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Résumé

Résumé

Le cancer gastrique est lI'un des cancers les piguédnts dans le monde avec un
million de nouveaux cas chaque année. Il demeudelxieme cause de décés par cancer
chez les deux sexes. Il représente 5% de tousalesers répertoriés en Algérie. Il vient en
cinquiéme position avec 1430 cas chaque année.

Le cancer gastrique a été associé au virus d’EpB@ir (EBV) depuis 1990, il a été
d’abord recherché dans les carcinomes gastriquégpddymphoépithélial, ensuite dans tous
les autres types histologiques avec une incidercd@ a 18%. La protéine LMP-1 est
considérée comme I'oncogene majeur d’'EBV. Graca aignalisation, LMP1 présente des
propriétés immortalisantes et transformantes, depdinhiber la différenciation cellulaire.

L’approche la plus prometteuse pour réduire la atibét par cancer gastrique reste le
diagnostic précoce par I'identification de bio-magqrs spécifiques et sensibles. C’est dans
ce contexte que nous avons d’abord réalisé desragboreses sur plagues d’acétate de
cellulose des sérums de sujets atteints de caas&ique. Les protéinogrammes obtenus sont,
d’'une maniére générale, tres similaires et ils gmtsnt une allure conforme aux tracés dits
normaux. Certains d’entre eux présentent des hyp@ipémies et des diminutions de la
concentration en albumine en relation avec un $yndr inflammatoire et des pertes
protéigues par saignement digestif.

Dans un second temps, nous avons réalisé des PSBGE pour comparer les profils
protéigues de sérums de sujets atteins de canesdigga avec ceux de sujets sains. Il est
difficile d’associer les différences constatéesancer gastrique.

Ensuite, nous avons réalisé des ELISA sur sérunsuredes extraits protéiques de
biopsies gastriques afin de rechercher la présémeatuelle de la protéine LMP1. Cette
derniere a été détectée dans prés de 50% deswcasveau des sujets sains, les prélevements
se sont révélés negatifs. Par des tests statistiouoals avons montré que la protéine est
exprimée sans distinction de I'age du patient nistade d’avancement du cancer. LMP-1
pourrait ainsi servir de bio-marqueur pour le dzggit du cancer gastrique EBV positif.

Mots clés :Cancer gastrique, EBV, LMP1, PAGE-SDS, ELISA, pimdgrammes.



Abstract

Abstract

The gastric cancer is one of the most common cancers in the world with one million
new cases each year; it remains the second leading cause of death with for both sexes. It
represents 5% of all cancerslisted in Algeria. It comes in fifth position with 1430 cases each
year.

Some reports suggest that gastric cancer is associated to Epstein- Barr virus (EBV)
since 1990; it was first sought in gastric carcinomas lymphoepithelial type then in all other
histological types with an incidence of 10 to 18 %. The LMP- 1 protein is considered as the
major EBV oncogene. Thanks to its signaling, LMP-1 shows immortalizing and transforming
properties and it is capable of inhibiting cellular differentiation.

The most promising approach to reduce gastric cancer mortality remains the precocious
diagnosis by the identification of specific and sensitive biomarkers. It is in this context that
we first made electrophoresis cellulose acetate plates sera of patients with gastric cancer. The
proteinogrammes obtained are generally very similar to each other and they have a shape
conforming to those said to be normal paths. Some of them have hypo - proteinemies and
reduce the concentration of albumin in arelationship with inflammation and protein losses by
gastrointestinal bleeding.

In a second step, we performed SDS-PAGE to compare the protein profiles of serafrom
subjects Reach gastric cancer with those of healthy subjects. It is difficult to associate the
differences noticed to gastric cancer.

Then, we performed ELISA on sera and protein extracts of gastric biopsies to check the
presence of LMP1 protein. The latter was detected in each of these samples. On healthy
subjects, the samples were negative. By statistical tests, we showed that it is expressed
without distinction of the age of the patient or the advancement of the cancer stage. LMP- 1
could serve as a biomarker for the diagnosis of EBV- positive gastric cancer.

Key words: Gastric cancer, EBV, LMP1, SDS-PAGE, ELISA, proteinogrammes.
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Le cancer de I'estomac est I'un des cancers lssfi@iguents dans le monde. Prés d’'un
million de nouveaux cas sont recensés chaque af@&d tumeur représente 7,8% de tous
les nouveaux cas de cancer, ce qui en fait actoefie le quatrieme cancer dans le monde.
(JEMAL et al, 2011 ; FERLAYEet al, 2012). Le cancer gastrique représente 5% delésus
cancers répertoriés en Algérie. Il vient en cinmaéposition avec 1430 cas chaque année
(FERLAY et al, 2012). Il est la deuxiéme cause de décés paecahez les deux sexes dans
le monde (736 000 déces, soit 9,7% du total). Somgstic reste délicat avec un taux de
survie d’environ 15% a 5 ans (DE MARTIEeLal, 2013).

Les facteurs de risques alimentaires ou environn&amg comme l'alcool et le tabac
jouent trés probablement un rbéle majeur, s’ajouterdeux la les facteurs génétiques de
prédisposition. Il a été mis en évidence que lesamiémes moléculaires sous-jacents du
cancer gastrique comprennent le plus souvent désatins des oncogénes, des genes
suppresseurs de tumeurs, des régulateurs du cetidace, des molécules d'adhésion
cellulaire et des genes de réparation de I'ADN (SOR&t al, 2012).

Le virus d’Epstein Baar (EBV) est un herpésvirusnhin. Il s’agit d’'un virus
ubiquitaire avec plus de 95% de la population &dqlti porte la trace de la primo-infection,
et cela quelque soit la répartition géographiqueesTiot, le réle oncogénique du virus
d’Epstein-Barr fut soupconné suite a la capaciteidws a immortaliser in vitraes cellules B
humaines. Ces cellules comportaient le génome wairBétat latent, exprimant différentes
protéines virales. Ainsi, un virus pouvant induinee telle immortalisation in vitrpouvait
avoir un réle dans la lymphomagenése in \itelOMPSON et KURZROCK, 2004). Une
affection maligne pourra se développer plusieuraéaa aprés la primo-infection a la
condition de mutations oncogéniques accompagnéemed’'diminution du systeme
immunitaire de I'héte, de la présence d'un secagehtiinfectieux ou de I'existence d’autres
aberrations ou mutations génétiques. (BELL et RICEODN, 2003).

Les cancers gastriques ont été associés a undionfquar le virus d’Epstein-Barr
depuis 1990. L'association a d’abord été décritesdane forme rare de tumeur gastrique,
identique aux carcinomes EBV positifs observésdiautres organes dont le nasopharynx,
et connue sous le nom de carcinome indifférencigtrama lymphoide, (UOZAKI et
FUKAYAMA, 2008). Il a ensuite été montré que tows ltypes histologiques classiques
d’adénocarcinomes gastriques peuvent étre assadiggection EBV (AKIBA et al, 2008).
Des études suggerent que le virus infecte précauele® cellules épithéliales gastriques. De
plus, de forts titres d'anticorps anti-EBV sont eiés chez les patients. Par ailleurs,
l'infection par 'EBV de lignées épithéliales priimes gastriques permet une meilleure
prolifération et génére une croissance en agargéagt un rbéle du virus dans la
carcinogenese (CORVALANM al, 2006 ; KIMet al, 2010).

LMP1 (Latent Membrane Proteins) est considéréentertioncogéne majeur d’EBV.
Grace a sa signalisation, LMP1 présente des ptépricnmortalisantes et transformantes, et
est responsable de nombreux changements phénatgpidans les cellules infectées par
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'EBV (AHSAN et KANDA, 2005). D’apres DAWSONt al (2012) I'expression de LMP1
conduit au détournement et a la dérégulation chrande voies de signalisation cellulaire et
de leurs genes cibles impliqués notamment danprdesssus prolifératifs.

Le cancer gastrique présente une symmdtmogie clinique discréte, le plus souvent
tardive et aspécifique, témoignant d’'une maladig décalement avancée ou métastatique.
(SAIF et al, 2010).Ce qui fait que l'identification de la maladie asiade précoce peut étre
I'approche la plus prometteuse pour réduire la atibétpar cancer gastrique.

Le but de la présente étude est, d’'une part, lee mis évidence d'un protéome
spécifique au cancer gastrique, d’abord par I'étete protéinogrammes sériques de patients
atteints de cancer gastrique par électrophoréseasétate de cellulose afin d’identifier
d’éventuelles variations des différentes fractigmetéiques, qui pourraient permettre aux
praticiens d’orienter son diagnostic, ensuite patdmparaison des profils protéiques obtenus
par PAGE-SDS de sujets atteints de cancer gastaqueux de sujets sains, et d’autre part,
'étude de I'expression de LMP-1 chez ces patigats le test ELISA. Cette protéine peut
servir comme bio-marqueur spécifique et sensible o diagnostic de la maladie.



Synthese
bibliographique




Synthese bibliographique Le cancer gastrique

1. Synthése bibliographique
1.1 Cancer gastrique
1.1.1. Epidémiologie

Le cancer de I'estomac est I'un des cancers lsdnglguents dans le monde. Environ un
million de nouveaux cas sont recensés chaque a@Q&t® tumeur représente 7,8% de tous
les nouveaux cas de cancer, ce qui en fait actoefie le quatrieme cancer dans le monde,
aprés le cancer du poumon (1608055 de cas soR6)2dl sein (1384155 de cas soit 10,9%),
et le cancer colorectal (1235108 de cas soit 9,8%9n incidence dans les pays en
développement est plus élevée que dans les paustiralisés avec plus de 70% des cas
(figure 1) (NAES&t al, 2005 ; FERLAYet al, 2012).

Il existe une variation géographigue considéralalesd'incidence du cancer gastrique
dans le monde avec les taux les plus élevés endedi&st (avec la moitié du total mondial),
’Amérique du Sud et 'Europe de I'Est et du Sudblgau I). L'Europe Occidentale et
I’Amérique du Nord sont des régions a risque mogePAfrique a risque faible (BROW Nt
al, 1998 ; DE MARTELet al, 2013).

En Algérie, le cancer de I'estomac vient en cinmééposition avec 1430 cas chaque
annee, soit 5%, précédé du cancer du sein, decaoborectal, celui du poumon et de la
vessie (14,9%, 9,1%, 8,9% et 5,5% respectivememiR[AY et al, 2012).

Cependant, le cancer gastrigue ne suit pas toujoarsschéma de distribution
géographique clair (annexe 1). Ainsi, bien que quet unes des populations du monde les
plus a risque soient dans les pays asiatiquesiiestd’'entre elles ont des taux relativement
faibles comme dans le cas de I'Inde (tableau )REKEY et al, 2012). Il y a aussi des
groupes a tres haut risque au sein de populatidagke risque, par exemple, les Coréens
vivant aux Etats-Unis. Des études ont montré qadnemigrants de la premiére génération
ont le méme risque de développer un cancer gasthgge ceux de leur pays d'origine, tandis
gue les générations suivantes prennent un risquiéase a celui existant dans leur nouveau
pays (HAENSZELet al, 1972 ; APARICIOet al, 2004). Cela peut suggérer un rdle pour
l'alimentation et I'environnement.

Il existe une prédominance masculine avec un sx-da 2 (figure 1). Les cancers de
'estomac surviennent rarement avant 'age de 40 kimcidence augmente rapidement au-
dela, avec un pic pendant la septiéeme décenniei Amviron 60% des patients atteints de ce
cancer ont plus de 65 ans (JEMAtal, 2011 ; DE MARTELet al, 2013).

Le cancer de l'estomac est la deuxieme cause ds @éc cancer chez les deux sexes
dans le monde (736 000 déces, soit 9,7% du tatad) taux de mortalité les plus élevés sont
estimeés en Asie orientale (28,1 pour 100.000 honetE3 pour 100.000 femmes), et les plus
bas en Amérique du Nord (2,8 et 1,5 respectivem@®MAL et al, 2011 ; FERLAYet al,
2012) (figure 1). Le pronostic du cancer de I'estommeste faible avec un taux de survie
d’environ 15% a 5 ans pour les personnes non ep&tde I'ordre de 35% a 5 ans pour les
patients opérés. La survie est fortement dépenddutstade durant lequel la tumeur est
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diagnostiquée, en plus, le site de la tumeur au embmmiu diagnostic contribue également au
pronostic de survie (VERDECCHI#t al, 2003 ; DE MARTELet al, 2013).

Male Female
Eastern Asia

Central and Eastern Europe
Less developed regions
World

South America

More developed regions
Central America

Solthern Europe

Westarn Asia

South-Eastern Asia

Caribbean
Palynesia
Melanesia
Western Europe
MNorthern Europe
Mlicronesis
ALstraliaMew Zealand
South-Central Asia
Middle Africa
Eastern Africa
Morthern America
Western Africa
Southern Africa

MNorthern Africa

&0 40 20 0 20 40 &0

W ncidence

GLOBOCAN 2008 (IARC) W Mortality

Figure 1 : Estimation des taux d’'incidence et de mortalitémalisés selon I'age pour
100 000 habitants (FERLA® al, 2012).

Tableau | : Incidence, mortalité et prévalence du canceredmac dans le monde en 2008
pour 100 000 habitants (JEMAdt al, 2011).

Estimation du nombre Chez les hommes Chez les femmes
Lescas| Déces Prévalence a5 ans Les|cas DécésvaleRog a 5 ans
Le monde 640 463 1050 348 273 548
Les pays développés 173 110 361 101 70 193
Les pays en développement 467 353 688 246 202 354
Les Etats Unis d’Amérique| 13 6 20 8 4 12
La Chine 315 231 466 148 121 214
L'Inde 21 20 15 13 12 10
L'Union européenne 50 37 74 32 24 47
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1.1.2. Manifestations cliniques du cancer gastrique

La symptomatologie clinique du cancer gastriquedestrete, le plus souvent tardive et
aspécifigue, témoignant d’'une maladie déja locatdragancée ou métastatique. Les tumeurs
débutantes sont habituellement asymptomatiquesareiment détectées en dehors d'une
politique de dépistage ciblée (SONALI et MASTERQD2Q SAIlFet al, 2010). Les premieres
manifestations cliniques sont banales et n’'inquiepas le patient. Une perte de poids et des
douleurs abdominales représentent les symptomedugsdgréquents lors du diagnostic initial.
Une fieévre inexpliquée, une anémie et une asthgomé aussi frequentes (CATALAN@ al,
2005 ; ALLUM, 2011).

Les patients atteints de cancer gastrique avangeepe présenter des manifestations
cutanées systémiques comprenant des kératosesheitpoes diffuses et une acanthosis
nigricans (pigmentation sombre dans les plis deeku et des muqueuses) (YEtHal, 2000 ;
SAIF et al, 2010). Des anomalies hématologiques, y compris amémie hémolytique, des
néphropathies membrano-prolifératives, le syndraififeypercoagulation (syndrome de
Trousseau) ont été également rapportées (ALLUM1R01

1.1.3. Classification du cancer gastrique

D’un point de vue anatomopathologique, les adémaotames gastriques sont divisés en
deux grands groupes en fonction de la localisaticgux situés au niveau de la jonction de
I'cesophage ou cardia, sont appelés proximaux, paosition aux cancers distaux, situés au
niveau du corps ou de I'antre gastrique (figuré@X)TH, 2003 ; ETCet al, 2006).

La classification histologique des adénocarcinolagdus couramment utilisée est celle
présentée par LAUREN en 1965. Elle distingue deatégories : la forme intestinale bien
différenciée, caractérisée par des cellules néigplas formant des structures glandulaires et
la forme diffuse caractérisée par une prolifératieffulaire en amas non organiseés, infiltrant
de facon diffuse le mur gastrique (EECal, 2006 ; MINEUREet al, 2010).

La forme intestinale généralement bien différencése fréquemment ulcérée, elle
survient dans I'estomac distal et est souvent pigeé&’'une phase précancereuse prolongée,
associée a une gastrite atrophique sévere aveplasdtaintestinale (BARBER, 2006 ; SAIF
et al, 2010). La forme diffuse peu différenciéeirvient plus frequemment chez des patients
jeunes et atteint plutét 'estomac proximal. Elt earactérisée par une infiltration muqueuse
de cellules tumorales comportant un cytoplasme liehepmucine et un noyau excentré, leur
donnant un aspect de cellules en bague a chafb@ éEal, 2006 ; SAlFet al, 2010). On
trouve également dans cette classification des utsrmaixtes qui associent les deux aspects,
et les tumeurs inclassables (ROTH, 2003 ; MINER, 2010).

Cependant, la classification post-thérapeutiquield€tal 11) repose sur la classification
de TNM (tumeur, nodules et métastases) de I'Unidernationale contre le cancer (UICC) et
de l'association Japonaise conte le cancer (AJGMINEUR et al, 2010 ; JOAQUINet al,
2011).Cette classification décrit 16 sites ganglionnaiégzgartis en trois groupes (N1, N2, N3
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et N4). Ces regroupements sont modifiés en fonctansiege du primitif (figure 3).
Généralement, les ganglions périgastriques le tlenta petite courbure (sites 1, 3 et 5) et de
la grande courbure gastrique (sites 2, 4 et 6)espondent au groupe N1. Les ganglions le
long de l'artére coronaire stomachique (site 7))'d@deére hépatigue commune (site 8), du
tronc coeliaque (site 9) et de I'artere splénigsiee (10 et 11) correspondent au groupe N2
(JOAQUINet al, 2011).

(Ezophage abdominal

Fundus

Incisure cardiale

Cardia

Corps
Petite courbure
Incisure angulaire
QOrifice pylorgue Sphincter pylorique
Grande courbure
Canal pylorique

Duadénum Antre pylorique

Consfriction pylorique

Figure 2 : Aspect anatomique de I'estomac (DILLENSEGER, 2011).

Figure 3 : Drainage ganglionnaire de I'estomac. Classificajaponaise (HENNEQU Nt
al, 2008).
Aires ganglionnaires périgastriques (N1) : 1. Ré&d@le droite ; 2. Péricardiale gauche ; 3.Petiterbure ; 4.
Grande courbure ; 5. Suprapylorique ; 6. Infrapgloe. Axe coeliaque (N2) : 7. Artére gastrique deeuc 8.
Hépatique ; 9. Coeliaque ; 10 et 11.Splénique.aDist(N3) : 12. Hépatoduodénal ; 13. Péripancréatiql4.
Mésentérique. Abdominaux (N4) : 15. Colique médiahé. Para-aortique.
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Tableau Il : Classification TNM de I'UICC et 'AJCC du canceagjrique.

Stade du cancer T : Tumeur N : Nodule M : Métastase
Stade IA T1 NO MO
T1 N1 MO
Stade IB T NO MO
Stade IIA T2 N1 MO
T4a NO MO
Stade IIB T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stade IIIA T2 N3 MO
T4a N1 MO
T3 N3 MO
Stade IIIB T4b NO-N1 MO
T4a N2 MO
T4a N3 MO
Stade lliC T4b N2-N3 MO
Stade IV ToutT Tout N M1

T : Tumeur primitive, T1 : tumeur envahissant lmilaa propria, la muscularis mucosae ou la sous-ewsp!

T2 : tumeur envahissant la musculeuse propre saua séreuse, le ligament gastro colique, gaspratiage, le
petit ou grand épiploon si absence de perforatiorpéritoine viscéral. T3 : tumeur envahissant letpiée
viscéral (séreuse) sans envahissement d’'organasemd$. T4 : tumeur envahissant les structureeles,
T4a : tumeur envahissant toute la séreuse, T4imeuu envahissant les structures adjacentes. N ulslobO :

pas d’envahissement des ganglions régionaux. NiL 2 fjanglions envahis. N2 : 3 & 6 ganglions esvaNi : 7
ganglions envahis et plus. M : Métastase, MO : g@asmétastase a distance. M1 : présence de métastase
distance.

1.1.4. Facteurs de risque
1.1.4.1. Facteurs alimentaires et environnementaux

De nombreuses études ont suggéré un role protettigg alimentation riche en fruits
frais et en légumes crus (CHYQ#al, 1990 ; TSUBONGet al, 1997 ; RIBOLI et NORAT,
2003 ; ZHANG et al, 2012). Les antioxydants contenus dans ces alsmemtibent les
radicaux libres potentiellement carcinogénes ((DEAK al, 1996 ; SERAFINIt al, 2002 ;
BJELAKOVIC et al, 2004 ; GALVAN-PORTILLOet al, 2010).

Une alimentation riche en sel est associée a goneiaccru de cancer de I'estomac. Les
études chez I'animal révélent qu’une diéte richeseinprovoque une gastrite atrophique ou
une dysplasie et favorise la carcinogenese gast{ijlODAMA et al, 1984 ; PELETEIRG:t
al, 2011). Une diminution de I'incidence du cancestggue est corrélée avec une diminution
de la consommation des aliments conservés par esahgfumage, remplacé par une
conservation par réfrigération (D’ELI& al, 2012).
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1.1.4.2. Conditions précancéreuses
1.1.4.2.1. Conditions pathologiques de prédispositi

Plusieurs conditions ont été associées a un riagoel de cancer de I'estomac. Il s'agit
notamment de la gastrite atrophique chronique avé&@aplasie intestinale, l'ulcere gastrique,
et la gastrectomie subtotale. La gastrite atrophigbronique peut résulter d'une anémie
pernicieuse ou d’'une infection chroniqueHalicobacter pylori (Hp). Toutefois, moins de
10% des patients atteints de gastrite chroniqugressent en cancer gastrique. Le risque
relatif de cancer gastrique est de 1,5 a 2 fois plavé chez les sujets présentant un ulcere
gastrique par rapport a une population témoin. pasents qui ont subi une résection
gastrique subtotale ont un risque accru de développ cancer gastriqgue dans les 15 a 20 ans
suivant leur premiere chirurgie (FARAJI et FRANKI@2 ; WHITINGet al, 2002).

1.1.4.2.2. Infection aHelicobacter pylori

Helicobacter pylori est reconnu comme un facteur étiologique de cagestrique
depuis 1994 (ESLICKet al, 1999 ; DANTAS MACHADO#et al, 2010). Un modéle animal
chez des gerbilles de Mongolie a confirmé que datibn parHp était responsable de
I'apparition d’adénocarcinomes gastriques (WEN @38, 2009).

L’identification d’'Hp dans la mugueuse a distanes tEsions cancéreuses a constitué la
premiere évidence d’'une association possible (NAUWNMKet CRABTREE ; 2004). Certaines
populations, notamment en Inde et en Thailandeseptént des taux élevés d’infection par
Hp mais une faible incidence du cancer de I'estom&tZ{#I et al, 2012). De méme qu’'au
Japon, un pays avec un fort taux de cancer derfes, il a été estimé que les 60 millions de
personnes infectées par Hp seulement 0,4% dévelbppecancer de I'estomac (KIk al,
2011).

Il'y a également I'hypothese que l'infection a Hhdluit une réponse inflammatoire,
activant des cellules inflammatoires comme les nophiiles et les macrophages qui libérent
des médiateurs, incluant des espéces réactivesxggéne (MACHIDA-MONTANI et al,
2004). Ces médiateurs conférent un stress oxydaitif les cellules dans le voisinage
immédiat. Des études semblent indiquer que la fdec€association peut varier en fonction
du type de souche d’'Hp. Cette bactérie présentegranede diversité génétique. Au niveau
phénotypique, on peut distinguer les souches quiernent des génes associés a I'expression
de cytotoxines, comme par exemple le géne CagAaeh qui sont des facteurs de virulence
pour la survenue de Iésions muqueuses inflammat@BeASER, 1995 ; EKSTROMt al,
2001). Les bactéries possédant spécifiquement e YacA de génotype s1l/ml ont été
associées a la survenue de cancer gastrique (SHRNGY et al, 1998; MIEHLKE et al,
2000 ; SUZUKIet al, 2012). De plus, l'infection a Hp CagA positiverble porter un plus
grand risque de cancer de l'estomac, tandis que CldgA négative est moins liée a la
malignité (PARSONNET, 1997 ; LOCHHEAD et EL- OMARQQ7).

La réactivité de I'hdte a I'agent pathogene pessiaavoir une certaine importance. Des
données ont montré que le polymorphisme du geréntierleukine-1 (IL-1) peut, sous une
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stimulation antigénique, conduire a la productienl’ahterleukine-1 béta, une cytokine pro-
inflammatoire et un puissant inhibiteur de la storéde l'acide gastrique (BEALES at,
1998 ; EL-OMAR, 2000 ; SUZUK#t al, 2012).

1.1.4.3. Facteurs génétiques

De nombreux facteurs contribuent a la carcinogergestrique : instabilité des
microsatellites (BEGHELLIet al, 2006 ; CORSOet al, 2011), altérations génétiques ou
épigénétiques des oncogenes et genes suppresseursndurs (QUet al, 2013). Les
altérations moléculaires somatiques impliquées dargenese des cancers gastriques sont
différentes dans les formes intestinales et difusableau Ill). Des mutations somatiques du
gene de la E-cadhérine (CDH1) ou une hypermétioylatiu promoteur de ce gene sont
caractéristiques des adénocarcinomes de type d{figsre 4) (MORE et al, 2007 ;
CARNEIRO et al, 2012), tandis que, parmi les nombreuses mutatiéostes au cours des
cancers de type intestinal, les plus fréquentexcaroent p53 (RESENDEt al, 2010 ;
SADEGHI et al, 2011). Les mutations des génes APC (LEE, 2002)eeta 3 caténine
(EBERTet al, 2002) sont plus rares au début des cancersaqaesitiUn déséquilibre allélique
(LOH) est également observé pendant la carcinogegastrique, et a stade égal dans les
adénocarcinomes de type intestinal que diffus (BAEAMNOet al, 2011), ce qui témoigne
du réle joué par les genes suppresseurs de tunigamsi ces genes, on trouve le gene bcl-2
dont la surexpression supprime l'activité cell@aproliférative et est corrélée avec un
comportement biologique moins agressif des cand@&SUl et al, 2011).

La plupart des formes familiales de cancer gastrigésultent probablement de
l'interaction de facteurs d'environnement et detefas génétiques. Parmi les formes
familiales de cancer gastrique, on distingue lexees gastriques diffus héréditaires qui sont
liés a une mutation germinale de I'anti-oncogeneéHCvec perte de fonction de la protéine
E-cadhérine (PAREDE#& al, 2012).

E-cadhérine, également connu sous le nom duvonmerubu L-CAM est une
glycoprotéine membranaire calcium dépendante,iiégvient dans I'adhésion cellulaire. A
travers ces interactions impliquant une séquencéadmns caténine, la E-cadhérine peut
s’associer directement avec faou y-caténine (plakoglobine), molécules qui lient la E-
cadhérine a l'actine du cytosquelette par lintetimiée de laa caténine (figure 5).
L’ensemble compose le complexe cadherine-catérdnat la fonction principale est de
joindre l'actine du cytosquelette des cellules wms pour former des tissus cohésifs
(GRAZIANO et al, 2003 ; CHUN, 2006). En plus de son r6le princigbahs lI'adhésion, la E-
cadhérine assure le maintien de la polarité celylda motilité cellulaire, I'organisation de
lactine du cytosquelette, ainsi son expression fede dans les cancers adhérents bien
différenciés et réduite dans des cancers indiff@ésnFITZGERALD et CALDAS, 2004).
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Figure 4 : Perte de I'expression d’E-cadhérine et sa relait la cancérogenése (BARBER
et al, 2006).

actin filament

actin filament

Figure 5 : E-cadhérine et le complexe cadhérine- caténine (@A&dal, 2009).
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Tableau Il : Altération des genes dans les deux types histalegigiu cancer gastrique.

Role_ Geéne Altération Type intestinal Type Références
physiologique diffus
APC Mutation 50% - (YASHIRG al, 2005)
K-ras Surexpression Faible incidence - (YASHIB@I, 2005)
Contr_ole de la c-met Ampllflcatlo.n, 20% ) (CHOlet al, 2012)
croissance surexpression
cellulaire et la Amplification, o
prolifération c-erbB2 surexpression 10 - 15% i (YOKOTAet al, 1988)
ksam | Amplification, . 35% | (CORSGHal, 2012)
surexpression
Cycline E Surexpression 15 — 20% 15 — 20% (Ce@l, 2009)
P16 Expression réduite 12 — 30% 12-30% (MIT@\HI, 2011)
. P 27 Expression réduite 40 — 50% 40 — 5% GAa), 2011)
Cycle cellulaire Mutation. LOH
et 'apoptose P 53 e > 25 — 40% 25-40% (SADEGHt al, 2011)
hyperméthylation
c-myc Surexpression 40 — 45% 40 — 45% (PARREI, 2011)
Bcl-2 LOH, surexpression 12 — 35% 12 — 3%% (YASRUAI, 2011)
Adhésion et LOH, mutation
migration CDH1 L 5 " - 20 -90%| (PAREDES®tal, 2012)
cellulaire expression réduite

11
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1.2. Virus d’Epstein- Barr
1.2.1. Historique

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) a été découvert ppstein et Barr qui se sont intéressés
au lymphome de Burkitt. lls ont découvert par nscapie électronique sur des cultures
lymphomateuses issues de lymphomes de Burkitt wardcple virale avec les mémes
caractéristiques morphologiques que les herpessviqui fut dés lors nommeée virus
d’Epstein-Barr (NICOLASet al, 1997 ; TALBOT et CRAWFORD, 2004 ; DESAI et
RODRIGUES, 2013).

Par la suite et afin d’'identifier les patients tiaqt de développer un lymphome de
Burkitt, Gertrude et Werner Henle élaborérent gt $&€rologique. En 1968, des études séro-
épidémiologiques montrerent que la grande majatééla population adulte posséde des
anticorps dirigés contre 'EBV et que ce virus Eagent étiologique de la mononucléose
infectieuse (MNI) (THOMPSON et KURZROCK, 2004 ; KINEet NAGY, 2010).

Les capacités de I'EBV a transformervitro des lymphocytes B et a induire des
lymphomes chez les primates sont alors démonttéesnéortent I'hypothese selon laquelle
'EBV est un agent oncogéne chez 'lhomme (NICOL&SI, 1997 ; YOUNG et MURRAY,
2003).

Depuis lors, 'EBV est reconnu pour étre impliquénsg des pathologies malignes
diverses d'origine épithéliale comme le carcinornendsopharynx, le carcinome mammaire
et le carcinome gastrique, ou d’origine lymphoidenme les lymphomes de Hodgkin et de
Burkitt, des lymphomes T et les maladies lymphdfifatives surgissant apres
immunosuppression des patients sidéens (RICKINSONKIEFF, 2001 ; NICOLAS et
SEIGNEURIN, 2002 ; DESAI et RODRIGUES, 2013).

1.2.2. Caractéristiqgues générales d’'EBV
1.2.2.1. Taxonomie et épidémiologie

L’EBV est classé dans la famille deerpesviridae humains. Ces herpes-virus humains
ou HHV (Human Herpes Virus) sont un vaste ensemble qui comprend huit viles herpes
simplex de types 1 et 2 (HSV1 et HSV2) ; le virwes ld varicelle et du zona (VZV); le
cytomégalovirus (CMV) ; le virus d’Epstein-Barr (KB et les herpes virus lymphotropes
(HHV6, HHV7 et HHV8 associé au sarcome de Kapo&iLCKER et al, 2005). Les
herpesviridae sont répartis en trois sous-familles selon leusppétés biologiques, I'alpha
(HSV1, HSV2 et VZV), béta (CMV, HHV6 et HHV7) et gena-Herpesvirinae (EBV et
HHV8). Dans la sous-famille dgamma-herpesvirinae, 'EBV est classé dans le genre
lymphocryptovirus (figure 6).

Les différentes souches d'EBV peuvent étre classeestypes (EBV-1 et EBV-2) sur
la base du polymorphisme de leurs genes EBNA2 (EB¥®lear Antigen 2), EBNA3A, 3B et
3C. La souche EBV-1 est majoritaire dans les pagsdentaux, alors que la souche EBV-2
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ne prévaut que dans certaines zones d'Afrigue Bdale et de Nouvelle-Guinée
(MACSWEEN et CRAWFORD, 2003 ; DAVISON, 2010).

Le réservoir viral de 'EBV est strictement humadins’agit d’un virus ubiquitaire. Plus
de 95% des adultes dans le monde portent la tracé& ¢primo-infection (EKSTROM-
SMEDBY, 2006 ; DESAI et RODRIGUES, 2013). La prinmbection a lieu le plus souvent
chez I'enfant, chez qui elle est généralement asymgtique. Lorsque I'infection a lieu plus
tard, chez lI'adolescent ou l'adulte jeune, elletpewovoquer la MNI (HOCHBERG al,
2004; LONGNECKER et NEIPEL, 2007). La transmissiten’'EBV se fait généralement par
l'intermédiaire des sécrétions oropharyngées camtele virus infectieux, et la transmission
est également possible par transfusion sanguirteaesplantation par les lymphocytes B
infectés (GRULICH et VAJDIC, 2005; MULLERt al, 2005). Le virus de 'EBV est
détectable durant toute la vie de l'individu daes lymphocytes B mémoires circulants,
traduisant I'état de latence du virus, et danalae représentatif de la phase lytique du virus
(MIDDELDORP €t al, 2003; RICKINSON et KIEFF, 2007).

i ) Herpesviridae . e
Simplexvirus - d Tl
Tk Wy Cercopithecine herpesvirus 1 %::::__—__—__. /f’ﬂ
¥ Humarn herposvirus 1 -'//"-*/./
¥ Humarn hernpesvirus 2 =

Rhadinovirus e
w: Alcelaphine herpesvins 1 e Roseolovirids

¥ Human herpesvivas &
¥ Humarn herpesvivus 7/

Cytomegalovirus

) 4
Y Human herpesvirus 5 (CMV)  §

Lymphocrypilovirus i
¥ Human herpesvirus 4 (EBV)/

Varicellovirus |
w—= ¥ Human herpesvirus 3 (chicken pox}t

== B =

Figure 6 : Représentation de la phylogénie de la familkeHikrpesviridae (ECKERet al,
2005).
1.2.2.2. Structure de 'EBV

L’EBV posséde une structure commune aux différenesmbres de la famille des
Herpeésvirus (figure 7).Dans le virion, 'ADN génomique de 'EBV bicaténajrlinéaire,
enroulé autour de protéines basiques fibrillaitesisemble formant le nucléoide ou core.
Cette structure majeure est entourée d'une nugémEa icosaédrique de 162 capsomeres
(150 hexameres et 12 pentameres) mesurant 100 ami2@e diametre. Le tégument est un
matériel globuleux composé de protéines viraleseBtlaires, réparti entre la nucléocapside
et I'enveloppe (JOHANNSEHM al, 2004; SZAKONY et al, 2006 ; KLEIN et NAGY, 2010).
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L’enveloppe virale est composée par les membranelgaire et plasmique de la cellule
infectée. Cette enveloppe contient notamment dgsogtotéines virales, les gp350/220 qui
servent a l'attachement du virion a la surface aecéllule-héte par interaction avec le
récepteur de la fraction CR2 (CD21) du compléemé&nutres glycoprotéines virales, les
gp42/38, gp85 (gH) et gp25 (gL) se fixent aux molés du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de classe Il (CMH 1) et ontnurble de co-récepteurs, menant a
l'internalisation du virus (MULLEN&t al, 2002; YOUNG et RICKINSON, 2004).

Enveloppe

Tégument

Nucléocapside

Tégument
ADN génomique

‘. ﬁi Enveloppe

Glycoprotéines
de membrane

Nucléocapside

b)

Figure 7 : Structure du virus EBV (YOUNG et RICKINSON, 2004) :
a) Reconstitution tridimensionnelle d’EBV, b) Imadjen virion dans la premiere phase de l'infectiban
lymphocyte B par microscopie électronique.

1.2.2.3. Organisation génomique du virus

Le génome de 'EBV se compose d'un ADN bicaténalee 172 kpb codant pour
guelques 85 protéines. L’ADN est linéaire dans datipule virale et porte a ses extrémités
deux séquences répétitives (TR : terminal repat) la séquence varie de 4 a 12 répétitions
suivant les souches virales (YOUNG et RICKINSONQ£2() DAVISON, 2010). Le génome
comporte également une importante zone de répetititerne (Internal Repeat 1 ou IR1)
séparant le génome en deux régions uniques lortgeeuge (respectivement, Long Unique
region ou UL et Short Unique region ou US) (fig@e La fusion des deux extrémités TR
aboutit & la circularisation du virus, pour donterforme épisomale sous laquelle le virus
persistera lors de sa phase de latence dans lakeséhfectées. L’ADN viral forme alors un
Covalently Closed Circle (CCC) (RICKINSON et KIEFEQQ7). Pendant cette période de
latence, 'EBV utilise une origine de réplicatioatdnte Ori-P pour se répliquer de facon
synchrone avec la cellule infectée (figure 9)xikte une autre origine de réplication, Ori-Lyt,
composeée de deux régions homologues DR et DL, iseava réplication lytique (figure 8).
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Figure 8 : Organisation génomique linéaire de 'EBV (YOUNGRICKINSON, 2004).

EBERL EBERZ
T

LMP2A i /

i Cp or Wp

ADN Double brin de 'EBV
172 kb

EBNAT
EBNA-LP

EBNAZ

EBNAZC
EBNASB
EBNAZA

Figure 9 : Représentation schématique de I'organisation émtode 'EBV (YOUNG et
RICKINSON, 2004).

Les régions codantes des protéines de latencereqoritsentées par les fleches vertes. Ces proeésence
sont composées des 6 antigénes nucléaires (EBNA;LB, 3A, 3B et 3C) et des 3 protéines membrasaiee
latence (LMP-1, LMP-2A et 2B). Les fleches bleuepgrésentent les ARN transcrits non-traduits EBER.\&p
et Qp sont les promoteurs de la latence.

1.2.3. Primo infection et pénétration cellulaire d¢’'EBV

In-vivo le virus pénetre dans l'organisme par la salivalta. premiére phase de
I'infection est caractérisée par une infectiondyt dont le siege est le tissu lymphoépithélial
de I'oropharynx. Les lymphocytes B présents dam®pharynx sont les cibles préférentielles
d’EBV. L’'ancrage de la particule virale a la memigacellulaire des lymphocytes B se fait
par une interaction entre la glycoprotéine d'enppi virale gp350/220 et le récepteur
cellulaire CD21, également appelé CR2 (JUNKER, 20RBEIN et al, 2010). Apres fusion
de I'enveloppe virale avec la membrane plasmigagucléocapside rentre dans le cytosol.
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Cette pénétration du virus requiert un complexejuigtre glycoprotéines virales gH (gp85),
gL (gp25), gB (gpl110) et gp42 (ROWHEal, 2013). Les trois premieres glycoprotéines sont
nécessaires pour la fusion de I'enveloppe virakcda membrane cellulaire des lymphocytes
B alors que la gp42, considérée comme un coréaeedie aux molécules du CMH-II et
intervient dans la pénétration du virus dans ltukepar endocytose. Aprés décapsidation, le
génome viral migre sous forme linéaire vers le nof@DUGHREY et al, 2004; ISOBE=t al,
2004 ; KLEIN et NAGY, 2010), ou il se circulariseyr établir un état de latence.

Au niveau de I'oropharynx, 'EBV infecte égalemdss cellules épithéliales ou il établi
un site d’amplification de particules virales exéges dans la salive du sujet qui est alors trées
contagieux (FAFI- KREMERt al, 2005; HADINOTOet al, 2009).

L'entrée d’'EBV dans les cellules épithéliales est mécanisme plus complexe et
différent de celui des lymphocytes B. En effettaiaes cellules épithéliales n’expriment pas
le CD21, de méme, ces cellules n’expriment pasNEHQI, la présence de la gp42 et des
glycoprotéines gp350/220 n’est donc pas nécesdaattachement et I'entrée de la particule
virale dans les cellules épithéliales se fait gr@ae glycoprotéines gH et gL sur un récepteur
gHgLR (REISINGER, 2006 ; KLEINet al, 2010). L’infection des cellules épithéliales peut
également avoir lieu par un transfert direct aipdds lymphocytes infectéga une synapse
virale (SHANNON-LOWE et al, 2006). L'infection des cellules épithéliales par\EBst
également possible par phagocytose des corps digpe® contenant plusieurs copies du
génome d’EBV.

BORZA et al (2002) ont mis en évidence le fait que les parisulirales produites par
les lymphocytes B sont déficientes en gp42 et dunor plus grande capacité a infecter les
cellules épithéliales, tandis que les particuleales produites par les cellules épithéliales sont
riches en gp42 et auront un tres haut niveau ifi@ctour les lymphocytes B.

Au cours de cette primo-infection, le virus étadddinc une infection latente dans des
lymphocytes B naifs ou des lymphocytes B mémoicesiduisant a la multiplication de
lymphoblastes exprimant une latence de type lliptaifération de ces cellules est contrblée
par une forte réponse immune menee par les lympeody CD8+ ainsi qu’une réaction NK
non spécifiqgue permettant la lyse d’'une tres grandprité des cellules infectées par le virus.
Seules quelques cellules survivent en réduisamhiatmum I'expression d’antigenes viraux
de latence. Ainsi, 'EBV persiste a vie dans quekjlymphocytes B mémoires (un sur un
million) (Figure 10) (THORLEY-LAWSONzt al, 2005 ; ROWEet al, 2011).

Occasionnellement, des cellules infectées par 'E®8Wt recrutées au niveau des
centres germinaux, a ce niveau, les lymphocytesf8ciés expriment les protéines de la
latence de type | ou ll, lesquelles retournent spans le réservoir de lymphocytes B
mémoires de latence 0, ou bien se différencienplasmocytes, retournent sur les sites de
I'oropharynx et activent le cycle lytique viral {feire 10). Les virions produits peuvent a leur
tour induire le cycle lytique dans les cellulestiéghiales, I'individu sera alors contagieux
guelques jours, voire quelques semaines (REISINGBRBS ; GARTNER et PREIKSAITIS,
2010).
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Figure 10 : Cycle de vie du virus d’Epstein-Barr et ses inteoas avec les cellules hotes
(YOUNG et RICKINSON, 2004).

1.2.4. Phase de latence

Lors de linfection par 'EBV, deux événements sont essentiels au ieaimtu virus :
d'une part, l'inhibition du passage vers le cyclgique et le maintien de la structure
épisomale et, d’autre part, I'expression des gélitssde latence. Chaque copie de I'épisome
est répliquée par une ADN polymérase cellulairs b cycle cellulaire, a partir de I'origine
de réplication Ori-P. Les produits des genes dmtd sont les protéines EBNA (Epstein-Barr
Nuclear Antigen), les protéines LMP (Latent Memlerd?rotein) et les ARN EBER (EBV
Encoded RNASs) et BART (BamHI A region’s Rightwardamscrits). Les protéines de latence
dérégulent les fonctions cellulaires en détourteanégulation transcriptionnelle et différentes
voies de signalisation cellulaires, aboutissant ’immortalisation de la cellule héte
(NICOLAS et SEIGNEURIN, 2002).

1.2.4.1. Protéines nucléaires

Dans un premier temps, I'expression des protéinBSIA est initiée a partir du
promoteur Wp puis, lorsque la transformation calhel est établie, c’est le promoteur Cp qui
prend le relais. Il existe six protéines de lateBB&NA : EBNA-1, 2, 3A, 3B, Leader Protein
(LP) et 3C.

1.2.4.1.1. Protéine EBNA1

Elle est retrouvée dans tous les types de latande ee fait, dans toutes les pathologies
associees a EBV. En effet, les propriétés biologgqude la protéine EBNAL1l sont
indispensables au maintien du virus dans la cedlolerolifération. Ainsi, EBNAL se fixe sur
une région de répétitions située dans l'origingd@j®ication plasmidique (oriP) et également
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sur les chromosomes de la cellule hote lors deitase (IMAI et al, 2005). Grace a ces
fixations, la protéine EBNAL1 permet la réplicatienle maintien du génome viral dans les
cellules en prolifération (HEBNER al, 2003 ; CANAANEet al, 2009).

Quelques études montrent également l'importancdaderotéine EBNAL pour la
transformation cellulaire. En effet, des sourisisgeniques pour EBNAL présentent une forte
incidence de lymphomes B (KENNED¥ al. 2003). De plus, indépendamment de sa
fonction de maintien du génome viral, EBNA1 seminepliqué dans linhibition de
I'apoptose des cellules B infectées par EBV (CANA&N, 2009).

1.2.4.1.2. Protéine EBNA2

La protéine EBNA-2 est la premiére protéine viralg@rimée apres l'introduction du
génome viral dans le noyau de la cellule héte paetmédiaire du promoteur Wp. Elle se lie
a I'ADN par l'intermédiaire de la protéine CentrameBinding Factor 1 / Recombination-
Binding Protein Jkappa (CBF1/RBR}Jet active ainsi la transcription de génes celleta
comme CD21 et CD23 ou viraux tels que LMP1 et LMEKELLY et al, 2002 ;
MUROMOTO et al, 2009). EBNA2 semble également interagir avec dagene c-myc.
L’activation de ces proto-oncogénes pourrait cooer a I'altération de la croissance et de la
différenciation cellulaire afin de favoriser la pfération des lymphocytes B (TSURUMt
al, 2005 ; LIUet al, 2013).

1.2.4.1.3. Protéine EBNA-LP (Leader Protein ou EBNA)

La protéine EBNA-LP est la premiére a étre exprirméec EBNA-2 lors de I'infection.
EBNA-LP n'est pas indispensable au processus dafisation mais elle en augmente
I'efficacité (LING et al, 2005 ; PENG et MOSES, 2005). Elle potentialiseles effets
d'EBNA-2 en augmentant son activité transcriptidiene

De plus, EBNA-LP se co-localise notamment ave@leséines pRb (Rétinoblastome),
p53 et p14ARF (inhibe la dégradation de p53) suggéson rble dans la régulation du cycle
cellulaire. Alors que la transfection de pl4ARF uitd’arrét de la croissance et la mort
cellulaire, la présence d’EBNA-LP réduit considéeatent cet effet. Ainsi, il a été suggeéré
gue la protéine EBNA-LP pourrait bloguer I'actioa p14ARF et donc diminuer le niveau de
la protéine p53 (KASHUBAs al, 2003 ; PANG et LIN, 2009).

1.2.4.1.4. Protéines EBNA-3 (3A/3, 3B/4, 3C/6)

Les protéines EBNA-3A et EBNA-3C sont essentieliesl’immortalisation des
lymphocytes Bin vitro, contrairement a la protéine EBNA-3B. La déléticompléte de
'exon codant EBNA-3B ne perturbe ni 'immortalisat ni la croissance des cellulesiiB
vitro (CHENet al. 2005 ; YENAMANDRAEt al, 2009).

Les EBNA-3 ne se fixent pas directement a '’ADNpetirraient aginvia l'interaction
avec des protéines cellulaires capables de sa llBDN comme CBF1/RBP-JK (BURGESS
et al, 2006). Les EBNA-3 pourraient inhiber la transtidp en déplacant CBF1/RBR-de sa
cible ADN, inhibant ainsi le recrutement d'activatede transcription comme EBNA-2. En

18



Synthése bibliographique Le virus d’Epstein-Barr

effet, il a été décrit que les EBNA-3 inhibent fiaation par EBNA2 des promoteurs latents
montrant ainsi une boucle de régulation au nivealexpression virale (BUCIt al, 2006).
L'expression d’EBNA-3C dans des fibroblastes pdxutes points de contréle du cycle

KIP1
cellulaire via les protéines régulatrices pRb et p27(BAJAJ et al, 2008 ; SAHAe€t al,
2009).

1.2.4.2. ARN viraux EBER et BART
1.2.4.2.1. ARN EBER

Les ARN EBER1 et EBERZEpstein-Barr Encoded RNA) sont des petits ARN
nucléaires non polyadénylés qui sont exprimés ttaus les programmes de latence d’EBV.
La particularité de ces petits ARN est leur tréange quantité, en moyenne, un million de
copies sont détectées dans la cellule infectésols retrouvés essentiellement dans le noyau
au sein de complexes ribonucléoprotéiques tretestdbOUGHREYet al, 2004).

Ces ARN joueraient un réle dans I'épissage des ARKl protéines EBNA et LMP
(YAJIMA et al, 2005) et de facon plus générale, dans le maingelfEBV dans I'organisme
hote. En effet, ils sont impliqués dans des méoagssanti-apoptotiques par I'expression de
Bcl-2, une molécule anti-apoptotique (LOUGHRIgtyal, 2004), suppriment I'effet antiviral
des interféronsu et y et induisent la production d’IL-10, cytokine immossuppressive
(YAJIMA et al, 2005).

1.2.4.2.2. ARN BART

Les ARN BART (Rightward Transcrits of the BamHI A region) sonissi retrouves
dans tous les types de latence virale. lls présentns leur extrémité 5’, un cadre de lecture
ouvert, BARFO. Des étudeas vitro, réalisées avec une des protéines BARFO (RK-BARFO)
surexprimée, montrent que cette protéine pourraiuire la transcription de LMP1 en
l'absence d’EBNA2 grace a une interaction avec fécmrseur du récepteur Notch.
Cependant, I'expression des protéines BARFO, nteja été retrouvéim vivo (VAN BEEK
et BRINK, 2003)du fait de sa durée de vie trés courte. Un audiestrit est généré a partir
de la région BAMHI et code BARF1 retrouvée danstdeseurs d’origines épithéliales et est
considérée comme un oncogene (WIE€IH, 2008).

C’est dans la région BART, qu’ont été découverssgeemiers micros ARN (ou miR-
BART) de 'EBV (PFEFFERet al, 2004 ; MARQUITZ et RAAB-TRAUBA, 2012). Plusieurs
mMiR-BART divisés en trois groupes (cluster 1, aug et le mi-BART?2) ont été identifiés, ils
sont transcrits pendant la phase latente de lfitle EDWARDS et al, 2008 ; HEet al,
2012).

Le role des miARN est encore mal connu mais dedeétisuggerent un réle dans la
pathogenese associée a 'EBV et un rble de régulatans I'expression des protéines de
latence. En effet, certains miIARN du cluster 1 riafggssent avec LMP-1 pour réguler
négativement son expression, permettant de dimpaierésentation par le CMH | et ainsi de
contréler la réponse immune anti-LMP-1 (leDal, 2007 ; HEet al, 2012). Le miR-BART5
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(cluster 1) inhibe I'expression de la protéine ppmptotique induite par p53, la protéine
PUMA (p53 Up-regulated Modulator of Apoptosis), dagant ainsi la survie cellulaire
(BARTH et al, 2008 ; CHOYet al, 2008). De méme, le miR-BART22 (cluster 2), forent
exprimé dans des cas de carcinome du rhinopharggule I'expression de la protéine LMP-
2A permettant I'échappement au systeme immunitdae cellules infectées par 'EBV
(LUNG et al, 2009).

1.2.4.3. Protéines de latence membranaires (LMP, tent Membrane Proteins)

1.2.4.3.1. LMP-1

La protéine LMP-1 est codée par le g&8NLF1 qui est transcrit dans le sens L (de U5
a Ul) de facon trés abondante dans les cellulestéds (50 a 60 copies par cellule dans la
latence de type IIl). LMP1 est une protéine trammm@naire ayant une demi-vie courte
(environ 3h). Elle comprend 3 domaines : un domainerminal (Nt) cytoplasmique de 24
acides aminés (aa), un domaine transmembranaité2laa composé de 6 hélices alpha et un
domaine C terminal (Ct) cytoplasmique de 200 aguf@ 11). Les domaines Nt et
transmembranaire sont responsables de I'ancrageM@®d a la membrane. Le domaine Ct
cytoplasmique est, quant a lui, impliqué dans Reation des voies de signalisation cellulaire
induites par LMP1 (LGt al, 2007 ; DAWSONet al, 2012).

LMP1 est considéeré comme I'oncogene majeur d’EBXACB a sa signalisation, LMP1
présente des propriétés immortalisantes et tramsiaies, et est responsable de nombreux
changements phénotypiques dans les cellules iefegy@r I'EBV (AHSAN et KANDA,
2005). LMP1 est fonctionnellement apparentée ausnlbmes de la famille des récepteurs au
Tumor Necrosis Factor (TNF)n vivo, LMP1 peut se substituer au CD40 en induisant
I'expression d’'un grand nombre de génes cellulaimgdiqués dans les processus d’activation
et de prolifération cellulaire des lymphocytes BNLet JOHANNSEN, 2002 ; W&t al,
2011).

L’expression de LMP1 conduit au détournement et @régulation chronique de voies
de signalisation cellulaire et de leurs génes siltepliqués notamment dans des processus
prolifératifs (EDWARDS et al, 2004 ; DAWSONet al, 2012). La région de LMP1
responsable de l'induction des voies de signatisatiellulaire est incluse dans la partie Ct
cytoplasmique de la protéine. Cette région se sigmlen 2 domaines importants «C terminal
Activatig Region» CTAR-1 et CTAR-2 qui incluent emémes les sitesTxansforming
Effector Stes» TES-1 et TES2 ayant des rbles dans la signalisatida transformation. Ces
deux domaines sont responsables de I'activationvdes p38 et JNK/AP1 et de I'activité
NF-kB induite par LMP1. Les médiateurs proximaux aes voies identifiés a ce jour et
interagissant directement avec LMP1 ont égalem#ntcaractérisés au préalable par leur
interaction avec les membres de la famille desptéces au TNFa (TNF-R) (L& al, 2007 ;
WU et al, 2011). Il s’agit des protéines TRAFNFR Associated Factors, interagissant avec
TES1) et TRADD TNF-R Associated Death Domain, interagissant avec TES2).
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Figure 11 : Structure de la protéine LMP1 (YOUNG et RICKINSQN04).

1.2.4.3.2. LMP-2A et LMP-2B

Les protéines LMP-2A et LMP-2B sont codées par ama géne mais présentent un
épissage alternatif. La transcription ne peut & fque lorsque le génome est sous forme
circulaire car elle est initiée au niveau des ragioepétées terminales. LMP-2A et -2B
possedent 12 domaines transmembranaires, suivisi dlomaine carboxy-terminal
transmembranaire hydrophile (figure 12). La paamino-terminale de LMP-2A permet la
signalisation. Cette partie est délétée pour LMP(EBNG et al, 2009 ; DAWSONEet al,
2012).

Une des propriétés principales de LMP-2A est deutarde signal induit par le BCR.
Elle mime la signalisation du BCR et agit égaletrmymme un dominant négatif, bloquant
lactivation du BCR. La protéine LMP-2A posséde umtif ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) lui permettant mtéragir avec les tyrosines kinases Lyn et
Syk nécessaires a la signalisation du BCR. La pr@teMP2A recrute également les ligases
(E3) qui vont ubiquitinyler les protéines Lyn etkSgt donc activer leur dégradation par le
protéasome induisant le blocage de la signalisadlanBCR (LONGNECKER, 2000 ;
HAYASHI et al, 2012).

De plus, LMP-2A, localisée dans les radeaux lipidg} bloque la translocation du BCR
dans ces micros domaines lipidiques et I'interasili;n du complexe BCR/antigene (LUNG
al, 2009). Des données sur des souris transgéniddes2A montrent que la protéine LMP-
2A ne présente pas de propriétés oncogéniquesemasnnant aux lymphocytes B un signal
de survie leur permettant d’échapper a I'apoptoséadsence de sélectian vivo dans les
centres germinatifs (MANCAO et HAMMERSCHMIDT, 200DAWSONet al, 2012).
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Les transcrits de LMP2A ou LMP2B sont fréequemmaeiiediés dans les lymphomes de
Hodgkin, le carcinome du nasopharynx et dans leghame de Burkitt (BELL et GROVES,
2006) suggérant que LMP2A est un facteur clé danesapacité d’EBV a contribuer aux
cancers humains. LMP2A est en effet capable décjpeet a la transformation des cellules
épithéliales notamment grace a l'activation dessvde signalisation cellulaire PI3K-Akt &t
caténine (MORRISON et RAAB-TRAUB, 2005), mais égadmt a leur pouvoir métastatique
(PEGTEL et SUBRAMANIAN, 2005). Cette donnée a étnfamée par les travaux de
LONGNECKER en 2007, dans des lignées de cellulgbé@mles et de cellules de carcinome
gastrique (FUKUDA et LONGNECKER, 2007 ; HAYASHit al, 2012). Idée également
supportée par des travaux rapportant I'effet ptetecde LMP2A sur I'apoptose induite par
une translocatioo-myc dans un modele de Lymphome de Burkitt, ainsi queasacipation a
la prolifération cellulaire et a I'accélération ldemise en place du lymphome (BULTEMA et
LONGNECKER, 2009). Ceci suggere que LMP2A peut auairble clé non seulement dans
le maintien de la latence, mais également en tat#ctivateur de la carcinogénése EBV-
dépendante (PANG et LIN, 2009).

DEiE survival
and rnmlllt'y

.JLIN'?

Ubiquitylation of LMP2A and
LMP2A-associated proteins

NH

Figure 12 : Structure de la protéine LMP2A (YOUNG et RICKINSO2004).

1.2.5. Différents types de latence

Le profil d’expression des genes de latence n’astigentique dans tous les contextes
cellulaires d’infection par EBV. On distingue ainsitypes de latence (O, I, 1l et Ill) en
fonction des différents genes qui y sont exprimiégut noter que les ARN EBER1 et 2
s’expriment dans chacune des latences. Quant abk B¥RT, ils sont exprimés au moins en
partie lors des latences |, Il et lll mais, aucuwltmnée n’existe sur leur statut durant la
latence O (LUNGet al, 2009).
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La latence de type | est celle que I'on trouve deng/mphome de Burkitt. Elle se
caractérise par la seule présence de la protéinNAERt un phénotype cellulaire particulier.
En effet, ces cellules expriment a leur surfacentesqueurs CD10 et CD77, et peu ou pas
d’antigénes d’activation cellulaire et de moléculetadhésion (BULTEMA et
LONGNECKER, 2009) (tableau 1V).

Celle de type ll(appelée aussi programme par défaut) est carajgasdu carcinome
du nasopharynx (CNP), de la maladie de Hodgkineeteltains lymphomes T/NK et se
caractérise par I'expression des protéines EBNAAPL, LMP2A et LMP2B (LUNGet al,
2009).

La latence de type ll{appelée aussi programme de croissance) se retaang les
LCL transforméesin vitro par EBV et dans les lymphoproliférations des sujets
immunodéprimés. Elle s’accompagne de l'expressies @ protéines de latence EBNAL,
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, EBNA-LP, LMP1, LMP2/et LMP2B (LUNGet
al, 2009).

Ces trois types de latence sont typiguement re@®udans certaines pathologies
malignes associées a EBV. Cependant, en dehorsutie pathologie tumorale, ces trois
programmes de latence semblent étre caractéristides difféerentes étapes franchies par le
virus lors d'une infection asymptomatique. Ainshez les personnes infectées de facon
persistante et asymptomatique, le réservoir viraleor est une partie des lymphocytes B
mémoires de I'hbte, ou 'EBV se maintient en laeeme type 0 (appelée aussi programme
latent). Durant cette latence, les EBER sont tmdissenais aucune protéine virale n’est
exprimée (MANCAO et HAMMERSCHMIDT, 2007).

D’autres programmes de latence « non conventionmetsit été décrits dans des
lymphomes de Burkitt endémiques associés a 'EB@EnD 20 % des cas, les cellules
tumorales présenteraient des latences atypiques, asec l'expression des protéines
nucléaires EBNA-1, -3A, -3B, -3C et une forme trodg de EBNA-LP sans expression
d’EBNA-2 (délétion du géne) ni des LMP (latence \Wstreinte), soit sans expression des

LMP uniquement (latence EBNMMP_) (KELLY et al, 2002 ; KELLY et al, 2006). Cette
derniére latence est a rapprocher des latencemjaégdécrites dans les cellules B du centre
germinatif chez les patients atteints de MNI. Dragdaux montrent que les cas de lymphomes
de Burkitt avec une « latence Wp restreinte » ex@nt un homologue viral de la protéine
Bcl-2, BHRF1 qui participe a la survie des cellul@sorales (WATANABEet al, 2010).
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Tableau IV : Profil d’expression des protéines virales selotype de latence (LUNGt al,
2009).

Latence de type O Latencede Type | Latence de type Il Latence de Type Il

EBNA1
EBNA2
EBNA3A,B,C

EBNALP
LMP1
LMP2A,B

EBER + +
BART ? + +

Exemples Lymphocytes B Lymphome de Lymphome de lignées cellulaires
mémoires Burkitt Hodgkin, Carcinome  lymphoblastoides,
du nasopharynx Lymphomes associés
au VIH,
lymphoproliférations
post-transplantation

1.2.6. Phase de réplication
1.2.6.1. Cycle lytique

La réactivation lytique intervient occasionnellemdans les lymphocytes B mémoires
infectés par 'EBV. La réactivation virale spontangeut survenir dans 2 a 5% des cellules
infectées. Elle est étudiém vitro dans les lignées cellulaires immortalisées par VEB
(HADINOTO et al, 2008). Le passage de la phase de latence a & pyique peut-étre
influencé par I'environnement dans lequel se trolaveellule qui devient alors permissive a
la réplication virale. Le cycle lytique peut étneluit par stimulation du BCR. Le cycle lytique
permet, au final, I'amplification du génome viralid facteur 100 a 1000, aboutissant ainsi au
maintien et a la diffusion de 'EBV (PETOS&\al, 2006 ; OLIVEIRAEet al, 2010).

L’expression des genes aboutissant a I'amplificatizl génome viral se déroule de
manieére ordonnée. Aprés induction du programmegugti les deux genes lytiques tres
précoceBZLF1 et BRLF1 sont exprimés. Ces genes codent deux transactrgata protéine
Zta (ou ZEBRA : Z Epstein-Barr Replication Activatet la protéine Rta, respectivement.
Elles ont pour rbles d’activer certains promoteurrsux et cellulaires conduisant a une
cascade d'expression ordonnée de génes virauxb§sme donc I'activation de I'expression
des genes précoces impliqués dans la réplicatidDé&l et dans le métabolisme, suivie par
I'expression des genes tardifs codants des pretgiraes structurelles pour la formation des
virions (TSURUM et al, 2005 ; OLIVEIRAet al, 2010).
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1.2.6.2. Protéines du cycle lytique
1.2.6.2.1. Protéines tres précoces (IEA, Immediakarly Antigen)

Les génes BZLF1 et BRLF1 codent pour les protétEEBRA (BamHI fragment Z
Epstein-Barr Replication Activator, autrement appg) Zta ou EB1) et Rta (ou R). Ce sont
des facteurs de transcription déclenchant touteateade d’expression des genes du cycle
lytigue en transactivant les promoteurs des gprésoces ainsi que leurs propres promoteurs
(CHENEet al, 2009 ; IMAl et al, 2012).

1.2.6.2.2. Protéines précoces (EA, Early Antigen)

Elles sont impliquées dans la réplication de I'ADMal et dans la régulation de
I'expression des protéines tardives. Nous distimgu’ADN polymérase BALF5, la protéine
de liaison a 'ADN BALF2, le complexe hélicasepreeaBBLF4-BSLF1, le facteur de
processivité BMRF1 ou encore I'exonucléase alcdliGeF5 (FORTE et LUFTIG, 2011).

1.2.6.2.3. Protéines tardives

Les protéines tardives sont exprimées aprés ldacadipin du génome, ce sont des
protéines de structure impliquées dans la formati®ma particule virale. Elles comprennent
des antigenes de capside tels que VCA, (Viral @apaintigen, BcLF1) et des antigenes de
membrane comme les glycoprotéines gpll0 (BALF4), 3§0/220 (BLLF1) ou gp42
(BDLF3). On trouve également la protéase (BVRF23eséaire a I'assemblage et a la
maturation des particules virales (ROTHEI, 2010).
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1.3. Carcinome gastrique et le virus d’Epstein- Bar
1.3.1. Caractéristiques oncologiques de 'EBV

Pour étre oncogénique, un virus doit maintenirg@&mome dans la cellule sans la tuer et
en la protégeant des attaques du systeme immenif&ies tot, le réle oncogene du virus
d’Epstein-Barr fut soupgonné suite a la capaciteidis a immortalisein vitro des cellules B
humaines formant ainsi des lignées de cellules hobfastoides. Ces cellules comportaient le
génome viral a I'état latent, sous la forme d’épisoet exprimaient différentes protéines
virales. Ainsi, un virus pouvant induire une tetlemortalisationin vitro pouvait avoir un role
dans la lymphomagenésevivo (THOMPSON et KURZROCK, 2004).

Les cellules-hétes forment le réservoir du virgsyr, intermittence, elles peuvent entrer
dans un cycle lytigue permettant ainsi la réplaratdu virus et la libération d’'un grand
nombre de virions qui vont infecter d’autres cealfylil y a alors un nombre important de
cellules en latence dans le sang périphériqueret ddférents tissus. Une affection maligne
pourrait se développer plusieurs années apresre{nfection a la condition de mutations
oncogéniques accompagnées d’'une diminution du regsténmunitaire de I'héte, de la
présence d'un second agent infectieux ou de l'engs#t d’'autres aberrations ou mutations
génétiques (BELL et RICKINSON, 2003). Plusieurshp#tgies ont été associées a 'EBV
dont le lymphome de Burkitt (KLAPPROTHt al, 2009), le lymphome de Hodgkin
(JUNKER, 2005) et aussi le cancer du nasopharyrbORLEY-LAWSON, 2005).

1.3.2. Carcinomes gastriques associés a 'EBV
1.3.2.1. Définition

Des adénocarcinomes gastriques sont associés enfengon par le virus d’Epstein-
Barr et cela depuis 1990. L’association a d’abdédd&crite dans une forme rare de tumeur
gastrique, identiqgue aux carcinomes EBV positifesesvés dans d’autres organes dont le
nasopharynx, et connus sous le nom de carcinongiffénenciés a stroma lymphoide
(UOZAKI et FUKAYAMA, 2008). Il a ensuite été montigue tous les types histologiques
classiques d’adénocarcinomes gastriques peuvdientgsociés a l'infection EBV (AKIBA
et al, 2008).

Le cancer gastrique EBV associé est défini parésence de I'EBV dans les cellules
néoplasiques. L’hybridatiom situ EBER1 (ISH) est utilisé pour identifier le cangastrique
EBV associé, parce qUEBER1 est tres abondanten{llidns de copies par cellule infectée).
(LEE et al, 2009).

Le cancer gastrique associé a 'EBV présente ueada de type | qui exprime EBNAL,
EBER, BART, et parfois (40% des cas) la protéineA2A. Des anomalies préexistantes
peuvent étre présentes dans les cellules épitbelgdstriques (MAEDA al, 2009). Ainsi,
en plus des genes viraux, des méthylations de I'AleNa cellule hote ont été fréquemment
observées dans le carcinome gastrique EBV poBILKAYAMA, 2010).
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1.3.2.2. Epidémiologie du carcinome gastrique EBVasitif

Contrairement au lymphome de Burkitt et au carcieodu nasopharynx, qui sont
endémiques en Afrique équatoriale et en Asie duEidle carcinome gastrique EBV positif
est une maladie non endémique distribuée a trdeensonde (NISHIKAWA etal, 2010).
Cependant, il existe certaines difféerences dandrsmdence selon les zones géographiques :
elle est élevée dans certains pays occidentauximeolillemagne et les Etats-Unis, ou elle
peut atteindre 16 a 18 %, alors qu’elle est pliddade I'ordre de 6 a 10 %, dans la plupart
des pays européens, en Amérique du Sud et en #&me, les taux les plus faibles en chine
4,3%. Sur la base de lincidence annuelle du cagestrique, le nombre de patients qui
développent ce type de cancer est estimé entr@@tB0 000 par an (LEE al, 2009).

La plupart des études ont montré la prédominanceuliae dans ce type de cancer, ce
qui suggere que les risques dus au style de vlesofacteurs professionnels peuvent exister
chez les hommes (MURPHat al, 2009). Une étude au Japon a montré que la conatiorm
d'aliments salés et I'exposition & la poussierebdis et/ou a limaille de fer, qui peuvent
induire des Iésions mécaniques de la muqueusdqyestsont liées a un risque plus élevé de
développer un cancer gastrique associé a 'EBMVIARGO et al, 2011J).

1.3.3. Caractéristiques cliniques du carcinome gagjue EBV positif

Les caractéristigues cliniques du cancer gastriqti®V positif comprennent
'emplacement prépondérant dans l'estomac prox@ingli présente une histologie de type
diffus (MURPHY et al, 2009). Certains rapports suggerent que le casumient chez les
patients relativement jeunes, mais les analyseg pas confirmé cette observation (AKIBA
et al, 2008 ; LEEet al, 2009). Le cancer gastrique EBV positif prend smiva forme d'une
tumeur ulcérée ou en forme de soucoupe accompgmaréen épaississement marqué de la
paroi gastrique. Ces caractéristiques sont biencepébles sur échoendoscopie et
tomodensitogrammes de I'estomac. Le cancer gastidg) positif montre un faible taux
d'atteinte des ganglions lymphatiques a l'intériderla sous muqueuse, en particulier au
cours de ses débuts, et a un pronostic relativefagatable par rapport au cancer gastrique
EBV négatif (AKIBA et al, 2008 ; FUKAYAMA, 2010).

Différents résultats sont en faveur d’'un réle égidue de I'EBV. En effet, I'infection
virale est clonale et elle est observée dans togescellules tumorales des carcinomes
gastriques et dans I'épithélium gastrique des ataspintestinales chroniques (FUKAYAMA,
2010). Ces résultats suggerent que le virus infpdeocement ces cellules épithéliales. De
plus, de forts titres d'anticorps anti-EBV sont ei#és chez les patients. Par ailleurs,
linfection par 'EBV de lignées épithéliales primes gastriques permet une meilleure
prolifération et génére une croissance en agargéagt un rbéle du virus dans la
carcinogenese (CORVALANs al, 2006 ; KIMet al, 2010).

1.3.4. Histogenése du cancer gastrique EBV positif

Des études visant a clarifier I'histogénése du eargastrigue EBV positif sont
concentrées dans deux directions (figure 13). L'oamactérise le lignage des cellules du
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carcinome et les traces des séquences morpholegapidinfection EBV dans les cellules
épithéliales gastriques, tandis que l'autre seamne sur la progression du cancer. Ces études
ont identifié plusieurs molécules, en particulies anolécules d'immuno-modulation, qui sont
associées au recrutement des lymphocytes dansolaastdu cancer gastrique EBV positif
(FUKAYAMA, 2010).

L'expression de plusieurs molécules qui caractdrite différenciation cellulaire de
I'épithélium gastro-intestinal peut divulguer lgnée cellulaire des cellules infectées par
EBV. Les profils d'expression des protéines clagslifCLDN) qui constituent les jonctions
serrées ont donc été étudiés. Les cellules négpkesidu cancer gastrique EBV positif ont
montré une haute fréquence d’expression de CLDN3®%] et une faible fréquence
d’expression de CLDN3 (5%) (SHINOZAKt al, 2009). Ce profil d'expression (CLDN18 +,
3 -) correspond a celui de I'épithélium gastriqoemal chez 'adulte et le foetus, mais pas a
celui de la métaplasie intestinale (CLDN18-, 3 @pnformément aux modes d'expression
CLDN, pres de la moitié des cas de cancer gastragsociés a I'EBV ont également présenté
une expression des mucines conforme au type gastriiy]UC5AC, MUCG6) (BARUAet al,
2006). Le cancer gastrique EBV positif est beapgolus homogéne en ce qui concerne la
différenciation cellulaire, ce qui indique qu'ilrs®erve bien la nature des cellules d'origine.

Il n'a pas été précisé comment l'infection par E&Y établie dans la muqueuse de
'estomac. Le récepteur viral CD21 des lymphocyes’est pas exprimé sur les cellules
epithéliales (YOSHIYAMAEt al, 1997 ; CHESNOKOVAet al, 2009). Puisque la co-culture
de la production virale des lymphocytes montre phes grande efficacité de linfection
(jusqu'a 800 fois) que l'infection des cellulestiégiales, le contact direct de cellule & cellule
est donc le mode le plus probable de la propagahionirus aux cellules épithélial@s vivo
(IMAI et al, 1998 ; SHANNON-LOWEe=t al, 2011). Les cellules épithéliales infectées par
EBV sont susceptibles d'initier la croissance den@our développer le cancer gastrique
associée a I'EBV (FUKAYAMAet al, 1994 ; CAMARGCO et al, 2011). La gastrite atrophique
pourrait induire I'infiltration des lymphocytes geurs d’EBV pour augmenter les chances de
contact avec les cellules épithéliales, ou l'inflaation peut produire un milieu riche en
cytokine pour soutenir la croissance clonale ddhiles épithéliales infectées par EBV
(HAYASHI et al, 1996 ; KANEDAEet al, 2012).

L’infection maligne est conditionnée par la methigla des ilots CpG (CpG island
methylator phenotype : CIMP) qui est 'anomalie €tioue et épigénique la plus retrouvée
dans le cancer gastrigue EBV positif. Les ilots Cep@ht souvent situés au niveau des
promoteurs ou I'exon 5 des séquences des genemtpcet leur methylation conduit a la
répression de la transcription, inactivant la fanctdes genes en aval. La methylation des
ilots CpG, en patrticulier celle des genes supptessge tumeurs, est désormais considéree
comme une anomalie épigénétique dans le cancerquestEBY associé (FUKAYAMA,
2010). Le terme CIMP a été principalement utilisurpdécrire le carcinome du colon
présentant une activité tres élevée de la metbylaties ilots CpG (figure 13). Le cancer
gastrique a été subdivisé en trois groupes : auClM®, CIMP intermédiaire et CIMP élevée
en fonction du nombre de loci methylé, 0, 1-3, eegpectivement et les cancers gastriques
EBV positifs présentent un CIMP élevé.
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Le stade invasif du cancer gastrique EBV posittf egactérisé par l'infiltration des
lymphocytes. Ces lymphocytes contiennent la pnatfén des lymphocytes T cytotoxiques
(SAIKI et al, 1996 ; VAN BEEKEet al, 2006), qui peuvent réagir avec des protéinesitiase
d'’EBV (KUZUSHIMA et al, 1999 ; FUKAYAMA et USHIKU, 2011), mais il est dganent
vrai que I'EBV utilise plusieurs mécanismes afinsdevivre aux attaques de ces cellules T
(figure 13). A partir d'analyse d'un réseau d'cigeléotides, une régulation a la hausse du
gene codant pour I'lLA a été mise en évidence (CHONGal, 2002 ; IIZASAet al, 2012).
L'IL1 B a la capacité d’inhiber la sécrétion d'acide'@dmac (EL-OMARet al, 2000) et de
promouvoir la croissance des lignées cellulairesahcer gastrique. En outre, Bjoue un
réle dans le recrutement d'un grand nombre de lpayihs T inefficaces, qui peuvent contrer
les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques conée ekllules épithéliales infectée par EBV.

Les lymphocytes B infectées par EBV

La croissance clonale
CLDN18+3-

Réactivation Expression des
protéines EBNAL,
EBER, LMP2A

/ \ Anormalité des signaux intracellulaire

CpG island methylator phenotype (CIMP)
O O O CLDN18+3-

Les cellules épithéliales gastriques

i
(£
@ | %/ | Lysecellulaire

Infection

Molécules d'immunomodulation

Développement du cancer

Figure 13: Représentation schématique du développement atmtedression du carcinome
gastrique EBV assocCiEJKAYAMA, 2010).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel
2.1.1. Matériel biologique

Nous avons collecté 20 échantillons de sérums tenps atteints de cancer gastrique
au niveau du CHU de Tizi-Ouzou, ainsi que 21 édham$ de sérums de sujets sains aupres
du laboratoire central de biochimie. Toujours aweau du méme CHU, nous avons
egalement recueilli 15 biopsies de cancer gastrigges échantillons de sérums de sujets
atteints de cancer gastrique sont notés : S2, §%% S6’, S7, S8, S10, S12, S13, S14, S16,
S18, S19, T14, T15, T16, T17, T18 et T19. Ceuxsigsts sains sont notés de 1 a 21. Les
biopsies gastriques sont notées : T9, T10, T11, T12, T14, T15, T16, T17, T18, T19, T20,
T21, T22 et T28.

Nous avons aussi utilisé un sérum issu de cordobilical récupéré lors d'un
accouchement a la clinique El Farabi d’Annaba, iainsun extrait protéique de cellules
d’une lignée P3HR1 exprimant LMP1.

2.1.2. Appareillage

— Générateur de courant continu (Sebia) ;

— Densitometre (Helena junior EC 24) ;

- Etuve a 37°C- 40°C;

— Automate (Beckman coulter CX9) ;

— Chambre de migration ;

— Cuve d’électrophorese (Hoefer minive vertical elgghoresis system) ;
— Générateur électrique (Consort EV 243) ;

— Centrifugeuse de paillasse (Costar mini centrifyge)

— Agitateurs variés (basculant, magnétique, agitaleuubes...) ;
— Plaque chauffante (Bioblock scientific) ;

- pH métre (Metrohm 620) ;

— Balance de précision a 0,01 mg (SARTORIUS SE 402 E)

— Balance électronique de précision a 0,01g (Demardment) ;
— Distillateur d’eau (PURE-HIT STILL.BHANU) ;

— Sonicateur (Advantage — Lab AL) ;

— Centrifugeuse (Sigma 4- 16 K) ;

— Lecteur ELISA (BioTek).

2.1.3. Produits chimiques et réactifs

- Solvants: acide acétique, acide chlorhydrique deacirichloracétique, glycérol,
hydroxyde de sodium, méthanol, acide périodique ...
— Sels et tampons : azide de sodium, chlorure deisgdiRIS...;
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— Colorants et réactifs spécifiques : acrylamide,ublde bromophénol, bleu de
Coomassie R250, rouge ponceau, dodeécyl sulfateodaurs (SDS), glycine, 2-
mercaptoéthanol, N, N’'méthylene-bis- acrylamide, rspkfate d’ammonium,
TEMED....etc.

2.2. Méthodes
2.2.1. Electrophorése des protéines sériques surésate de cellulose

Nous nous sommes basés sur le mode d’emploi utilisdaboratoire centrale de
Biochimie du CHU de Tizi-Ouzou ou ont été réalisées électrophoreses des protéines
sériqgues de notre étudéa reéalisation totale de la procédure prend envigoineures.
L’analyse s’est effectuée sur 20 échantillons derséle sujets atteints de cancer gastrique.

Afin d’accompagner les résultats de I'électropherésus avons déterminé la teneur en
protéines totales de chaque prélévement. Cela peusettra d’exprimer chaque fraction en
gramme par litre (g/l). Nous avons dosé les preitotales par la méthode automatique
(Beckman coulter CX9) adoptant le principe de ldhoéde de Biuret.Cette méthode permet
d’obtenir un dosage rapide des protéines. En miéimalin, les ions de cuivre (Cu++)
réagissent avec les liaisons peptidigues des pestéet forment un complexe pourpre
caractéristique, avec une coloration violette phw@iwique. L’intensité de coloration du
complexe Cu-protéine est proportionnelle a la cotraion en protéine.

2.2.1.1. Précautions a prendre lors d’'une électromnese des protéines seriques
sur acétate de cellulose

L’électrophorése des protéines sériques doit &aéisee selon un protocole strict afin
d’obtenir des tracés interprétables et similaitegxiste de nombreux facteurs qui peuvent
conduire a des erreurs d’interprétation du progiamme. Ainsi une mauvaise technigue de
prélevement ou une mauvaise conservation de I'déitloansanguin destiné a I'électrophorése
des protéines peut conduire a une hémolyse deadition. L’hémolyse permet la libération
de I'hémoglobine dans le sérum. Des études ontééude 'hémoglobine migre avec les béta
globulines. De plus il y'a formation de complexesptoglobine — hémoglobine qui vont
migrer avec les alpha 2 globulines.

La réalisation de I'électrophorese sur du plasméeaudu sérum implique I'apparition
d’'une sixieme bande qui va migrer entre les fratibéta et gamma globulines.

L'utilisation d’'un sérum lipémique conduit a I'apfieon d’'un pic au niveau de la
fraction des alpha 2 globulines produit par la enée de lipides dans le sérum. Ceci peut
entrainer des erreurs d’interprétation du protéiaogne puisque lors d’états inflammatoires,
la présence d’un pic en alpha 2 globuline a étéugée.

Afin d’éviter ces différents artéfacts qui peuvefdusser linterprétation du
protéinogramme, nous avons pris soin lors de étttde de travailler uniquement sur sérum,
et d’écarter tous les sérums hémolysés ou lipémjcafen d’obtenir des tracés similaires et
interprétables.
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2.2.1.2. Dépot

Avant de procéder au dépot proprement dit, lesuglacd’acétate de cellulose sont
préalablement immergées dans une solution tampoantd20 minutes. Les plagues sont
ensuite pressées légerement entre deux papiersdsuafn d’éliminer I'exces de liquidd0
Kl de sérum sont alors déposés sur la ligne dertddpaette plaque d’acétate de cellulose a
I'aide d’'un applicateur, chaque plaque peut comtigisgu’a huit échantillons de sérum.

2.2.1.3. Migration électrophorétique

La cuve d’électrophorése comporte deux compartimmeomtenant la solution tampon a
pH 8,6 et une électrode. Ces deux compartiments i en relation par deux papiers
contacts conducteurs imbibés de tampon et formasmpdnts. Anode et cathode sont reliées a
un générateur de courant contiha. plaque d’acétate de cellulose comportant learédions
sériques est alors disposée dans la cuve d’élduirépe, I'acétate de cellulose vers le bas. Le
couvercle de la cuve est alors refermé et la cavenese sous tension de 180 volts durant 16
minutes.

2.2.1.4. Coloration et décoloration

Immédiatement apres la migration et sans séchagdapte, la plaque est révélée dans
un bain colorant de rouge ponceau a 0,5% ou etlec@splétement immergée durant 6
minutes. La plague est ensuite décolorée dars hains successifs d’acide acétique a 5 %,
de 2 minutes chacun. A ce stade, la plaque présiestdandes de migration de couleur rose
sur un fond blanc correspondant aux différentedtifvas protéiques.

2.2.1.5. Eclaircissement

La plaque est transférée dans un bain de méthamaltpon la laisse tremper durant 4
minutes.La plaque est ensuite égouttée 10 a 15 secondsstransférée dans une solution
éclaircissante, composée d’'acide acétique glackd &0, de méthanol absolu a 67 % et de
réactif d'éclaircissement a 4 %, ou elle y restenargée pendant 10 minutes. Elle est ensuite
égouttée, puis, pour que I'éclaircissement soit e la plaque est séchée dans une étuve
chauffée a 37-40°C durant une dizaine de minutes.

2.2.1.6. Lecture par densitometre

A la fin de toutes ces étapes, le résultat esbieisur la plaque d’acétate de cellulose.
Chaque piste d’électrophorese implique une altexmale zones colorées et de zones claires
transparentes. La plaque d’acétate de cellulos¢ @leus étre lue par un densitometre
utilisant une longueur d’'onde de 525 nm. Plusoiacentration en protéines est forte dans une
zone, plus la coloration est forte.

Nous avons donc évalué les concentrations degetitiés catégories de protéines par
mesure optique de la densité de coloration suaha®. L'intégration des bandes colorées est
faite au densitometre, ce qui permet de la tradsoeis forme de courbe (profil
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électrophorétique) qui pourra étre ensuite analytémterprétée. Il faut noter que chaque
bande correspond a un pic dont la hauteur est giopoelle a 'intensité de la coloration.

2.2.2. PAGE SDS des protéines sériques en présedeg mercaptoéthanol
2.2.2.1. Conditions générales de la conduite deléétrophorése

Nous avons utilisé la méthode de LAEMMLI (1970) gonsiste a utiliser un systéme
bi-phasique constitué de deux gels superposésrimptration et de pH différents : un gel de
concentration a 4%, en tampon tris-HCI 0,5M pH &,8n gel de séparation en tampon tris-
HCI 1,5M pH 8,8. Afin de mieux séparer les prog&iravec les MM de 50 a 10 kDa, nous
avons mené nos analyses sur un gel de séparaéidiv9d. La polymérisation de ce dernier
est déclenchée par le persulfate d'ammonium eEMHED.

Le gel est immédiatement coulé entre deux pladues en verre et I'autre en alumine.
Ces plagues sont plongées dans un tampon d'élecapgroprié. Un peigne y est alors
introduit pour assurer la formation des puits. Appelymérisation, le peigne est retiré et les
puits sont préts a recevoir le dépbt des échangillo

2.2.2.2. Préparation des échantillons

Les échantillons répartis dans des eppendorfs d@aiord dilués a 1/2 avec une
solution RIPA (Radio Immuno Precipitation Assayjngi, en fonction du taux de protéines
sériques de chaque échantillon, et afin de réalissrdépdts de 70 a 100 pug de protéines par
puits, nous avons pipeté la quantité nécessaireeden, additionné de 5ul de solution de
dénaturation a 4X, contenant du SDS, funercaptoéthanol et du bleu de bromophénol
(ajouté pour visualiser le niveau de migration gdexéines), 'ensemble est ensuite ramené a
20ul avec du RIPA.

2.2.2.3. Dép6t des échantillons dans le gel et mgmis tension

Les échantillons sont déposés dans les puits panahce entre les sérums des sujets
sains et des sujets atteints de cancer gastrigneméarqueur de taille Page RUlérPlus
Prestained Ladder (Fermentas LIFE SCIENCE) estétiCe kit comprend 9 protéines pré-
colorées avec les MM suivantes : 250, 130, 9553236, 28, 17 et 10 kDa.

La migration des protéines est réalisée a tempé@&atunbiante sous une tension
continue de 200 V et un courant de 20 mA pendamt deures et demi.

2.2.2.4. Révélation des bandes électrophorétiques

A la fin de I'électrophorése, on retire les gebs protéines sont premiérement fixées
dans une solution de TCA 12% (p/v) pendant 45 remypuis colorées pendant une heure par
le bleu de Coomassie R250 a raison de 0,2% (P/\Qur Prévéler les bandes
électrophorétiques, on procéde a la décoloratiogedipar immersion de ce dernier dans un
mélange d’eau, de méthanol et d’acide acétique léanmoportions 3,12/1,5/0,37 (v/v/v).

33



Partie expérimentale Matériel et méthodes

2.2.3. Détermination des poids moléculaires des ggines

L’existence d’'une relation linéaire dans la zondrdetionnement entre le Log (PM) et
la distance de migration permet la déterminatismi@ds moléculaires des protéines.

Pour cela, nous avons fait migrer, dans les mémaditions, des protéines de PM
connus, a savoir, celles d’un kit comprenant 9gineis pré-colorées avec les MM suivantes :
250, 130, 95, 72, 55, 36, 28, 17 et 10 kDa. Unehlmude calibration du gel de séparation,
établie en utilisant ces protéines, a été trac@miréf 14). Les PM des différentes entités
protéiques sont déterminés graphiquement sur cettide Log (PM)=f (distance).

6 —

4
5__

y =-0,157x + 5,191
R2=0,933

Log PM
w

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Distance de migration (CM)

Figure 14 : Courbe de calibration du gel de séparation en PSGE-

2.2.4. Extraction des protéines tissulaires des tugnrs gastriques

Afin de réaliser la technique ELISA sur les biogsikl cancer gastrique, on procéde a
I'extraction des protéines tissulaires. A cet efat effectue un broyage du tissu pour chaque
tumeur gastrique, puis on reprend les culots @ted dans 700 pl de RIPA additionnés de 70
pl d’anti-protéases (Trypsin Inhibitor Type I-S Fr@&oybean).

L’échantillon est ensuite soniqué deux fois pendaugt minute a une puissance de 20 W
d’amplitude dans de la glace. Il est en fin ceng# a 10000 g a 4°C pendant 15 mn. Le
surnageant contenant les protéines est récupéré.
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2.2.5. Recherche de la protéine datence membranaire LMP1 par ELISA

3 pl de sérum ou d’extrait protéique complétés aub@vec du PBS sont incubés toute
la nuit a +4°C (coating). La plaque ELISA est etesdavee trois fois avec du PBS 1X
additionné de tween a 1% puis trois fois avec d6 BRR.

Apres, on procede a la saturation de la plaque deda BSA a 2% (dans du PBS) et on
incube la plaque pendant une heure a +37°C. Ondasmite la plaque trois fois avec du PBS
1X tween 1% puis trois fois avec du PBS 1X.

100 ul danticorps anti LMP1 S12 monoclonal sopbugés dans chaque puits a raison
de 0,1 pg/ml et incubés a +37°C pendant deux he@edave la plaque trois fois avec du
PBS 1X tween 1% puis trois fois avec du PBS 1X.

On rajoute ensuite I'anticorps anti souris couplé peroxydase a raison de 0,1 pg/ml et
on incube pendant 30 minutes a +37°C. On lavea@sla plaque avec du PBS 1X tween a
1% puis six fois avec du PBS 1X.

On rajoute ensuite 50 pl/puits de tetramethylbeneidTMB) et la plaque est placée a
'obscurité pendant 10 minutes a température andidtour arréter la réaction, on ajoute 50
pI/ml d’acide phosphorique 0,1M. Et la lecture aié & 450 nm par un lecteur ELISA.

2.2.6. Tests statistiques
2.2.6.1. Test de conformité d’'une moyenne

On utilise ce test lorsqu’on désire comparer ung/enne observée a une moyenne
connue dans une population de référence (ANCELIOD8R Le test de conformité d’une
moyenne le plus courant, relatif a 'hypotheseenul, : m = my, est également basé sur les
distributions de STUDENT (DAGNELIE, 2011).

Pour réaliser ce test, on doit calculer la quantité

tobs =|% | x=la DO observée pour chaque individu.
9= la DO du témoin négatif.

On rejette I'hypothése nulle quangpst> 12

t1.w2 - valeur critigue de STUDENT, tablée avec une probabilité P= 0,97%iena = 5%
donc 1e/2 = 0,975.

2.2.6.2. Test de KRUSKAL et WALLIS

Lorsque les conditions de 'ANOVA ne sont pas résnion recourt a un test non
paramétriqgue de méme équivalence, ce test estamIKIRUSKAL et WALLIS. C’est un test
qui s'intéresse non pas aux valeurs des variablag aux rangs des valeurs aprés les avoir
ordonnés, il compare ainsi les rangs moyens deuehaérie. Sous I'hypothése nullg, Ha
différence entre les rangs moyens de chacune des &t la moyenne générale des rangs est
nulle (ANCELLE, 2008). Ce test a été réalisé patagiciel : le statistica.
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3. Résultats et discussion
3.1. Distribution en fonction du sexe et des grouged’age

L’age moyen de nos patients est de 56 ans, avevaliesrs extrémes de 27 et 80 ans.
Un maximum de fréquences est observé dans la eatiélge comprise entre 61 et 70 ans. La
fréquence la plus basse est constatée dans la¢rdiége allant de 20 a 30 ans (figure 15).

20 - 30 ans
3] -40 ans
®4]-350 ans
B3] -60 ans
m6l1-70 ans
m71 - 80 ans

Figure 15 : Répartition selon les tranches d'age.

Notre série a compris 11 femmes et 18 hommes resipectivement, 38% et 62%.
existe une prédominance masculine avec un sexedatl,64.

La distribution en fonction du sexe et des grougé&ge fait apparaitre un pic de
fréquence entre 61 et 70 ans avec un pourcentagelgvé chez les hommes.

Il existe une prédominance masculine dans la plugpes tranches d’age excepté celle
comprise entre 20 et 30 ans et celle entre 51 ear®) ou on a noté une prédominance
féminine. Une égalité de fréquence entre les dexesa été constatée chez les individus
allant de 31 a 40 ans (figure 16).
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15%0

10% EHomme

, B Femme
5%%

Fréquence en poucentage

0% - T T T T T T

20-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
ans ans ans ans ans ans

Tranches d'ige

Figure 16 : Répartition en fonction du sexe et des trancheged’a
3.2. Etude clinique
3.2.1. Stade du cancer gastrique

La classification adoptée pour définir le stadevdi@ement de la maladie est la
classification TNM 1997.

Notre série est constituée d'individus avec ledédiints stades d’évolution de la
maladie, nous avons constaté que prés de 50% tlestpataient au stade Il et seulement 7%
d’entre eux étaient au stade | (figure 17).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%0
10%

5%

0%

Fréquence en pourcentage

stadel stadeII stade ITI

Stade de la maladie

Figure 17 : Distribution selon le stade d’avancement du cagestrique.
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L’étude épidémiologique réalisée sur notre sériecoade avec les constatations déja
faites par JEMALet al (2011) et aussi DE MARTEILet al (2013). Ces auteurs avaient
constaté que les cancers de I'estomac survienaggrnent avant 'age de 40 ans. Dans notre
étude seulement 18% des patients ont moins desi@®gaprés de 50% des individus ont plus
de 60 ans. Toujours selon les mémes auteurs,d&nce du cancer de I'estomac augmente
rapidement au-dela de 40 ans, avec un pic pendaseptiéeme décennie avec 60% des
patients de plus de 65 ans. SAtFal, (2010) ont montré que le cancer gastrique eshrant
détecté au début de la maladie a cause d'une symapitongie clinique discréte, le plus
souvent tardive et aspécifique, témoignant d’'undadi@ déja localement avancée ou
meétastatique. Ceci est tout a fait en accord a®sujets de notre série puisque seulement 7%
des patients ont été diagnostiqués au stade précoce

3.3. Etude des résultats obtenus par électrophoresies protéines sériques sur acétate
de cellulose

3.3.1. Etude du protéinogramme des protéines sériqs

Aprés la migration, les protéines sont coloréesrauge ponceau. Une analyse
densitométrique de la coloration permet d’expriteerésultat sous forme d’'une courbe. Ce
tracé est dénommé électrophoregramme ou protéimogea(annexe 2).

A pH basique, la majorité des protéines sériquag shargées négativement. Elles
migrent de la cathode vers I'anode et se séparening fractions. L’albumine qui porte une
charge négative importante migre le plus loin \ensode. Les autres protéines forment un
groupe hétérogene de protéines, se séparent srirtciions différentes : les alpha globulines
() qui se subdivisent en deux sous fractiond: globuline eta2 globuline, les béta
globulines B) et les gammas globulineg (figure 18).

Sur le protéinogramme, chaque fraction est repgedela présence d’un pic. Pour
l'intégration du tracé, chaque pic représente Engjté relative des protéines ou de groupes de
protéines. Ces quantités sont exprimées en poagemtu total. Utilisées conjointement au
dosage des protéines totales par la réaction drefBion a obtenu la concentration en g/l de
chaque protéine ou groupe de protéines. Les paggmmes obtenus sont d’une maniere
générale trés similaire. lls présentent une alhareforme au tracé dit normal, référencé dans
la littérature.

Les protéinogrammes ne présentent pas de modifitsatinportantes qui pourraient étre
caractéristiques d'un syndrome particulier (anneXe Pour chacun des diagrammes
électrophorétiques, on constate la présence dameprésentant la fraction albumine. On
note aussi I'absence de pic étroit et plus élewe aplui de I'albumine dans la région des
globulines, qui serait caractéristique d’une gameti@p monoclonale (SURICE& al, 1999).
Aucun des tracés étudiés n'a révelé la présendarge pic dans la zone deglobulines se
confondant avec le$ globulines formant ainsi un blo@-y globulines et qui serait
caractéristique d’'une gammapathie polyclonale (SL{Rédt al, 1999).
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<«—— 7 globuline
<4— [ globuline
<+—— 02 globuline
<«—— ol globuline
<«—— Albumine
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Figure 18 : Electrophorése sur acétate de cellulose des éltbastie sérums des sujets
atteints de cancer gastrique.
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3.3.2. Variation de la protéinémie

Le dosage de la protéinémie totale a été réaliscupaautomate en se basant sur la
meéthode de Biuret. Dans cette étude, pour I'intggtion des résultats, on a utilisé les valeurs
référentielles utilisées dans le laboratoire cémteabiochimie du CHU de Tizi-Ouzou. Pour
une personne adulte et saine, la protéinémie tettleomprise entre 60 et 80 g/l. En fonction
de I'état physiologique ou pathologique de l'indiwj cette protéinémie peut soit augmenter
ou diminuer indiquant ainsi une augmentation ou dingnution d’une fraction protéique ou
d’'un ensemble des fractions.

Sur la totalité des individus analysés, 70% présgnties protéinémies normales
comprises entre 60 et 80 g/l. Sur les 30% restantonstate quelques hyper- protéinémies ;
on a relevé deux individus avec de |égéeres augriemsade la protéinémie avec des valeurs
de 81 et 83 g/l (figure 19). On a aussi constat hyper- protéinémie marquée avec 103 gl/l.
Des protéinémies peu modifiées ont été égalemerdtai@es chez deux individus avec une
diminution de la protéinémie totale révélant deelég hypo- protéinémies avec 58 g/l. Le
dosage a aussi révélé une importante hypo- protéenée 45 g/l.
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-
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= 100 5 M
£
)
=
T (80 ¢ : = -
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Individus

Figure 19 :Variation de la protéinémie totale.
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3.3.3. Variation des différentes fractions protéiges
3.3.3.1. Variation de la concentration en albumine

L’albumine constitue la fraction anodique la plasense. La finesse de ce pic est un
bon indicateur de la qualité de I'électrophoreséesC une protéine de grande taille,
osmotiquement active, d’'une masse moléculaire (Mpproximative de 69 kDa. L’albumine
est la plus abondante des protéines sériquesrdpitésente 46 a 58% des protéines du sérum

soit 31 a 50 g/l

Sur les 20 patients analysés, 12 patients soit 6@% cas présentent des valeurs
d’albumine correspondantes aux normes admisesréfigd). On a toutefois constaté des
hypo-albuminémies chez 8 personnes. Pour certadisidus, ces hypo-albuminémies sont
de faibles ampleurs, ainsi les patients S3, S5, S1€, T15 et T19 présentent respectivement
des valeurs d’albumine de 28,9 g/l, 27,4 g/l, 2¥]128,2 g/l, 29,4 g/l et 27,2 g/l. Chez les
individus S6 et T14, on a constaté d’'importantegohglbuminémies de 22,9 g/l et 20,4 g/l
respectivement.

Albuminémie

/ normale

Albunineen g1

32 383 B4 35 87 38 310 312 513 314 316 318 312 3¢' T14 T15 T16 T17 T18 T19

Individus

Figure 20 : Variation de la concentration sérique en albumine.

3.3.3.2. Variation de la concentration de la fractin a1 globuline

La fraction al globuline est une fraction tres hétérogene ptasendes roles
biologiques variables. Ces protéines sont prineipaint la pré-albumine, l'alpha
foetoprotéine, l'alpha glycoprotéine acide (orosooime), I'alpha 1 protéase et l'alpha 1
antitrypsine (KEREN, 2003).

Cette fraction représente de 2 a 5% du total deteipes sériques soit une concentration
de 1 a 4g/l (figure 21). L'électrophorése des pna® sériques a révélé une légere
augmentation de la concentration de la fractibrglobuline et cela pour trois échantillons de
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sérums analysés. Ces hyper-alphas 1 sont respuetivade 4,5 g/l, 4,79/l et de 5,1 g/l. Le

reste des échantillons ont présenté des valeunsates.
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Figure 21 :Variation de la concentration sérique en alphaobujine.

3.3.3.3. Variation de la concentration en alpha 2lgbuline

Lesa 2 globulines sont elles aussi composées d’'un rgélagtérogéne de protéines, on
retrouve principalement I'haptoglobuline, la céplasmine et l'alpha 2 macroglobuline
(KEREN, 2003). Cette fraction représente 11 a 16dés protéines totales soit une

concentration de 7 a 13,5 g/l.

Nous avons constaté une légere diminution de lzerdration de cette fraction chez
deux individus de notre série a savoir S14 et Vet aes valeurs de 6,8 g/l. L’analyse a aussi
révélé une hyper-alpha 2 chez le patient S10 amecvaleur de 15,1 g/l. Les autres patients

soit 85% présentent une concentration normalergiga).
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Figure 22 :Variation de la concentration sérique en alphaobine.
3.3.3.4. Variation de la concentration de la fractin béta globuline

La fraction béta est, comme la fraction alpha, fnaetion trés hétérogéne constituée de
protéines présentant des réles biologiques différeBes protéines sont principalement la
transferrine, I’hemopexine, la protéine C réactvéa béta 2 microglobuline (KEREN, 2003).
Cette fraction représente 9 a 16% des protéinaketosoit une concentration de 6 a 13,5 gl/l.

Quatre échantillons de notre série présententgirdg variations de la concentration de
la fraction béta globuline. Le reste des patiemés@ntent des concentrations conformes aux
normes. Ainsi, on a constaté chez le patient SS5etle Iégéres hyper-béta globuline avec
respectivement 13,8 g/l et 13,7 g/l. L'individu Sd@ant & lui, présente une assez importante
hyper-béta globuline avec une concentration de 371 L’analyse a aussi révélé une
importante hypo-béta globuline avec une conceotnade la fraction béta globuline estimée a
3,9 g/l pour le patient T14 (figure 23).
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Figure 23: Variation de la concentration sérique en béta diobu
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3.3.3.5. Variation de la concentration de la fracin gammaglobuline

La fraction gamma représente environ 13 a 21% det®ipes totales soit 9 a 18 gl/l.
Avec des protéines d’'une masse moléculaire de BB® en moyenne. La fraction des
globulines regroupe différentes immunoglobulineEREN, 2003).

Seulement 15% des patients ont présenté des hgpangglobulinémies dont certaines
étaient légeres avec une concentration de 18,£gfliendant, le patient S10 a présenté une
importante hyper-gammaglobulinémie avec 31,6 gieZZ75% des individus étudiés, les
valeurs étaient normales. Nous avons relevé depg-ggmmaglobulinémies, chez le patient
S12 avec une valeur de 8,2 g/l et chez le patidimt qui a présenté une assez importante
hypo-gammablobulinémie avec une concentration deg(figure 24).

35

25 v globuline
normale

v globuline en g/l

32 383 B4 35 87 38 310 312 513 314 316 318 312 3¢' T14 T15 T16 T17 T18 T19

Individus

Figure 24 :Variation de la concentration sérigue en gammadiiodu

3.3.4. Interprétation de I'électrophorese des proiées sériques

Le protéinogramme peut étre caractéristigue d’'urdsyme bien spécifique. En cas de
maladie, certaines fractions augmentent, d’autieindent, ce qui donne un protéinogramme
caractéristique. Ainsi, une fois l'analyse systéqa effectuée, il reste a interpréter les
différentes anomalies mises en évidence. Cettepirdition va se réaliser selon un schéma
simple basé sur la variation de la protéinémieuetI'stude des variations des différentes
fractions (JOHN, 2003).

L’analyse de la concentration en protéines totatesluit souvent & I'analyse détaillée
de chacune des différentes fractions. Ainsi uneshypotéinémie ou une hypo-protéinémie
renvoie respectivement a I'augmentation ou a lairdition de la concentration d’'une ou de
plusieurs fractions protéiques.
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Dans notre série, l'individu S10 qui présente uyeel-protéinémie accentuée de 103g/I
présente a la fois une hyper-alpha 2 de 15,1 gd,hyper-béta de 17,1 g/l et aussi une hyper-
gammaglobulinémie de 31,6 g/l. De méme que I'édlhamt T14 présente une hypo-
protéinémie de 45 g/l avec aussi une hypo-albumiaéla 20,4 g/l et une diminution a la fois
de la concentration de la fraction alpha 2 gloluthde la fraction béta globuline.

Pour l'interprétation de I'électrophorése des pras sériques il est important de garder
a I'esprit lors de l'interprétation, que le pic lifamine est une seule protéine et que chacune
des fractions globulines représente un mélangedyttge de protéines différentes migrant au
méme endroit (JOHN, 2003).

Dans ce qui va suivre, nous allons porter plusiqdrement notre attention aux
modifications les plus importantes qui ont touckeé protéinogrammes. Les différentes
variations de faibles ampleurs qui ont été mise®wdence sont probablement dues a la
présence de certains artéfacts au cours de I'analys

Les protéinémies peu modifiées constatées cheaimgrtle nos patients sont le plus
souvent accompagnées d’hypo-albuminémies qui peuatraévéler le début d’'un syndrome
inflammatoire. L'albumine est une protéine négatiee!'inflammation, dont la concentration
diminue en cas de processus inflammatoire (DANIELE5).

Le patient T14 qui a une hypo-albuminémie asseoitapte de 20,4 g/l avec une hypo-
béta de 3,9 g/l. Cette hypo-protéinémie, associée diminution de la fraction albumine,
pourrait étre caractéristique d’'une insuffisancpdtégue. Ainsi, MENDLERet al (1999) et
TESSARIet al (2002) ont rapporté que l'insuffisance hépatiqoeduit a la diminution de la
concentration de I'albumine, une protéine syntiéétisar le foie.

La diminution de la protéinémie est aussi rencenéé cas de dénutrition. Des auteurs
affrment que la diminution de la concentration &bumine peut aussi étre causée par
laugmentation des pertes de cette protéine lorsatgnements digestifs (WHICHER, 1980 ;
REIFet al, 1991).

La symptomatologie clinique du cancer gastriqueoaie que les patients souffrent le
plus souvent de douleurs localisées au niveau aleldmen, ces douleurs témoignent de
I'atteinte de la paroi gastrique (ALLUM, 2011). Cest conforme aux travaux de WHICHER
(1980), qui rapporte que I'hnypo-protéinémie peute &ausée par 'augmentation des pertes
protéiques par fuites digestives causées par igeesaents gastriques. En outre, les patients
atteints de cancer gastrique se plaignent auseadsées ainsi que de sensation précoce de
satiété qui conduit a une importante perte de p@dsfALANO et al, 2005). Les travaux de
REIF et al en 1991 ont confirmé que les pertesai@spdes patients peuvent étre associées a
des hypo-protéinémies.

L’hyper-protéinémie constatée chez le patient Sdlrmait étre causée par une hyper-
gammaglobulinémie polyclonale. Elle correspond @ angmentation de toutes les classes
d’lg suite a une réponse immunitaire (SURI@Cal, 1999). Nous avons aussi noté chez ce
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patient une augmentation de la concentration deatdion des gammaglobulines avec 31,6
gll.

Cependant, il est nécessaire afin de mieux inteptés résultats d’'une électrophorese
de disposer de l'historique clinique de chaqueegp&tiEn plus, il faut prendre connaissance
des traitements éventuellement déja engagés paatient ou en cours de traitement. Ainsi,
par exemple, une corticothérapie modifie sensiblegnhes résultats de I'électrophorese. La
corticothérapie induit une augmentation sanguinehaptoglobuline, ce qui fait que les
corticoides provoquent 'augmentation des globulide la fraction alpha 2 (KEREN, 2003).

De plus, le cas d’hypo-protéinémie et celui d’hypestéinémie sont des cas isolés,
presque la quasi-totalité des patients ont présgeséprotéinogrammes normaux avec des
protéinémies et des concentrations de chaque dragirotéique conformes aux valeurs
référentielles utilisées. Les patients atteintaecer gastrique n’ont pas présenté de profils
électrophorétiques caractéristiqgues de la maladigopgqurraient permettre aux praticiens de
poser un premier diagnostic.

3.4. Etude des profils protéiques des protéines sgues obtenus par PAGE-SDS
3.4.1. Caractérisation des protéines sériques

Le sérum humain renferme une diversité en protémex des concentrations trés
différentes, ce qui fait toute la difficulté d’'urgude spécifigue de ces protéines ainsi que
I'appréciation souhaitée de leur réle dans la datfie étudiée (SZAFRANSKdt al, 2004).

Les bandes protéiques identifiees par la PAGE-SDSrésence d@ mércaptoéthanol
peuvent étre divisées en bandes protéigues majetires bandes mineures. Les bandes
majeures constituent celles qui sont pratiquenmijbtirs observées dans les sérums humains
normaux. Les bandes mineures sont celles qui aigpard faiblement ou pas du tout dans un
sérum normal, mais qui peuvent étre caracterissigiien profil électrophorétique renvoyant
a une situation clinique donnée (SZAFRANSKAI, 2004).

L’'analyse des profils protéigues obtenus nous anjgede mettre en évidence des
bandes protéiques bien focalisées et intensesz agse séparées du reste des bandes. Ces
bandes sont notées : bande A, B, C, D, E, F, G stlbh I'ordre croissant de leur migration.
Sur I'électrophoréegramme figure aussi des zonesndékes par des intervalles de masses
moléculaires (figure 25). Ces zones sont consttléglus souvent de bandes protéiques de
faibles intensités avec des positions trés protdseanes les autres, ce qui ne permet pas une
bonne séparation de ces derniéres. Ces zonesaéatre (a) a (c).

46



Partie expérimentale Résultats et discussion
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Figure 25 : Diagramme électrophorétique obtenu par PAGE-SDfésence dp
mercaptoéthanol des échantillons de sérum de sgets : 1, 2, 3, 4 et 5 et des patients avec
un cancer gastrique : S2, S3, S4 et S5.
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La zone (apst constituée de bandes protéiques assez conddesémes les autres. Les
entités protéiques détectées dans cette zone edailde intensité, sans doute, en raison de
leurs faibles concentrations sériques. Elles ptése¢mles MM au-dela de 250 kDa et allant
jusqu'a 95 kDa. Des travaux ont répertorié plusigumotéines sériques dans cette zone de
poids moléculaire (PM). Il nous est difficile d’éuger 'ensemble de ces protéines, nous
allons nous intéresser a quelques unes de cegEni

La fibronectine est une protéine de faible inténaitec une grande MM estimée selon
BEVILACQUA et al (1981) a 440 kDa. Cette protéine a une conceotraérique normale
de 0,19 4 0,35 g/l.

Le C4 du complément est une glycoprotéine de 206 d&&c une concentration de 0,1 a
0,4 g/l. D’apres JOHNSOIst al (1999), cette protéine est visible sur une élgttonése des
protéines sériques quand elle est augmentée comezeles patients présentant une réaction
inflammatoire aigue.

L’'alpha 2 macroglobuline est synthétisée principeat par le foie avec des
concentrations sériques de 1,3 a 3 g/l. Elle aMiede 720 kDa, il s’agit d’'une molécule
tétramerique, composée de quatre sous unités guestide 180 kDa chacune (PETERSEN,
1993).

Une autre protéine avec un haut poids molécula@& aapportée par VEZINA al en
1988. Il s’agit de I'apolipoprotéine avec une massdéculaire estimée a 150 kDa.

La protéine C réactive avec une MM estimée a 138 kD’est une bande discrete avec
une concentration normale dans le sérum infériaudeg@2 g/l. Le taux de cette protéine peut
augmenter considérablement d’apres AUFWERER (1991) et aussi selon MIETTINE#
al (1993) et cela au cours de réponses inflammataiigases atteignant des concentrations
supérieures a 1 g/l.

La céruloplasmine est une protéine de 131 kDat aies protéine de transport produite
par le foie avec une faible concentration sériqueprise entre 0,14 et 0,46 g/l. (WALLACH,
2000).

C3 du complément est normalement présent danguens& une concentration de 0,9
jusqu'a 1,8 g/l. D’aprés PRAT@& al (2002) le C3 est constitué de deux chaines, hasme
alpha et une chaine béta qui sont liées par dets glsulfures. La chaine alpha a une plus
grande masse moléculaire estimée a 110 kDa. (TAGK 1979 ; BARNUMet al, 1990).

La bande A est trés intense et bien focalisée Jif@maux alentours de 79 kDa. Cette
protéine pourrait correspondre a la transferrires travaux de KAMBOHRt al (1987) ainsi
gue ceux de KASVOSVIet al (2000) témoignent que la transferrine est uneagyatéine
d'une seule chaine polypeptidique avec une MM dé& kKB®a et une concentration sérique
normale estimée entre 2,4 et 4,8 gl/l.
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La bande B est tres dense, diffuse, aussi tressateavec une MM estimée a 67,5 kDa.
Cette bande correspondrait probablement a l'albengui est une protéine non glycosylée
avec une seule chaine polypeptidique, avec uneemaskculaire de 69 kDa (BEHREINS
al, 1975). L'intensité de la bande est expliquée desdravaux de FUNGt al (2000) par la
concentration sérique de cette protéine qui ocques de 60% des protéines sériques totales
soit une concentration de 31 a 50 g/I.

Il est cependant essentiel de mentionner qu’iltexisme protéine sérique d’'un PM
similaire, il s’agit de l'alpha 1 antichymotrypsirevec une concentration sérique faible
comparée a l'albumine (estimée entre 0,3 et 0,5 géci pourrait expliquer qu’elle soit
masquée par lI'albumine dans les profils (LIL&Aal, 1992).

La bande C est dense et tres intense avec une KINB4¥ kDa. Elle pourrait
correspondre aux chaines lourdes des Ig. FRAZER (1999) rapportent que les Ig forment
avec l'albumine les protéines sériques majoritaicesqui explique I'intensité de la bande C.
Les Ig sont constituées de deux chaines lourddswet chaines légeres. Les chaines lourdes
ont une MM aux alentours de 50 kDa (FRAZERi, 1999).

La bande Da une masse moléculaire de 47 kDa, C’est une basskez localisée et
intense. Elle pourrait correspondre a l'alpha itypsine avec une Iégeére différence de MM
comparée a celle rapportée par KHANal (2002) qui I'ont situé autour de 52 kDa, elle est
constituée d’'une seule chaine polypeptidique avex eoncentration sérique normale chez
'adulte de 0,9 a 2 g/l.

La bande Eprésente un MM de 45 kDa, elle correspondrait got@maent a I'alpha 1
glycoprotéine acide, plus communément appelée orosoide. RITCHIEet al (2000) ont
présenté cette protéine comme étant une glycopmtévec une concentration sérique
normale comprise entre 0,5 a 1,5 g/l et une MM 3l&Za.

La zone (b) présente des protéines avec une MMtalm42 a 30 kDa. Ces bandes sont
de faibles intensités, cela est probablement dieuasl| faibles concentrations sériques.
Certaines protéines avec des masses moléculainggrises dans lintervalle su-cité ont été
mentionnées dans certains travaux. On prend pcemgbe, la glyceraldehyde 3-phosphate
avec 38 kDa (RYOICHIet al, 1996), IGF binding protein avec 34 kDa (KIDDY et
HAMILTON, 1999) et aussi l'adipocyte complement-lated protein avec une masse
moléculaire de 30 kDa (TSA@ al, 2002).

La bande F es$ituée au tour de 28 kDa, c’est une bande diffidees intense. Elle
pourrait correspondre aux chaines légéres desnglddMM, telle rapportée par FRAZER
al (1999), est de 'ordre de 25 kDa.

La bande Gorésente une MM de 25 kDa, cette bande pourraiespondre au TNE
dont la MM selon LAFONTAU et BERLAN (2003) est dé RDa.

La bande H présente une MM de 18,4 kDa et qui pducorrespondre au retinol
binding protein dont la masse moléculaire a éténést a 20 kDa dans les travaux de SENOO
et al (1990).
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La zone (c) est constituée de protéines de faibl@sses moléculaires comprises entre
17 et 10 kDa, elle présente pour la plupart desiémmle faibles intensités. On constate la
présence de la bande (c1) avec une MM de 14,8 RBite bande est assez intense et pourrait
correspondre soit a I'apolipoprotéine A2 avec 1aKDURBIN et JONAS, 1997) ou encore
a l'interleukine 2 avec 15 kDa (ZICARI& al, 1995).

La bande (c2) qui a migré aux alentours de 13 kbDarrpit correspondre aux
monomeres constitutifs de la pré-albumine. C'est protéine de 55 kDa, structurellement,
c’est un tétramere symétrigue composé de quatreemeres, chacun avec une MM de 13,7
kDa (HAMILTON et BENSON, 2001 ; KANDAet al, 1974).

La bande (c3) avec une masse moléculaire de 1lckBaspondrait probablement a la
béta 2 microglobuline qui est une protéine condéitd’'une seule chaine polypeptidique avec
une masse moléculaire de 11,8 kDa (SZAFRANE&H, 2004).

L'objectif majeur de I'étude des profils protéiquebtenus par PAGE-SDS est la
détermination de bio-marqueurs, dont la mesureitguoar effet de distinguer 'apparition de
I'état pathologique. Pour un bio-marqueur, poure éttiniquement valable, il doit non
seulement étre histologiquement spécifique, massialacilement détectable. Le sérum est
potentiellement le spécimen le plus précieux poar récherche des bio-marqueurs
(ARDEKANI et al, 2002). En effet, vu que le sérum perfuse en peemee les tissus, on
pourrait s'attendre a ce que l'apparition ou l&gmée de la maladie peut étre déterminée par
la mesure de la présence altérée ou de I'abondkscespéces moléculaires constitutives du
sérum.

L'analyse du sérum est, cependant, analytiquemiintild en raison de la forte
dynamique de la gamme des protéines le constitDenplus, la teneur en protéines sériques,
est dominée par un groupe de protéines telles 'glimimnine, la transferrine, I'haptoglobine,
les immunoglobulines (Ig) et des lipoprotéines (NER et HULME, 1970). Ainsi, on
trouve que I'albumine et les Ig occupent respeatimat pres de 60% et 25% des protéines
sériques totales. Aussi, ces protéines majeuretendance a masquer des protéines mineures
de poids moléculaire similaire ou avoisinant lerleu

Une alternative a ce probleme peut étre envisagéd'édiude du protéome sérique a
faible masse moléculaire et qui est la fractiorpestéines et en peptides a partir de laquelle
les protéines de haut poids moléculaire ont éteééest Cette fraction est constituée de
plusieurs classes de protéines physiologiquemepbritantes, telles que les cytokines, les
chimiokines, les hormones peptidiques, ainsi gseflagments protéolytiques de protéines
plus grandes.

Les protéines sériques humaines et les peptidéaildle poids moléculaire et d'autres
petits composants ont été associés a des condigatimlogiques telles que le cancer
(PETRICOINet al, 2002). Malheureusement, tout ceci nous condufaaugue I'analyse du
protéome sérique dépasse les capacités d'analgsméthodes protéomiques traditionnelles
notamment la PAGE-SDS, utilisée dans la présenideétrendant ainsi la détection de
protéines sériques de faible abondance extrémetiiféaiie.
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La réduction de la complexité de notre échantitlans le but d’appauvrir le niveau de
protéines abondantes est ainsi une premiere étapenteelle dans cette analyse. Les
techniques d'affinité utilisant des colonnes ades anticorps anti-humain de l'albumine
sérique ou l'utilisation de la protéine A ont étéveloppées pour éliminer des protéines
abondantes telles que [l'albumine et les immunodiledar a partir du
sérum, avant l'analyse protéomique (ADKINSal, 2002 ; STRELTSOVAet al, 2002 ;
RADHAKRISHNA, 2003). Cependant, il possible qu’uombre important de protéines ou de
peptides de faibles poids moléculaire soit enlewdag¢on concomitante par ces procédes. Il
est bien connu que I'albumine joue un réle de sumgiale transport a l'intérieur du sang et se
lie a des especes physiologiquement importantessqte les hormones, les cytokines, et les
lipoprotéines, ces méthodes sont également subleptie retirer les protéines ou peptides
liés a ces protéines cibles (BURTIS et ASHWOOD,1900

3.4.2. Comparaison des profils électrophorétiquestenus

L’analyse des profils électrophoretiques obtenus PAGE-SDS pour les différents
échantillons de sérums analysés, aussi bien ceusujets sains que ceux des sujets atteints
de cancer gastrique, présentent d’'une maniere @éndme certaine similitude et homogénéité
concernant la présence des différentes bandesies ppécédemment sus-citées.

On note, cependant, que certaines bandes ou zonesettement moins apparentes
dans certains profils. Ainsi, dans les échantilldassérums qu’on a fait migré dans le gel 2,
on trouve que la bande A et les bandes qui coestitla zone b sont moins intenses
comparées a celles obtenues dans les autres (ffigfilee 26). Les sérums qui ont migré dans
le gel 3 présentent la bande D avec moins d'intérgile dans les autres profils obtenus
(figure 27).

On a également constaté des différences concetaabande H de 18 kDa, cette
protéine présente une certaine disparité pour flefilp protéiques des individus atteints de
cancer gastrigues mais aussi pour ceux des indivddins. On retrouve que cette protéine
revient chez 65 % des patients (figure 25, 26,28/¢et 29). Cette méme protéine présente
egalement des disparités dans les profils desssg@ns, on la retrouve présente dans
seulement 43 % des cas.

Les profils protéiques obtenus révelent aussi dé#érehces concernant la zone c.
Comme il a été déja évoque, cette zone présenteamhetes intenses et bien focalisées et aussi
d’autres avec de faibles intensités. Dans cettee,zam constate que plusieurs profils
présentent des bandes bien focalisées et de barteasités, tandis que d’'autres présentent
des bandes d’intensité moindre. Ces différences assi bien valables pour les sujets sains
que pour les sujets malades (figure 25, 26, 2&t29).

De plus, on constate chez 20 % des individus &tela cancer gastrique la présence
d’'une bande supplémentaire, fine et assez focalidéie derniére est mise en évidence entre
la bande F et la bande G (figure 26).
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Figure 26 : Diagramme électrophorétique obtenu par PAGE-SDfésence dp
mercaptoéthanol des échantillons de sérum de |sggts : 5, 6, 7, 8 et 9 et des patients avec
un cancer gastrique : S7, S8, S10 et S12.
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Figure 27 : Diagramme électrophorétique obtenu par PAGE-SDfésence dp
mercaptoéthanol des échantillons de sérum de sgets : 9, 10, 11, 12 et 13 et des patients
avec un cancer gastrique : S13, S14, S16 et S18.
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Figure 28 : Diagramme électrophorétique obtenu par PAGE-SDfésence dp
mercaptoéthanol des échantillons de sérum de sgets : 13, 14, 15, 16 et 17 et des patients
avec un cancer gastrique : S19, S6’, T14 et T15.
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Figure 29 : Diagramme électrophorétique obtenu par PAGE-SD@ésence dp
mercaptoéthanol des échantillons de sérum de sgets : 18, 19, 20 et 21 et des patients
avec un cancer gastrique : T16, T17, T18 et T19.
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Les différences constatées dans les profils élglotn@tiques se présentent aussi bien
chez les individus atteints de cancer gastrique ahez les individus sains, ceci pourrait
s’expliquer par le fait que certaines protéinesigs&s présentent des polymorphismes
génétiques. Nous citons pour exemple le cas detbigéobine, sur une électrophorése des
protéines sériques, cette protéine présente un Imediativement complexe qui provoque
souvent une confusion dans le profil électrophiquét Cette glycoprotéine présente un poids
moléculaire et une migration électrophorétiquealas. Il existe trois principaux phénotypes
de cette protéine résultant de I'expression de daliddles codominantes: Hpl et Hp2.
L’haptoglobine Hpl-1 présente une masse molécutr@6 kDa, les haptoglobines Hp2-1 et
Hp2-2 présentent respectivement des masses matésutiz 120 et 160 kDa. (VAN LENTE,
1991 ; LANGLOISet al, 1996).

Ces différences constatées pourraient aussi stpiglipar la dégradation de certaines
protéines a cause d’une mauvaise conservationathestlons de sérum. Ceci se manifestera
par I'apparition de fragments ou de polypeptidesifférent poids moléculaire. Vu que cette
dégradation n’est pas contrélée, ces fragmentggient étre différents d’'un échantillon a un
autre.

La protéine LMP1 est une protéine membranaire dénée comme I'oncogéne majeur
d’EBV. Grace a sa signalisation, LMP1 présente gespriétés immortalisantes et
transformantes, et elle est responsable de nomhlrhargements phénotypiques dans les
cellules infectées par TEBV (AHSAN et KANDA, 2005)’expression de LMP1 conduit au
détournement et a la dérégulation chronique desvde signalisation cellulaire et de leurs
genes cibles impliqués notamment dans des processliferatifs (EDWARDSet al, 2004 ;
DAWSON et al, 2012). Cette protéine constituerait donc un bargueur potentiel pour le
diagnostic du cancer gastrique EBV positif. Cepahdavec une masse moléculaire
approximative de 63 kDa, cette protéine se retralasgs la zone de masse moléculaire des
protéines sériques majeures notamment I'albumiee &6 kDa, ce qui rend difficile sa mise
en évidence dans les profils électrophorétiquesmist par PAGE-SDS. Pour cette raison,
nous avons recherché cette protéine par le teSALI

3.5. Analyse quantitative de LMP-1 par ELISA
3.5.1. Révélation de I'expression de la LMP-1 paeltest ELISA

Nous avons estimé la valeur de la LMP-1 par I'séifion du test ELISA, qui est le
mieux indiqué pour un diagnostic clinique. Cettehexche est réalisée sur 'ensemble des
échantillons de sérums et des extraits protéigbesnas des biopsies de patients atteints de
cancer gastrique, et également sur des échantdiesgrums de sujets sains.

Au cours de cette analyse, nous avons utilisé comémein négatif du sérum issu de
cordon ombilical, qui est censé ne contenir auqmoé&ine du virus d’Epstein Barr, puisque
pas encore contaminé par ce dernier. Nous avoiss @ilsé comme témoin positif un extrait
protéigue de cellules d’une lignée P3HR1, exprinhahiP-1.
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L’estimation de la valeur de LMP-1 est faite en pamant la densité optique observée
pour chaque échantillon de sérum ou extrait pratigvec celle observée pour le témoin
négatif. Ainsi, tous les échantillons analyséspygsentent des densités optiques supérieures a
celle observée pour le témoin négatif sont conéecomme positifs pour LMP-1.

L’analyse du sérum des patients atteints de cagastrique a montré que 50% des
patients étaient positifs a I'expression de LMR-4 densité optique observée pour chacun de
ces échantillons est largement supérieure a cbleroée pour le témoin négatif et qui est
estimée a 0,184 + 0,009. L'estimation de LMP-1\&l&e des DO allant de (0,499 + 0,014)
chez le patient S8 jusqu’a (0,815 + 0,014) poundiVidu T214 (figure 30). Certains individus
considérés présentent des DO supérieures a calégv@le pour le témoin négatif, cependant,
cette différence est faiblement significative. Ajiteus les échantillons qui présentent des DO
allant de (0,187 + 0,004) jusqu’a (0,256 + 0,00Fntsconsidérés négatifs a I'expression de
LMP-1.

L’analyse statistique utilisant le test de confaé’'une moyenne a été réalisé afin de
confirmer la positivité des résultats par rappaut tamoin négatif. Ce test a permis de
confirmer les résultats énoncés précédemment. Aesiechantillons positifs a I'expression
de LMP-1 c'est-a-dire les échantillons : S2, S3, 881, S8, S14, S18, S19, T14 et T17 ont
tous présenté des t observég)tsupérieurs au t théoriquenét), ce qui signifie que
'hypothése nulle bI: m = m est rejetée exprimant ainsi la non-conformité aes c
échantillons au témoin négatif (tableau V).

DO 450nm

Figure 30 : Détection de la LMP-1 avec le test ELISA dans leisede patients atteints de
cancer gastrique.
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Tableau V : Résultats statistiques obtenus par le test de ooittbd’'une moyenne pour les
échantillons de sérums des patients atteints deecgastrique.

Individu Vfll/legffe tobs tthéor Conclusion
S2 0,711 70,65 4,303 obt > tiheo - Ho €St rejetée
S3 0,577 83,22 4,303 obt > tiheo - Ho €St rejetée
S4 0,586 56,40 4,303 obt > tiheo - Ho €St rejetée
S5 0,189 2,55 4,303 obt < tineo - Ho€St acceptée
S6’ 0,605 56,40 4,303 otk > tiheo - Ho €St rejetée
S7 0,256 2,49 4,303 obt < tineo - Ho€St acceptée
S8 0,499 47,57 4,303 obb> tineo : Ho €St rejetée
S10 0,233 1,69 4,303 obd < tineo - Ho€St acceptée
S12 0,187 1,41 4,303 obt < tiheo - HoeSt acceptée
S13 0,213 1 4,303 otk < tiheo - Ho €St acceptée
S14 0,692 41,01 4,303 obd> tineo - Ho €St rejetée
S16 0,229 1,54 4,303 obb < tiheo - Ho€St acceptée
S18 0,571 31,58 4,303 obd > tiheo - Ho €St rejetée
S19 0,703 81,12 4,303 obd > tiheo - Ho €St rejetée
T14 0,815 91,86 4,303 obt > tiheo - Ho €St rejetée
T15 0,191 2,41 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T16 0,216 3,97 4,303 otk < tineo - Ho€St acceptée
T17 0,592 51,36 4,303 obt > tiheo - Ho €St rejetée
T18 0,189 1,43 4,303 otk < tineo - Ho€St acceptée
T19 0,199 3,84 4,303 otk < theo . Ho €St acceptée

moyenne 0,422 4,78 2,093 ofs > tiheo - Ho €St rejetée

Concernant I'estimation de LMP-1 dans les extrpit#€iques des biopsies gastriques,
les résultats étaient similaires a ceux observés des sérums des patients atteints de la
maladie. En effet, prés de 54% des patients étpmsitifs a I'expression de LMP-1, avec des
DO allant de (0,401 + 0,012) pour I'échantillon Tjusqu'a (0,885 = 0,019) pour
'échantillon T10. Les patients T11, T12, T16, TIR0, T21 et T28 négatifs a I'expression
de la LMP-1, présentent des DO avoisinantes célderwée pour le témoin négatif, estimée a
(0,179 £ 0,003) (figure 31).

De la méme maniére que précédemment, le test dernaté d'une moyenne a été
utilisé afin de confirmer les résultats observéssh les patients positifs a I'expression de la
LMP-1 présentent desyptsupérieurs aupkor L’hypothese nulle i: m = my est donc rejetée
exprimant ainsi la non-conformité de ces échamdlau témoin négatif. Cependant, lorsque
les échantillons présentent desstqui sont inférieurs aumko; I'hypothése nulle b est
acceptée, et ceci montre bien que ces échantifons négatifs a I'expression de LMP-1,
puisqu’ils sont tous conformes au témoin négaaiblgau VI).
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Figure 31 : Détection de la LMP-1 avec le test ELISA dans ddsagtions protéiques des
biopsies des patients atteints de cancer gastrique.

Tableau VI : Résultats statistiques obtenus par le test de ooittod’'une moyenne pour les
échantillons d’extraits protéiques des patientsirait de cancer gastrique.

Individus Vfllﬁgflde tobs tineor Conclusion
T9 0,698 38,09 4,303 obk > theo - Ho €St rejetée
T10 0,885 62,38 4,303 obk > tiheo - Ho €St rejetée
T11 0,266 3,01 4,303 otk < theo . Ho €St acceptée
T12 0,204 2,41 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T13 0,537 45,72 4,303 obk > theo - Ho €St rejetée
T14 0,43 33,08 4,303 obb > tneo - Ho €St rejetée
T15 0,667 97,80 4,303 obk > tiheo - Ho €St rejetée
T16 0,208 4,04 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T17 0,401 34,92 4,303 obk > tiheo - Ho €St rejetée
T18 0,177 2,45 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T19 0,814 41,92 4,303 obk > tiheo - Ho €St rejetée
T20 0,214 1,22 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T21 0,201 1,88 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
T22 0,519 34,02 4,303 obk > tiheo - Ho €St rejetée
T28 0,201 2,93 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée

moyenne| 0,428 4,17 2,145 ofs > tiheo - Ho €St rejetée
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Nous avons aussi effectué une estimation de I'egiwa de LMP-1 dans les sérums de
sujets sains, et cela dans le but de vérifier estpfession de LMP-1 était spécifique aux
patients atteints de cancer gastrique. Les résultatenus montrent que sur I'ensemble des
échantillons analysés, seuls deux d’entre eux @semté des DO supérieurs a celle du témoin
négatif estimée a (0,184 + 0,009). Ainsi, présadquasi-totalité des sujets sains sont négatifs
a I'expression de LMP-1 (figure 32).

Le test de conformité d’'une moyenne appliqué ssielehantillons de sérums de sujets
sains confirme les résultats annoncé ci-dessueffen a I'exception des deux échantillons 7
et 20 qui ont présenté des DO supérieurs a celtérdoin négatif et qui sont respectivement
de (0,535 + 0,01) et de (0,399 + 0,018), le rest® €chantillons présentent tous dgs qui
sont inférieurs auwkos, ce qui signifie que I'hypothese nulle ldst acceptée. De plus, la
moyenne des DO observées a aussi présentgsunférieur au t.eor. Ceci renvient a dire que
ces échantillons sont tous conformes au témoin tifiggia sont de ce fait négatifs a
I'expression de LMP-1(tableau VII).
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Figure 32 : Détection de la LMP-1 avec le test ELISA dans leisedes sujets sains.
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Tableau VIl : Résultats statistiques obtenus par le test de ooittbd’'une moyenne pour les

Résultats et discussion

echantillons de sérums des sujets sains.

Valeur de

Individus LMP-1 tobs tiheor Conclusion

1 0,205 1,91 4,303 oifs < tiheo - Ho€St acceptée
2 0,217 4,15 4,303 offs < tiheo - Ho€St acceptée
3 0,283 1,56 4,303 oifs < tiheo - Ho€St acceptée
4 0,206 1,18 4,303 oifs < tiheo - Ho€St acceptée
5 0,197 0,41 4,303 offs < tiheo - Ho €St acceptée
6 0,194 0,086 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée

7 0,535 68,41 4,303 otk > tiheo - Ho €St rejetée
8 0,229 2,99 4,303 oifs < tiheo - Ho€St acceptée
9 0,199 0,60 4,303 offs < tiheo - Ho €St acceptée
10 0,213 1,66 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
11 0,236 3,64 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
12 0,184 1,32 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
13 0,190 0,97 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
14 0,225 2,71 4,303 otk < tiheo - Ho €St acceptée
15 0,234 3,47 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
16 0,186 0,59 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
17 0,227 2,88 4,303 otk < tiheo - Ho €St acceptée
18 0,216 1,95 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée
19 0,222 2,46 4,303 otk < tiheo - Ho€St acceptée

20 0,399 17,47 4,303 obk > theo - Ho €St rejetée
21 0,202 0,76 4,303 otk < tineo - Ho€St acceptée
moyenne 0,238 2,06 2,086 obd< tineo : HoeSt acceptée

La révélation de I'expression de LMP-1 dans lesraitet protéiqgues des biopsies
gastriques et dans les échantillons de sérumsujets atteints de cancer gastrique, et son
absence dans les sérums des sujets sains confassediation du cancer gastrique au virus
d’Epstein Barr et un possible réle oncogénique Bét1l dans l'installation du cancer.

L’association du cancer gastriqgue au virus d’'EpsBarr a été rapportée par plusieurs
auteurs. L’incidence de cette association vari@rséés auteurs, elle a été estimée par
BURKE et al (1990), SHIBATA et WEISS (2000) et aussi par VAREK et al (2002) entre
6 a 16% de cas de cancer gastrique répertori@mtEe étude a révelé cette association dans
prés de 50% des cas étudiés. Puisque EBER1 ssttiihdante dans les cellules infectées
par EBV, I'hybridation in situ EBER1 (ISH) est laechnique la plus utilisée pour
I'identification du cancer gastriqgue EBV associ&Het al, 2009).

La protéine LMP-1 considérée comme l'oncogene majgiiBV avec des propriétés
immortalisantes et transformantes (AHSAN et KAND2OO05), n'a pas été jusqu’a présent
associée au cancer gastrique EBV positif. Les travle FUKAYAMA et al (2008)et ceux
de MAEDA et al (2009) montrent que le cancer gastrique EBV pgsiésente une latence
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de type | qui exprime EBNA1, EBER, BART et parf#9% des cas) la protéine LMP2A et
ou I'expression de LMP-1 et de EBNAZ2 est absente.

Toutefois, il est essentiel de motionner que levanx de MEIJet al en 2000 ont
montré que la majorité des protéines LMP-1 se iseat au niveau de I'appareil de Golgi.
HOUALI et al (2007) ont rapporté que LMP-1 est associée aus@res sous forme de
vésicules et qu’elle est sécrétée sous cette falams les cellules épithéliales. La protéine
LMP-1 prend naissance au départ au niveau de lahimae cellulaire (noyau puis
cytoplasme) puis elle est conduite au niveau mendim@a pour former la structure
transmembranaire qui lui est spécifique. Il esbplide qu’une certaine quantité de la protéine
LMP-1 se complexe aux exosomes dans le but d'actiedaines voies de signalisation telle
gue NF-Kb. Ainsi, il sera préférable d’orienterécherche de cette protéine vers sa détection
dans les exosomes. L'anticorps anti LMP-1 utilis@glla présente étude est I'anti LMP1 S12
monoclonal qui permet d’identifier LMP-1 aussi bi@m niveau membranaire que complexée
aux exosomes.

Les cas négatifs a lI'expression de LMP-1 présentgobablement des cancers
gastriques EBV négatifs. Il est vrai qu'un role ologique d’'EBV a été mis en évidence
concernant la carcinogenése du cancer gastrigpendant, ce virus n’est pas le seul facteur
incriminé dans linstallation de cette pathologiBes études semblent indiquer qu’
Helicobacter pylori pourrait constituer un facteur étiologigue du eanayastriqgue
(NAUMAUN et CRABTREE ; 2004), conjointement a laape que prennent les facteurs
alimentaires et environnementaux. Ces études afitmu’une diéte riche en sel provoque
une gastrite atrophique ou une dysplasie et fawdaisarcinogenése gastrique.

C'est dans ce sens qu'un modele de carcinogeneskiqge a été proposé par
CORREA en 1992 et peut étre schématisé de la fagomante. Une gastrite superficielle
chronique ancienne, potentiellement liée a uneciitie a Helicobacter pylori, voir a une
diéte trop riche en sel, pourrait déterminer I'ajiemn d’'une gastrite atrophique chronique
avec métaplasie intestinale. Celle-ci s’accompagjoee diminution de la masse cellulaire
pariétale, provoquant une réduction de la sécrétlecide gastrigue, source d’une
prolifération bactérienne, d’'une diminution de Babption de I'acide ascorbique et d'une
augmentation de la gastrinémie, facteur inducteatergiel de la prolifération cellulaire
épithéliale gastrique. L'inflammation chronique ef@étinerait également une destruction
cellulaire épithéliale d’ou une augmentation dpraduction de radicaux libres, une réduction
de la concentration intraluminale d’acide ascorbigtiune augmentation du renouvellement
cellulaire. Ces évenements fournissent un miliealigoour accroitre le risque carcinogene
chez les sujets a risque.
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3.5.2. Relation entre I'dge du patient atteint deancer gastrique et I'expression de
LMP-1

Afin de mettre en évidence une relation possibteediage du patient atteint de cancer
gastrique et I'expression de LMP-1, nous avons se®uiensemble des valeurs de LMP-1
obtenues par le test ELISA, a une analyse parsirstatistique non paramétrique équivalent a
I'analyse de la variance (ANOVA), qui est le teetKRUSKAL et WALLIS et ou la variante
indépendante est I'age du patient.

Les résultats de ce test montrent que I'expresseobMP-1 est indépendante de I'age
du patient atteint du cancer gastrique. Pour lex dgpes d’échantillons analysés, il n’existe
pas de différences significatives pour I'expressibm LMP-1 en fonction de I'dge de
lindividu. Pour les échantillons de sérums desigmés malades, nous avons obtenu une
probabilité de 0,266 et qui est de 0,35 pour lagsadx protéiques des biopsies gastriques
(tableau VIII et IX). Dans les deux cas la probi#bit’acceptation est supérieure a 0,05, ce
qui signifie que I'hypothése nullegHm = m,=..... = m,est acceptee.

Tableau VIII : Test de KRUSKAL et WALLIS pour les échantillons slrums des sujets
malades (variante indépendante : 'age du patiem@ment du diagnostic).

ANOVA de Kruskal-Wallis par Rangs; LMP1 (Feuille de données
Var. indépendante (classement) : AGE
Test de Kruskal-Wallis : H ( 2, N= 20) =2,646190 p =,266

Dépend. :|{Code| N | Somme
LMP1 Actifs | Rangs

AGE1 101 3/ 37,0000
AGE2 102 12/139,0000
AGE3 103 5 34,0000

Tableau IX : Test de KRUSKAL et WALLIS pour les échantillons dedraits protéiques
des biopsies gastriques (variante indépendardge lIdu patient au moment du diagnostic).

ANOVA de Kruskal-Wallis par Rangs; LMP1 (Feuille de données
Var. indépendante (classement) : AGE
Test de Kruskal-Wallis : H ( 2, N= 15) =2,096601 p =,350

Dépend. :|{Code| N | Somme
LMP1 Actifs | Rangs

AGE1 101 1 2,50000
AGE2 102 7/64,50000
AGE3 103 7/53,00000

Le virus d’EBV est transmis par la salive au monaat’adolescence, mais il est vrai
gue dans les pays en voie de développement, laopnfaction par EBV se manifeste
précocement, le plus souvent chez des enfants deme trois ans et qui sont infectés par le
biais de leurs mamans (HOCHBERS al, 2004). Cette infection précoce n’'a pas lair
d’influencer le r6le oncogénique du virus dansstaillation du cancer gastrique. La présente
étude a clairement permis de mettre en évidendergexkiste aucune relation de dépendance
entre I'age du patient atteint du cancer gastrefuéexpression de LMP-1 et donc entre I'age
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du patient et de I'association de la pathologi&BYV. Les travaux d’AKIBAet al en 2008 et
ceux de LEEet al en 2009 ont suggéré que le cancer gastrique ER\ifosurvient chez les
patients relativement jeunes, mais il est esdesitienentionner que des méta-analyses n‘ont
pas confirmé cette observation.

3.5.3. Relation entre le stade du cancer gastrique I'expression de LMP-1

Puisque LMP-1 pouvait servir comme bio-marqueurepti¢l pour le diagnostic du
cancer gastrique, il nous est paru essentiel dbeereler I'existence d'une relation de
dépendance entre I'expression de la protéine gfle d’avancement de la maladie. Pour ce
fait, nous avons de la méme maniere que précédemmammis les valeurs de LMP-1
obtenues par le test ELISA au test de KRUSKAL et WIS ou le stade de la maladie
représente la variante indépendante.

Pour les échantillons de sérums des patients ngladas avons obtenu une probabilité
de 0,245 et qui est de 0,512 pour les extraiteefyoes des biopsies gastriques (tableau X et
XI). Dans les deux cas la probabilité d’acceptatsh supérieure a 0,05, ce qui signifie que
'hypothése nulle B: my=m=..... = myest acceptée. Ainsi, ce test a confirmé qu’il reei
aucune relation de dépendance entre I'expressidoviie1 et le stade d’avancement de la
maladie.

Tableau X : Test de KRUSKAL et WALLIS pour les échantillons siErums des sujets
malades (variante indépendante : stade d’avancetedatmaladie).

ANOVA de Kruskal-Wallis par Rangs; LMP1 (Feuille de données
Var. indépendante (classement) : STADE
Test de Kruskal-Wallis : H ( 2, N= 20) =2,812987 p =,245

Dépend. :|{Code| N | Somme
LMP1 Actifs | Rangs

STADE1 104 3| 41,0000
STADE2 105 11 125,0000
STADE3 106 6 44,0000

Tableau Xl : Test de KRUSKAL et WALLIS pour les échantillons dedraits protéiques
des biopsies gastriques (variante indépendanaele stavancement de la maladie).

ANOVA de Kruskal-Wallis par Rangs; LMP1 (Feuille de données
Var. indépendante (classement) : STADE
Test de Kruskal-Wallis : H ( 2, N=15) =1,335719 p =,512

Dépend. :|{Code| N | Somme
LMP1 Actifs | Rangs

STADE1 104 5/40,00000
STADE2 105 6/40,00000
STADE3 106 4/ 40,00000
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Notre étude a montré que I'expression de la pretéMP-1 est indépendante du stade
d’avancement du cancer gastrique, ceci reviendrdite que l'installation d’'EBV se fait tres
précocement dans les cellules épithéliales gassiat elle persiste ainsi tout au long de la
maladie. Il est clair qu’EBV, du fait qu’il est oogénique, permet de maintenir son génome
dans la cellule infectée sans la tuer tout en déégeant des attaques du systeme immunitaire
(THOMPSON et KURZROCK, 2004), ceci pourrait expkgues constatations faites par
AKIBA et al en 2008 et par FUKAYAMA en 2010 concernant le @it relativement
favorable du cancer gastrique EBV positif par rappa cancer gastrique EBV négatif.

Conformément au résultat de la présente étudesreliffs travaux sont en faveur d’'un
réle étiologique de 'EBV, ces études suggerent lguarus infecte précocement les cellules
épithéliales gastriques permettant une meilleuoéfpration, suggérant un réle du virus dans
la carcinogenese (CORVALAM al, 2006 ; KIMet al, 2010). Du moment que la LMP-1 est
précocement exprimée chez les patients atteintsaduer gastrique, cette protéine pourrait
tres probablement servir comme bio-marqueur poudibgnostic précoce des cancers
gastriques EBYV positifs.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de comparer les protéamgres des patients atteints de
cancer gastrique avec ceux dindividus sains. Ledémogrammes obtenus sont, d'une
maniére générale, tres similaires et ils présenteatallure conforme aux tracés dits normaux.
Les seules modifications qui suscitent de I'inté&dtt les hypo-protéinémies qui peuvent étre
causées par l'augmentation des pertes protéiquesfuas digestives causées par les
saignements gastriques ou encore par les pertgsoids constatées chez les individus
présentant un cancer gastrique. La diminution baomaine peut également étre observée lors
de processus inflammatoire et aussi causée p@nliantation des pertes de cette protéine lors
de saignements digestifs.

Les investigations précédentes qui se sont podgebétude du sérum ont montré la
difficulté a identifier les différentes protéineérigjues et mettre en évidence un protéome
caractéristique d’'une pathologie. Comme nous I'aviéa mentionné, cette difficulté résulte
d’'une part de la grande diversité des protéinesgmtés dans le sérum en plus des variabilités
génétiques que peuvent présenter ces dernierepluBgela teneur en protéines sériques est
dominée par un groupe de protéines telles queutaile, la transferrine, I'haptoglobine, les
immunoglobulines et des lipoprotéines. La comparaides profils protéiques des patients
atteints de cancer gastriqgue avec ceux des indi\g8dins nous a permis de mettre en évidence
la présence d'une bande supplémentaire entre 25 édDa chez les sujets malades, qui
n'existe pas dans les profils protéiques des iddwisains. Cependant, il est difficile
d’associer cette bande protéique au cancer gastdaquaout que cette derniere n’est présente
gue chez 20% des cas. De méme que pour la pratéih8 kDa qu’on retrouve chez 65% des
individus malades contre 43% de cas chez les itdévsains.

La détection de I'expression de la protéine LMPahglles biopsies gastriques et aussi
dans les sérums des patients atteints de cance&iggasnous permet d’associer le cancer
gastrique a 'EBV, d’autant plus gu'’il y a absentexpression de LMP-1 dans les sérums des
individus sains. L’expression de LMP-1 sans disiorc de 'age du patient ni du stade
d’avancement du cancer gastrique pourrait présengalternative pour le diagnostic. Ainsi,
LMP-1 semble étre un candidat potentiel pour urgmistic précoce et fiable des cancers
gastriques EBV positifs. De plus, la détection ddP:-1 dans les sérums des individus
malades offre un outil a la fois simple au vue detdchnique utilisée, et surtout non
contraignante pour le patient souvent soumis gpoEevements de biopsies.

En perspectives de ce travall, il serait intérelssan

- D’étudier l'expression de LMP1l sur un nombre deigmas beaucoup plus
important ;

- De voir quelles sont les voies de signalisation trédé@es positivement ou
négativement par LMP1 ;
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D’étudier les protéomes sériques avec des techsiquepermettront la réduction
de la complexité de I'échantillon de sérum, dan®ue d’appauvrir le niveau de
protéines abondantes afin d’identifier la naturs geotéines qui présentent des
différences d’expression entre les sujets malatles sains ;

D’évaluer le réle étiologique de 'EBV dans l'inBtdion du cancer gastrique et son

rble dans la carcinogenése, mais aussi arriver @mpendre et cerner la
carcinogenese des cancers gastriques EBV négatifs.
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Annexes

Annexe 1 : Distribution géographique du cancer gastrique chlesz individus de sex
masculin (FERLAYet al, 2012

Incidence rate (World) per 100 000
W17.4-482
W10.3-17.4
HE9-103
[46-69
[J0.6 - 4.6

Annexe 2 :Les protéinogrammes obtenus par électrophorésacgétate de cellulose pour |

différents échantillons de sérums sujets atteints de cancer gastrique.

Albumine g1glob a 2 glob 8 glob v glob Albumine q1glob a 2 glob B glob v glob

Patient S3 Patient S
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Albumine g1glob o 2 glob B glob y glob Albumine a1glob « 2 glob B glob y glob

Patient S5 Patient S¢€
Albumine alglob o 2 glob B gloh v glob Albumine a1glob a 2 glob B gloh vy glob
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Albumine q1glob o 2 glob B glob v glob Albumine g1glob a 2 glob § glob v glob
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Albumine a1glob o 2 glob B glob v glob

Patient T19

Annexe 3 :Tampons et solutions utilisé
1. Composition des gels d’électrophores

Gel de séparation 12%

Acrylamide/Bis 40% 2,28 ml
H.O 3,22 ml

Tris HCI 1,5M pH8,8 1,87
ml

SDS 10% 75 pl

TEMED 3,75 pl
Persulfate d’'ammonium 10% 150 pl

Gel de concentration 4%

Acrylamide/Bis 40% 500 pl
H>0 3.2ml
Tris HCI 0,5M pH6,8 1,25
mi

SDS 10% 50 pl
TEMED 7,5 pl

Persulfate d’'ammonium 10% 50 |
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2. RIPA

SDS 10%

Doc

Triton

NaCl

EDTA 0,5M

Tris HCI 1M pH 7,5
H,O

3. Tampon de dénaturation 2X

Tris HCI 0,5M pH 6,8

Glycérol

H.O

SDS 20%

DTT 1M

Solution de bleu de Bromophénol

4. Solution de bleu de Bromophénol

Bleu de Bromophénol
Glycérol 50%

Tris HCI 0,5M pH 6,8
H.O

5. Tampon d’électrophorése 5X

Tris
Glycine
H.O

6. Tampon d’électrophorese 1X + SDS

Tampon d’électrophorese 5X
SDS
H.O

7. PBS 10X

NacCl
NapoHP O,
KH.PO,
H-O

1ml
0,59
lg
3,80
1mi
2 ml
gsq 100 ml

250 pul
200 pl
200 pl
200 pl
200 pl

100 pl

2mg

1049

1,25 ml
gsq 10 mi

159
729

gsq 1|

200 ml
10 ml

gsq 1|

76,59
7,259

2,19
gsq 1|
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8. PBS 1X Tween

PBS 10X 100 ml
Tween 20 1ml
H20 gsq 1l

9. Solution de fixation

TCA 12 g
Eau distillée 100 ml

10. Solution de coloration

Bleu de Coomassie R250 0,59

TCA 4g
Méthanol 100 ml
Eau distillée 100 ml

11. Solution de décoloration

Acide acétique 37,5 ml
Eau distillée 312,5 ml
Méthanol 150 ml

12.Electrophorese sur acétate de cellulose

12.1. Solution tampon
- Poudre de tris barbital
- 750 ml d’eau distillée

- Ajuster le pH avec du HCI &4 8,6

12.2. Solution éclaircissante

- 30 volumes d’acide acétique glacial (pour 100 ml—» 25 ml)
- 70 volumes de méthanol (pour 100 ml_, i)

- 4 volumes de Clear Aid (poly éthylene glycol PE®Y0



