17].

The protein bands identified by SDS-PAGE in thespree ofi-mercaptoethanol can be divided into major protein
bands which are those that are almost always obddén/normal human sera and minor bands that weakhot
appear at all in normal serum, but which may beadtaristics of an electrophoresis profile refagrio a given
clinical situation [17].

The analysis of the electrophoresis profiles olat@ibhy SDS-PAGE across the samples of sera anabatadhose
of the healthy and those of gastric cancer subjeate in general a certain similarity and homoggrnancerning
the presence of different bands and areas. We hotegver, a disparity regarding the band 18 kDaclviig present
in 65% of patients with gastric cancer and only8% of healthy subjects. Furthermore, we found(f62of sick
individuals the presence of an additional band7okRa.

The objective of the study of protein profiles dbéal by SDS-PAGE is the determination of biomarkersich
would have the effect of distinguishing the occnoe of the pathological state. However, serum aislis
analytically difficult because of the high dynamémge of the proteins constituting it. An altermatio this problem
can be considered in the study of low moleculargiveiserum proteome, which is the fraction of prgeand
peptides from which the high molecular weight piidehave been removed [18] [19] [20], this requicgker
methods of analysis of serum proteins capable pletieg the serum of abundant proteins that woatdlifate the
detection of serum proteins of low abundance [21].

3.3.1. Revelation of the expression of LM P-1 by ELISA

The estimation of the LMP-1 value is made by conmgathe observed optical density for each serumpsaror
protein extract with that observed for the negatieatrol. Thus, all samples analyzed that havecaptiensities
greater than that observed for the negative coatetonsidered positive for LMP-1.

Analysis of the serum of gastric cancer patientsagd that 50% of them were positive for the expoesef LMP-
1. Statistical analysis using the average compdigrst was conducted to confirm the positive restdimpared to
the negative control.

Concerning the LMP-1 rating in the protein extraaftgastric biopsies, the results were similarhiose observed in
the sera of patients with the disease. In the saamner as above, the average compliance test wdstagonfirm
the results observed.

We also conducted an estimate of the expressidiMéf-1 in healthy subjects’ sera in order to chediether the
LMP-1 expression was specific to gastric cancelepts. The results show that on all samples and|yaely two of
them showed superior to the negative control ODmeded at (0.184 + 0.009). Thus, almost all of Healthy
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subjects were negative for the expression of LMEdmpliance testing an average applied on sampies liealthy

individuals’ sera confirms the results reportedvatho
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Figure 1: electrophoretic pattern obtained by SDS-PAGE in the presence of g-mer captoethanol of healthy subjects serum samples: S1-
S21 and patients with gastric cancer: M1- M20.
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3.3. Quantitativeanalysisof LMP-1 by ELISA
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Figure 2a: Detecting the LMP1 with EL1SA in serum of gastric cancer patients
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Figure 2b: Detecting the LMP1 with ELISA in biopsiesof gastric cancer patients
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Figure 2c: Detecting the LM P1 with ELISA in the serum of healthy subjects

The revelation of the LMP-1 expression in proteutr&cts of gastric biopsies and in sera samplegasfric cancer
subjects and its absence in the sera of healthjpasbconfirms the association of gastric cancer Bpstein Barr
virus, and a possible oncogenic role of LMP-1 ia ithstallation cancer.

The association of gastric cancer with the EpsBaimr virus has been reported by several authors.ifipact of this
association varies according to the authors; it @stenated by [22] [23] [24], 6 to 16% of casesgabtric cancer
identified. Our study found the association in he&0% of the cases studied. Since EBERL1 is veyndant in
cells infected by EBV in situ hybridization EBERIEH) is the technique most used for the identifaabf gastric
cancer associated EBV [25].

LMP-1 protein considered major oncogenic EBV wittmiortalizing and transforming properties [8], has been
so far associated with EBV positive gastric cantée work of FUKAYAMA [26 ]Jand those of MAEDA [27§how
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that the positive EBV gastric cancer has a tydricy expressing EBNAL, EBER, BART and sometird€84 of
cases) LMP2A protein and where expression of LMid EBNAZ2 is absent.

However, it is crucial to note that the work of MEP8] showed that the majority of LMP-1 proteie émcalized in
the Golgi apparatus. [29] reported that LMP-1 isoatated with exosoms as vesicles and is secrettidsi form in
the epithelial cells. The LMP-1 protein originafesm the level of the cellular machinery (nucleusl a&ytoplasm)
and then it is conducted at the membrane to foamstnembrane structure specific to it. It is likéigt some of the
LMP-1 protein complex to exosomes in order to at#vcertain signaling pathways such as NF-Kb. Thius,
preferable to direct research of this protein talsdts detection in exosomes. The anti LMP-1 aidtybosed in this
study is the anti LMP1 S12 monoclonal that ideesfLMP-1 in membranes as well as complexed witls@xes.
Negative cases in the LMP-1 expression probablg lymstric cancers negative EBV. It is true thabdogic role of
EBV was highlighted on the carcinogenesis of gas@incer, however, the virus is not the only fagigslicated in
the installation of this pathology. Studies sugddsiicobacter pylorimay be an etiological factor in gastric cancer
[30], together with dietary and environmental fastorhese studies suggest that a diet rich incsalses atrophic
gastritis or dysplasia and promotes gastric caggnesis.

3.3.2. Relationship between the age of patient with gastric cancer and the expression of LM P-1 and between

the evolution of gastric cancer and the expression of LMP-1

To highlight a possible relationship between the afypatient with gastric cancer and the expressfdcMP-1 and
between the evolution of gastric cancer and exjmessf LMP-1, we submitted all values LMP-1 obtaingy the
ELISA analysis by a non-parametric statistical egtivalent to variance analysis (ANOVA), whichtlie test of
KRUSKAL and WALLIS and where the independent valéais either the age of the patient or the advaecerof
the disease.

The results of this test show that LMP-1 expressandependent of the age of the patient withrgastancer. The
EBV virus is transmitted through saliva during aaence, but it is true that in developing cousfrigrimary

infection with EBV occurs early, usually in childreinder three years who are infected by their metf#l]. This

early infection does not seem to influence the geod role of viruses in the gastric cancer inatalh. This study
clearly demonstrated that there is no dependentwyelea the age of the patient with gastric cancerexpression
of LMP-1 and thus between patient’s age and thecéstson of pathology EBV. The work of Akiba [7] dthose of
Lee [25] suggested that EBV positive gastric camoeurs in relatively young patients, but it isexggal to note that
meta-analyzes have not confirmed this observation.

The results also demonstrated that LMP-1 expressiondependent of gastric cancer development,ti@ans that
the installation of EBV occurs very early in gastepithelial cells and it persists during the dégedt obvious that
EBV, as it is oncogenic, keeps its genome intairtfected cell without killing it while protecting from the attacks
of the immune system [5], this could explain thedfings of AKIBA [7] and FUKAYAMA [26] on the relatiely
good prognosis of EBV-positive gastric cancer coregavith EBV-negative gastric cancer.

According to the result of this study, various $tsdare supportive of an etiologic role of EBV; dbestudies
suggest that the virus infects early gastric epitheells allowing better proliferation, suggesfia role of viruses in
carcinogenesis [32] [33]. As long as the LMP-Lypressed early in patients with gastric cances, pinotein could
probably serve as a biomarker for early diagnosiEBY-positive gastric cancer.

CONCLUSION

This work allowed us to compare proteinograms aftig@a cancer patients with those of healthy indinal$. The
only changes that spark interest are some hyp@ipeia that can be caused by increased proteirblpseakage
caused by gastric bleeding or by the loss of weaddserved in individuals with gastric cancer. Hoam\because
they are not generalized to all patients, it camooistitute a characteristic of the disease.

Previous investigations which are carried on theirsestudy showed difficulty identifying the differe serum
protein and highlight a characteristic proteomepathology. The comparison of protein profiles oftga cancer
patients with those from healthy individuals all@ues to identify the presence of an additional bah@7 kDa in
the former which does not exist in the latter. Hoere it is difficult to associate this protein bagdstric cancer
particularly as it is only present in 20% of casis.for the 18 kDa protein that we find in 65% aitipnts and in
43% of cases in healthy people.

The detection of the expression of LMP-1 proteirsémum and gastric biopsies of patients allowsouassociate
gastric cancer to EBV, especially since there isrpression of LMP- 1 in the sera of healthy indidals. The
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expression of LMP-1 regardless of patient age erstage of development of gastric cancer may affiealternative
for diagnosis. Thus, LMP-1 appears to be a potecéindidate for an early and reliable diagnosi&€B¥-positive
gastric cancer. Moreover, the LMP-1 detection ia #era of diseased individuals offers a tool tlsasimple
regarding to the technique used, and especiallybiring for the patient often subjected to biopayples.

REFERENCES

[1] A Jemal, F Bray, Mm Center, J Ferlay, E Wardr-@man D Cancer Journal For Clinicians2011, 61, 69-90.
[2] J Ferlay, Hr Shin, F Bray, D Forman, C Mathéds) Parkin,larc Cancer Basg2012, No. 10.

[3] C De Martel, D Forman, M PlummeGastroenterology Clinics Of North Amerj@13, 42 (2), 219-240.

[4] G Corso, R Seruca, F Roviellannali Italiani Di Chirurgia, 2012, 83 (3), 172-176.

[5] Mp Thompson, R KurzrockClinical Cancer Researct2004, 10 (1), 803-821.

[6] H Uozaki, M Fukayamadnternational Journal Of Clinical And Experimentaathology,2008, 1, 198-216.

[7] S Akiba, C Koriyama, R Herrera-Goepfert, Y Hiau Cancer Science008, 99, 195-201.

[8] N Ahsan, T KandaJournal Of Virology 2005, 79 (7), 4415-4424,

[9] Cw Dawson, Rj Port, Ls Youn@eminars In Cancer Biolog9012, 22, 144— 153.

[10] Mw Saif, N Makrilia, A Zalonis, M Merikas, Ky8igos, European Journal Of Surgical Oncolag®010, 36,
709-717.

[11] Uk Laemmli,Nature 1970, 227, 680-684.

[12] G Surico, P Muggeo, V Muggeo, A Lucarelli, @Welli, V Conti, N Rigillo, Annals Of Hematology,999, 78,
445-448.

[13] Jt Whicher British Journal Of Hospital Medicinel980, 24, 348-356.

[14] S Reif, A Jain, J Santiago, T Rogsgta Paediatrica Scandinavic&991, 80, 482—485.

[15] Wa Allum, Surgery 2011, 29 (11), 575-580.

[16] V Catalano, R Labianca, Gd Beretta, G GattBr&ud, E Van Cutsen@ncology/Hematology2005, 54, 209—
241.

[17] C Szafranski, J Bailey, Cw Turck, G Nicol, ;aNbsella, N Zolotarjova?harmaceutical Genomic2004, 29,
40-46.

[18] Jn Adkins, Sm Varnum, Kj Auberry, Rj Moore, Ningell, Rd Smith, DI Springer, Jg Pounddplecular
Cellular Proteomics2002, 1, 947-955.

[19] Z Streltsova, Sw Lee, M Devlin, Db Deoliveird,Enright, Rb Kent, Cr Wescott, Tc Ransohoff, Azy] Rc
Ladner,Biotechnology Progres2002, 18, 182—-192.

[20] S Radhakrishna, Kc Tirumalai, Da Chan, Hj Brjélp Issaq, Dv TimothyMolecular & Cellular Proteomics,
2003, 2 (10), 1096-1103, 2003.

[21] Ef Petricoin, Am Ardekani, Ba Hitt, Pj Levin®a Fusaro, Sm Steinberg, Gb Mills, C Simone, Dshfian, Ec
Kohn, La Liotta,Lancet 2002, 359, 572-577.

[22] Ap Burke, Ts Yen, Km Shekitka, L Sobidodern Pathology1990, 3, 370-380.

[23] D Shibata, Lm Weis#merican Journal Of Patholog$992, 140, 769-774.

[24] J Van Beek, A Zur Hausen, Ek Kranenbarg, Rjriitig, E Bloemena, Me Craanen, Cj Van De Velde, Jm
Middeldrop, Cj Meijer, Aj Van Den BruleModern Pathology2002, 15, 870-877.

[25] Jh Lee, Sh Kim, Sh Han, Js An, Es Lee, Ys Kimurnal Of Gastroenterology And Hepatolo@@09, 24,
354-365.

[26] M FukayamaPathology International2010, 60, 337—350.

[27] E Maeda, M Akahane, H Uozaki, N Kato, N Hayiash Fukayama, K Ohtomaibdominal Imaging2009, 34,
618-625.

[28] P Meij, Mb Vervoort, Lm Meijer, E Bloemena, Jdiddeldrop,Journal Of Virology Method<2000, 90, 193-
204.

[29] K Houali, X Wang, Y Shimizu, D Djennaoui, Jdtiolls, S Fiorini, A Bouguermouh, T Ooal@ljnical Cancer
Research2007, 13 (17), 4993-5000.

[30] M Naumaun, Je Crabtregrends Microbiology2004, 151, 105-114.

[31] Dt Hochberg, M Souza, JI Catalina, K Sullivdh,Luzuriaga, Da Thorley-Lawsodpurnal Of Virology 2004,
78 (5), 194-204.

[32] A Corvalan, S Ding, C Koriyam#nternational Journal Of Cance006, 118, 1736-1742.

[33] Sw Kim, Hc Shin, ly KimKorean Journal Of Radiology010, 11, 697-700.

77
Scholar Research Library



