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RESUME

RESUME :

Bien que la persistance du papillomavirus humain (HPV) au niveau du col utérin soit
un phénomene nécessaire a la carcinogenese et au pronostic du cancer du col utérin, la
nécessité d’un cofacteur l’est tout autant. L'impact d’une coinfection par 'HPV a haut
risque (HPV-HR) et Virus d’Epstein-Barr (EBV) n’est pas encore clair. Cinquante-huit
cas de carcinomes épidermoides du col de 'utérus choisis au hasard, 14 cas de cols nor-
maux, 21 patientes ayant des lésions de haut grade (CIN -2/3) et 16 cas de lésions de
bas grade (CIN-1) ont été examinés pour détecter les infections a EBV et a HPV. La re-
cherche des séquences spécifiques des HR-HPV a été réalisée par PCR en utilisant des
amorces consensus de Manos (MY09/11) et par hybridation en phase liquide (Digene
Hybrid Capturer 2). UEBV a été révélé par PCR a travers I'amplification d’une séquence
spécifique de 660 pb (le gene BALF1 entier). L'étude de I'expression de I'EBV a été faite
sur les biopsies cervicales en recherchant les ARNm de LMP-1 par RT-PCR et la détection
des protéines BARF-1 par Western Blot. Pour localiser les antigenes de I’EBV dans les
tissus cervicaux la technique d’'immunohistochimie (IHC) en utilisant des anticorps mo-
noclonaux spécifiques aux protéines, LMP-1 et EBNA-1 a été employée. Les HPV ont été
également visualisés par cette derniere technique (IHC). Les résultats obtenus montrent
une prévalence des HR-HPV chez les patientes atteintes de cancers de 88%. La prévalence
est de 75% dans le cas des 1ésions de bas grade et de 95% dans les lésions précancéreuses
de haut grade. Comparativement, seulement 14% des cas témoins (cols normaux) étaient
HPV-positifs. D’autre part, 69%, 12,5%, 38,1%, et 14% des cas étaient EBV-positifs dans
les cas respectifs des cancers cervicaux, des lésions de bas grade, des lésions précanceé-
reuses de haut grade et des cols normaux. Les cas de coinfection (HR-HPV et EBV) ont
été révélés beaucoup plus dans les carcinome épidermoide (67%) par rapport aux autres
lésions ou par rapport aux témoins. Ces cas de cancers cervicaux ont en plus montré 27%
et 29% d’expression des oncogenes de ’EBV, BARF-1 et LMP-1 respectivement. Le taux
élevé de coinfection (HPV-EBV) dans les cancers étudiés permet d’envisager I’hypothese
d’un role éventuellement facilitant de I’EBV qui serait incriminé dans le processus tu-
moral du col utérin. Si cela était vrai, cette coinfection devrait étre prise en compte pour
indiquer un mauvais pronostic dans le développement de ce type de cancer. Le mode
d’action de ’EBV dans ce cas doit étre approfondi.

Mots clés : Virus du papillome humain, virus d’Epstein-Barr, le cancer du col utérin,
Confection HPV-EBV.



ABSTRACT:

Despite the fact that the implication of human papillomavirus (HPV) in the carcino-
genesis and prognosis of cervical cancer is well established, the impact of a co-infection
with high risk HPV (HR-HPV) and Epstein-Barr virus (EBV) is still not fully understood.
Fifty eight randomly selected cases of squamous cell carcinomas (SCC) of the uterine
cervix, 14 normal cervices specimens, 21 CIN-2/3 and 16 CIN-1 cases were examined
for EBV and HPV infections. Detection of HR-HPV specific sequences was carried out
by PCR amplification using consensus primers of Manos and by Digene Hybrid Cap-
ture. The presence of EBV was revealed by amplifying a 660 bp specific EBV sequence of
BALF1. mRNA expression of LMP-1 in one hand and protein levels of BARF-1, LMP-1 and
EBNA-1 in the other hand were assessed by RT-PCR and immunoblotting and/or immu-
nohischemistry respectively. HR-HPV infection was found in patients with SCC (88%),
low-grade (75%) and high grade (95%) lesions compared to only 14% of normal cervix
cases. However, 69%, 12.5%, 38.1%, and 14% of SCC, CIN-1, CIN-2/3 and normal cervix
tissues, respectively, were EBV infected. The highest co-infection (HR-HPV and EBV) rate
was found in squamous cell carcinoma cases (67%). The latter cases showed 27% and
29% expression of EBV BARF-1 and LMP-1 oncogenes respectively. The high rate of HR-
HPV and EBV co-infection in SCC suggests that EBV infection is incriminated in cervical
cancer progression. This could be taken into account as bad prognosis in this type of can-
cer. However, the mode of action in dual infection in cervical oncogenesis needs further
investigation.

key words : Human papillomavirus, Epstein-Barr virus, Cervical cancer, Uterine cer-
vix, HPV-EBV Confection.

Author Adress :
Département de microbiologie, Faculté sciences de la nature et de la vie, Université Ferhat
Abbas Sétif-1.
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ABREVIATIONS

A.
ADC : ADenoCarcinome
AGC : Atypical glandular
AIS : Adenocarcinome in situ
ALTS : ASCUS/LSIL Triage Study
ANAES : Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé
AP1 : Activating Protein 1
ASC-H : Atypical Squamous Cells cannot exclude HSIL = atypies des cellules malpi-
ghiennes ne permettant pas d’exclure une HSIL
ASC-H : Atypical squamous cell in wich a high-grade (HSIL) cannot be excluded
ASC-US : Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance = atypies des cellules
malpighiennes de signification indéterminée

B.
BARF-1 BamHI A right frame 1
Bak : Bcl2-homologous antagonis killer
Bax : Bcl2-activated X
Bcl2 : B-cell lymphoma leukemia type 2
BET : Bromure d’Ethidium
BPV : Bovine Papillomavirus
BSA : Bovine serumalbumine

C.
CAK Cdk Activating Kinase
CBP : CREB Binding Protein
CD : « Cluster of Differentiation »
CDK : Cyclin Dependent Kinase
CDKI : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor
CFS : Common fragiles sites
CIN : Cervical Intraepithelial Neoplasia = Néoplasies Intraépithéliales Cervicales
CIP : cdk-interacting protein
CIS : Cancer in situ CKI : cdk Inhibitor
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMV : CytoMegaloVirus
CPA : Cellules Présentatrices d’Antigene
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CRPV : Cottontail Rabbit Papillomavirus
CTL : Lymphocytes T Cytotoxiques

D.
DBD : DNA Binding Domain
ssDBP : single stranded DNA Binding Protein
dNTP : désoxyNucléosides Tri Phosphate

E.
E : Early region
EBV : Epstein-Barr virus
E6-AP : E6-Associated Protein
E6TP : E6 Terminal Protein
EDTA : Ethylendiamintetraacetic acid
EGF : Epidermal Growth Factor
EGF-R : epidermal growth factor receptor
EUROGIN : European Research Organisation on Genital Infection and Neoplasia
EV : Epidermodysplasia Verruciformis

F.
FADD : Fas associated death domain
FCU : Frottis Cervico-Utérin
FDA : « Food and Drug Administration »

G.
G1,G2:Gap 1, Gap 2
GADD : Growth Arrest on DNA Damage
GAR : glycine alanine repeat

H.
HC2® : « Hybrid Capture® 2 Test »
HHV-4 : Human HerpesVirus 4
HLA : Human Leukocyte Antigen
HPV : papillomavirus humains
HPV-BR : HPV bas risque
HPV-HR : HPV haut risque
HPVX : Human PapillomaVirus de type X
H-ras : Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
HRP : Horseradish peroxidase
HSGAG : Heparane Sulfate GlycosAminoGlycane
HSIL : « High Grade Squamous Intrepithelial Lesion »
HSPG : Heparane Sulfate ProteoGlycane
HSV : Herpes Simplex Virus
hTERT : human Telomerase Reverse Transcriptase I.

I.
IAP : Inhibiteur des Proteines Apoptotiques
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IARC International Agency for Research on Cancer
IFN : Interféron

IgA : Immunoglobuline A

IgA-S : Immunoglobuline A sécrétoire

IgE : Immunoglobuline E

IgG : Immunoglobuline G

IHC : immunohistochimie

IL- : InterLeukine-

IPA : Institut Pasteur d’Algérie

IR1 : Internal Repeat 1

IST : Infection Sexuellement Transmissible

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs

K.
kDa kilo-Dalton
Kpb : kilo paires de base

L.
L :Late region
LCR : Long Control Region
LSIL : Low grade Squamous Ingtraepithelial Lesion = Lésions intra-épithéliales de bas
grade
LCL : lignées cellulaire lymphoides
LMP-1 : Latent Membrane Protein-1
LTC : lymphocytes T cytotoxiques
M.

M : molar = 1 mol/L

MA : proteine de la matrice

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
Mdm-2 : mouse double minute 2

MIP-1 : Macrophage inhibitory protein 1
MNI : mononucléose infectieuse

N.
NCBI : National Center for Biotechnology Information NF-x B : Nuclear Factor kappa B
NIH : National Institutes of Health
NK : « Natural Killer »
NPC : carcinome du nasopharynx

O.
ORF : Open Reading Frame
Ori : origine de réplication
OVPV : Ovine Papillomavirus

P.
p105Rb : le produit du gene de susceptibilité au rétinoblastome
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PA : site de polyadenylation

Pap : Papanicolaou

pb : paire de bases

PBMC : lymphocytes périphériques circulants
PBS : Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : PolyEthylene Glycol

PKA : Proteine Kinase dependant de ’AMPc
PKN : Proteine Kinase N

POL : Phase Ouvert de Lecture

pRb : proteine du retinoblastome

R.
RFLP : « Restriction Fragment Length Polymorphism »
RLU : « Relative Light Unit »
RT : Reverse Transcriptase
RT-PCR : « Reverse Transcriptase-PCR »

S.
SCC : « Squamous-Cell Carcinoma »
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-PAGE : Polyacrylamide Gel Electrophoresis

T.
TBE : Tris-Borate-EDTA
TE : Tris-EDTA
TGF : Transforming Growth Factor
TLR : Toll Like Receptor
TNF : Tumor Necrosis Factor
TP53 : géne codant la protéine p53

UVX.Y.Z.
URR : Upstream Regulatory Region
UV : rayonnement ultraviolet
VCA : Viral Capsid Antigen
VIH : Virus de I'Immunodefiscience Humaine
VIN : Vulvar Intraepithelial Neoplasia
VLP : virus-like particles
VPN : valeur prédictive négative
VPP : valeur prédictive positive
ZD : Zinc Domain
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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer du col de l'utérus est un probléeme de santé publique mondial. Il entraine
une morbidité et une mortalité importantes, avec plus de 500000 nouveaux cas et plus de
300 000 déces par an dans le monde. Pourtant, il peut étre prévenu dans la quasi totalité
des cas s’il est dépisté aux premiers stades asymptomatiques. Le dépistage précoce des
lésions précancéreuses reste, de ce fait, I’axe principal de la lutte contre la maladie. Cette
maladie ne doit, donc, pas étre une condamnation a mort, méme dans les pays pauvres.
Des outils de dépistage peu coliteux et une faible technicité existent aujourd’hui. Ils pour-
raient réduire sensiblement le fardeau des déces par cancer du col dans ces pays [Bosch
et al., 2013].

L’histoire du test de Papanicolaou est résumée par Koss [1989] dans le titre de sa publi-
cation dans JAMA «un triomphe et une tragédie». C’est un triomphe parce que son ap-
plication a large échelle dans les pays industrialisés a permis une réduction tres nette du
cancer du col. Cette réduction est de 70% a 80% dans les pays scandinaves, le Royaume-
Uni et les USA. En plus, il s’agit d’un test indolore, facile a répéter et peu cotteux. Il
faut reconnaitre également que nous avons la chance, avec le col utérin, de disposer d’un
organe d’acces facile et que la durée du développement de la tumeur soit tres longue.
La chance aussi que les cancers qui s’y développent soient des cancers viro-induits pour
lesquels une vaccination est, aujourd’hui, une réalité. La tragédie est que dans certaines
sociétés comme la notre, les femmes a qui il est prioritairement destiné ne s’y soumettent
pas. Plus des trois quarts des déces par cancer du col utérin se produisent dans les pays
pauvres. L'autre probleme, en matiere de cancer du col, est que la faible proportion de
celles qui ont un suivi gynécologiques ne respectent pas l'intervalle requis entre les exa-
mens, elles sont souvent perdues de vue. Les raisons sont multiples et difficiles a surmon-
ter, mais des efforts doivent étre fournis pour s’approcher surtout des femmes a risques.
Le test Pap souffre également d’une faible sensibilité (une tragédie). Plus de 30% des cas
ne sont pas détectés. Les cas douteux sont aussi trop nombreux, de sorte que le praticien
aura de plus en plus de peine a prendre ses décisions. Pour toutes ces considérations,
I’éradication de ce cancer n’a pu étre obtenue dans aucun des pays du monde. La vacci-
nation anti-HPV permettrait-elle d’espérer a terme 1’éradication du cancer du col ? Il est
clair que cet objectif ne sera pas atteint sans 'apport du dépistage par des tests virolo-
giques et cytologiques .

L’histoire naturelle du cancers du col de ['utérus a été bouleversée lorsqu’il a été établi
que l'infection par des papillomavirus humains (HPV) est le facteur indispensable au dé-
veloppement de la tumeur. Cela a été bien démontré par H. zur Haussen et que ces virus
sont associés a ce type de cancer, ce qui lui a valu le Prix Nobel de physiologie et médecine
en 2008. Les HPV touchent 70% a 80% des femmes durant leur vie sexuellement active.



L'infection est asymptomatique et transitoire dans la grande majorité des cas. Les virus
sont éliminés dans 80% des cas en 8 a 12 mois. Dans les 20% des cas restant, ’infection
persiste avec apparition de lésions qui finissent par régresser en grande partie. Les pa-
tientes qui n’arrivent pas a se débarrasser des virus dits oncogenes ont un risque accru de
développer une lésion pré-invasive ou un cancer du col. Les progres immenses réalisés
en biologie moléculaire ont permis la mise au point de vaccins et de tests de dépistage
susceptibles de laisser espérer une meilleure prévention du cancer invasif du col utérin.
De nombreux tests de différentes valeurs sont disponibles. Le test d’hybridation et la PCR
sont destinés a détecter les papillomavirus a haut risque (HPV-HR), agents nécessaires au
développement de la tumeur cervicale. La sensibilité de ce test a détecter les lésions de
haut grade susceptibles d’évoluer vers un cancer invasif serait supérieure a 95% pour la
majorité des spécialistes.

Dans le cadre de ce travail, une premiere partie porte sur la recherche des HPV chez
des patientes algériennes a différents stades de la carcinogenese cervicale. Elle montre
I'intérét des tests basés sur la détection de I’ADN de ces virus : I'Hybrid Capture 2 (HC2)
et la PCR. Les prélevements ont, au préalable, subi la détermination cytologique ciblant
les cellules malpighiennes de la zone de jonction, siege de la tumeur initiale du col de
I'utérus. Les cas sont confirmés comme étant des carcinomes épidermoides par une étude
anatomo-pathologique. Des tissus normaux et quelquefois des prélévements a partir de
lésions précancéreuses ont été pris comme controles. Les tests d’ADN viraux sont basés
sur I'amplification du signal (HC2) ou de la cible nucléotidique (PCR). Nous avons par
conséquent étudié leurs sensibilité et la spécificité a dépister les cancers cervicaux com-
parée a celles de la cytologie conventionnelle.

Bien que les HPV soient les facteurs de risque les plus importants, plusieurs autres
facteurs de risque contribuent au développement de la tumeur. Nous évoquerons 1’en-
vironnement, le comportement sexuel, les carcinogenes et d’autres facteurs viraux. La
deuxieme partie du travail est consacrée a la recherche d’autre facteurs (principalement
le virus d’Epstein-Barr, ou EBV). Le principal enjeu consiste a détecter ’'EBV dans les
mémes tissus cervicaux ou ont été détectés les HPV et d’essayer de comprendre s’il est
impliqué dans la genese du cancer du col de l'utérus. Les moyens d’investigation sont,
la aussi, la PCR spécifique de ce virus (EBV) et d’autres méthodes qui pourraient mon-
trer sa réplication in situ. Comme I’HPV, I’'EBV est sexuellement transmis. Il est capable
de se répliquer dans les cellules du col utérin. Son role oncogeéne a déja été bien élucidé
dans plusieurs cancers lymphoides ou épithéliaux, principalement le lymphome de Bur-
kitt, le lymphome d’Hodgkin, le lymphome a cellules T, le carcinome du nasopharynx,
les carcinomes cesophagiens et l'adénocarcinome gastrique [Zur Hausen et al., 2000]. Ne
contribuerait-il pas dans la genese de la tumeur cervicale ? Nous essayerons de répondre
a cette question au terme de ce travail.



CHAPITRE 1
NEOPLASIE DU COL DE LUTERUS

1.1 Epidémiologie

Avec 528 000 nouveaux cas chaque année (figure 1.1), le cancer du col utérin est le
quatrieme cancer le plus fréquent chez les femmes dans le monde, apres les cancers du
sein, colorectal et du poumon. Il est également la quatrieme cause la plus fréquente de
déces par cancer (266 000 déces en 2012) (figure 1.2) [IARC, 2013]. I existe, toutefois,
une inégalité marquante dans la répartition de l'incidence selon les pays. En effet, on
enregistre environ 85% des cancers du col dans les pays en voie de développement (figure
1.3) ou l'acces au dépistage et les soins, la parité importante et ’environnement général
étant totalement différents de ceux des pays développés [Bosch et al., 2013, IARC, 2013].

En Europe, il occupe le 9éme rang des cancers féminins en terme d’incidence, et le
12eéme rang en terme de mortalité avec 13500 déces par an [Ferlay et al., 2013]. On note,
dans cette région, depuis 1980, un recul du cancer du col, avec une diminution a la fois
de l'incidence et de la mortalité. Ceci s’explique par le développement du dépistage par
frottis cervico-utérin, par une parité plus faible, ainsi que par une amélioration de la
diététique occidentale. L'apport en vitamines C et E, en folates, en rétinol, en carotenes,
semble avoir un role protecteur vis-a-vis de la persistance de l'infection par HPV. En
plus, les pouvoirs politiques en ont saisi les enjeux, notamment par 'atteinte d’'un taux
de couverture du dépistage de 80% pour les femmes de 25 a 65 ans et 'utilisation du
test HPV. Aujourd’hui la mise en place des dépistages organisés comprenant des actions
de prévention, d’éducation a la santé, et des campagnes de vaccination contre certains
génotypes d’HPV (HPV 16 et 18 surtout) vont surement améliorer la situation vis a vis
de I'incidence de ce cancer [Luna et al., 2013, Miyagi et al., 2014].

Selon I’enquéte nationale menée par I'Institut National de la Santé Publique en 2002,
I’Algérie a recensé 2112 cas représentant 10,5% des cancers féminins et une incidence
brute de 10 a 20 pour 100000 femmes [Hammouda et al., 2002]. Ainsi, cette pathologie est
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Figure 1.1 — Estimation de l'incidence du cancer du col dans le monde en 2012 [IARC, 2013]

classée au deuxieme rang apres le cancer du sein durant cette période. En 2008, I’Algérie
est classée troisiéme parmi les pays Arabes (figure 1.4) en terme de prévalence de ce
cancer [Ferlay et al., 2010]. A Sétif, le taux standardisé est de 13,9 pour 100 000 femme
(figure 1.5) [Hamdi Cherif, 2010].

La prévalence relativement élevée des cas en Algérie serait due a plusieurs facteurs.
Les lacunes en termes de prévention par le dépistage serait la cause principale. Plus de
la moitié des femmes algériennes découvrent leur cancer trop tardivement, a un stade
avancé de la maladie, lorsque le cancer a déja gagné tout 'appareil génital ou plus. Dans
ce cas le taux de survie diminue de 80%. Lorsque le cancer du col, affecte les femmes dans
leur jeunesse, il peut avoir des conséquences catastrophiques avec un cott humain, social

et économique tres élevé.
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Figure 1.2 — La mortalité due au cancer du col utérin dans le monde estimée en 2012 [IARC,
2013]

20
18
16
14
12
10

17,7

B Incidence E Mortalité

Taux pour 100 000 femmes

O N & OO

EN DEVELOPPEMENT DEVELOPPES

Figure 1.3 — Estimation du taux d’incidence du cancer du col de I'utérus pour 100 000 femmes
dans le monde : I'incidence et la mortalité sont respectivement doublées et triplées
dans les pays en voie de développement [IARC, 2013]
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Figure 1.5 — Données d’incidence du cancer du col utérin (Taux standardisés : cas pour 100 000
femmes) a Sétif comparées a celle d’autres régions [Hamdi Cherif, 2010]
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1.2 Anatomie du col de l'utérus

L’'utérus, un muscle lisse creux ayant une forme de poire, possede des parois épaisses
(figure 1.6). Un ensemble de structures conjonctives, a savoir les ligaments transverses
(le ligament utérosacré et le ligament large), soutient ce muscle. Les ovaires sont, quant a

eux, fixés au dos du ligament large.

Trompes de Fallope

Ovaires

Utérus

Col de_[
Putérus

Glandes

"

épithélium
endocervical

Zone de jonction

épithélium
exocervical

Figure 1.6 — Structure anatomique et histologique du col de 'utérus [Chard and Grudzinskas,
1994, Singer and Jordan, 2006]

La cavité utérine est tapissée d’un tissu appelé endometre. Il s’agit d'un épithélium cy-
lindrique (ou épithélium glandulaire). Celui-ci subit d’'importants changements au cours
du cycle menstruel. L'utérus mesure normalement environ 10 cm de haut.

Le col de 'utérus, constitué d’un tissu fibromusculaire dense tapissé de deux épithé-
liums, correspond au tiers inférieur de l'utérus. Il mesure 3 cm de long pour 2,5 cm de
diametre. L'exocol, qui correspond a la partie inférieure du col, s’avance dans le vagin.
I1 est visible lors d’un examen au spéculum. L'endocol, qui correspond aux deux tiers
supérieurs, est situé au-dessus du vagin. Au milieu du col, on trouve le canal cervical
qui traverse depuis l'orifice interne jusqu’a l'orifice externe. Ce dernier, visible lors de

I’examen au spéculum, se présente sous forme d’une petite ouverture circulaire chez les
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femmes nullipares. Chez les femmes ayant eu des enfants, celui-ci a 'aspect d’une fente
large et irréguliere, en forme de bouche. Enfin, on peut visualiser grace a un spéculum
endocervical la portion inférieure du canal endocervical. La zone de jonction, siege du
développement du cancer du col, se situe entre ’endocol et I’exocol. Elle s’appelle aussi

zone de transformation [Chard and Grudzinskas, 1994, Singer and Jordan, 2006].

1.3 Facteurs de risque

L'insuffisance de suivi gynécologique (Pap ou frottis cervico-utérin [FCU]), est considé-
rée comme un véritable facteur de risque. Par ailleurs, le HPV a été décrit comme étant
le facteur étiopathogénique nécessaire mais non suffisant pour l'apparition du cancer du
col [Nyitray et al., 2013]. Il est détecté dans plus de 99% de ces cancers [Munoz et al.,
2003]. Nous développerons les papillomavirus humains dans le deuxiéme chapitre.

Plusieurs autres facteurs favorisent I'infection a HPV, parmi lesquels on retrouve 1’age
(pic de fréquence entre 25 et 29 ans). Une régression spontanée est observée dans les 3
ans suivant l'infection dans 90% des cas chez les adolescentes et seulement dans 40 a
60% des cas chez les femmes adultes. Si l'infection persiste, elle peut évoluer et entrainer
I’apparition de lésions cancéreuses. Les facteurs de persistance sont nombreux et encore
mal connus. Ils dépendent a la fois de I'hote et du HPV infectant (intensité des lésions
cytologiques observées, charge virale) [Dalstein et al., 2003]. Ils existent encore d’autres

facteurs influengant I'incidence de ce cancer. Ils seront décrits ci-dessous (figure 1.7) :

Contraception hormonale : L'usage de I'hormonothérapie contraceptive serait lié au
développement du cancer du col utérin chez les femmes HPV positives. Pour ces femmes,
le risque semble étre multiplié par 2,42 deés lors qu’elles utilisent une telle contraception
pendant au moins 10 ans. Le risque augmente avec la durée d’utilisation et diminue apres

I’arrét du contraceptif [Luhna et al., 2013].

Toxiques : alcool et tabac : Le tabagisme passif majore de 2 fois le risque de dévelop-
pement de cancer du col, probablement en raison des dommages génétiques occasionnés
au sein des cellules de I’épithélium cervical. Le risque diminue mais reste néanmoins pré-
sent chez les anciennes fumeuses [Zeng et al., 2012]. La consommation alcoolique majore
le risque d’infection a HPV, et donc indirectement le risque de cancer du col [Hjartaker
et al., 2010].

Multiparité :Il est décrit une augmentation du risque de développement de carcinomes
épidermoides du col utérin chez les patientes multipares au-dela de 7 grossesses menées
a terme. De méme, le jeune age lors d'une premiere grossesse est un facteur de risque
[Hinkula et al., 2004].
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Figure 1.7 — Facteurs de risques du cancer du col de I'utérus [Luhna et al., 2013]

Comportement sexuel :La précocité du premier rapport, les antécédents de maladies
sexuellement transmissibles, un grand nombre de partenaires sexuels, les rapports régu-
liers avec un partenaire ayant des antécédents d’infections sexuellement transmissibles,

sont autant de facteurs de risque d’infection a HPV [Drolet et al., 2013].

Immunodépression : Les femmes immunodéprimées sont plus susceptibles a 'infec-
tion a HPV, que ce soit en raison d’un traitement immunosuppresseurs (en cas de trans-
plantation ou de lupus) ou en raison de l'infection par le VIH (Virus de 'Immunodéfi-
cience Humaine). Dans ces cas, I’évolution du cancer invasif du col utérin est plus rapide
[Denny et al., 2012].

Facteurs nutritionnels : Il semblerait qu'une alimentation riche en fruits, en légumes,
en vitamines C et E, ou encore en a- et f-carotenes, ait un role protecteur contre la persis-
tance de l'infection par HPV, tous comme certains régimes alimentaires riches en fibres
et vitamines. D’autre part, les vitamines A, B9 et E semblent avoir un effet inhibiteur sur

le cancer du col utérin [Garcia-Closas et al., 2005].

Cofacteurs viraux :Il a été démontré que la coinfection par plusieurs types d’HPV ou
par d’autres virus sexuellement transmissibles tels que 'Herpes Simplex Virus 2 [Hil-
desheim et al., 1991], I'Epstein-Barr virus (EBV) [Sasagawa et al., 2000] ou encore Chla-

mydiae trachomatis [Koskela et al., 2000], favorise le développement du cancer du col de
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I'utérus. Nous développerons dans la partie expérimentale, en détails, la possibilité de

I'intervention de I’EBV dans la genese de la tumeur du col utérin.

Cofacteurs liés a 'hdte : L'état général, certains facteurs génétiques, la qualité de la
réponse immunitaire, les hormones endogenes de la patiente infectée par HPV, ont un

role a jouer dans la survenue des cancers du col.

1.4 Histoire naturelle du cancer du col utérin

Le cancer du col utérin est se développe tres lentement, sur une quinzaine d’années.
Les lésions précurseurs de cette pathologie débutent généralement a la jonction entre les
muqueuses malpighiennes et glandulaires du col de 'utérus. Il est donc important de
localiser cette zone en perpétuel remaniement, car elle correspond a un site privilégié
d’infection par les HPV. I'HPV infecte les cellules basales de 1’épithélium malpighien,
le plus souvent, a travers un microtraumatisme. Les cellules cervicales ainsi infectées
prennent un aspect particulier : le noyau s’entoure d’un halo clair aux contours irrégu-
liers, correspondant a une zone de nécrose du cytoplasme. On leur donne alors le nom
de koilocytes (figure 1.8). Cet effet cytopathique est spécifique de I'infection a HPV [Baba
and Catoi, 2007].

Figure 1.8 — Aspect d’un koilocyte : cellule dont le noyau est entouré d’un halo claire, effet cyto-
pathique de l'infection HPV [Chard and Grudzinskas, 1994]

Au niveau histologique, la progression se traduit par la perte de la différentiation cel-
lulaire, donnant ’aspect d’une néoplasie cervicale intraépithéliale (CIN). Cette derniere
évolue de CIN 1 vers CIN 3, puis vers le cancer infiltrant. une proportion de 10 a 15% des
CIN 1 non traitées passeront au stade CIN 2-3, tandis que les autres régresseront sponta-

nément dans les deux années suivant le diagnostic initial. Le risque d’évolution d’un CIN
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1 (figure 1.9) vers un CIN 3 ou une lésion plus grave a été évalué a 1% par an, tandis que
le risque de progression d’un CIN 2 vers les stades plus séveres serait de 16% en 2 ans a
25% en 5 ans [Moscicki et al., 2012].
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. =) Persistante L 2/3 du Col
Infection
HPV ﬁ Dérégulation Invasion
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Figure 1.9 — Histoire naturelle de I'infection HPV et développement du cancer du col de I'utérus
[Moscicki et al., 2012]

1.5 Classification et traitements des dysplasies

1.5.1 Les dysplasies du col utérin

Bien que la classification OMS de 2005 ait harmonisé 1’ensemble des dénominations
pour aboutir au concept de CIN, ce terme est actuellement trés peu employé, tant en
clinique que dans la littérature [IARC, 2005].

Actuellement en histologie, c’est la terminologie de Bethesda [Roberts and Ekman,
2012] (tableau 1.1) qui est utilisée pour classifier les frottis anormaux en fonction des
atypies cellulaires identifiées :

La concordance du systéeme de Bethesda et celui de 'OMS est montrée dans la figure
1.10.
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Tableau 1.1 — Terminologie des lésions cervicales [Roberts and Ekman, 2012]

Terminologie de Bethesda Type de lésion

ASC: Atypie des cellules pavimenteuses :

- ASC-US - atypies mal définies

- ASC-H - atypies ne permettant pas d’exclure une néoplasie intraé-
pithéliale de haut grade

LSIL lésion malpighienne intra-épithéliale de bas grade

HSIL lésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade

AGC atypies des cellules glandulaires d’origine endocervicale
ou endométriale

Carcinome carcinome épidermoide invasif

AIS adénocarcinome in situ

ADC invasif adénocarcinome invasif

SYSTEME OMS

i

1

i

ASC-US :
ASC-H :

1

LSIL: Lésions :

épithéliales de CIN-1
bas grade

Cellules
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t
1
1
1
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T T TSN (S
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Figure 1.10 — Nomenclature de Bethesda et celle de 'OMS [Roberts and Ekman, 2012]

Les aspects (normaux ou lésés) de la zone de transformation sont visualisés par col-
poscopie. Cette techniques permet de distinguer les modifications non significatives (in-
flammation, polypes...), les 1ésions significatives (lésions a HPV et CIN) et les modifica-

tions hOment significatives évoquant un cancer invasif [Mergui et al., 2008].
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1.5.2 Stadification du cancer du col de l'utérus

De la classification des lésions découle la prise en charge, d’ou I'importance d’une sur-

veillance réguliere des femmes par frottis cervico-utérin (FCU) [Siegel et al., 2012]. La

conduite a tenir face a un frottis révélant une CIN est la réalisation d’une colposcopie.

Lorsque le diagnostic de la maladie s’effectue au stade «cancer», la classification cli-

nique des cancers du col utérin de la Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obs-

tétriques (FIGO) est employée (tableau 1.2).

Tableau 1.2 — Classification clinique des cancers du col utérin [Siegel et al., 2012]

Stades Localisation

Stades I Col strict

IA Carcinome micro-invasif non visible macroscopiquement

-1A1 - envahissement du chorion < 3mm, largeur < 7mm

-1A2 - envahissement du chorion > 3mm et < 5mm, largeur < 7mm

IB Cancer visible a I'examen clinique ou de taille supérieure a celle du IA2

- IB1 - lésion < 4cm de plus grand diametre

-1B2 - lésion > 4cm de plus grand diametre

Stades II Extension extra-utérine, sans atteinte de la paroi pelvienne ni du tiers infeé-

- rieur du vagin

IIA Extension vaginale sans atteinte des parametres

- [1IA1 - lésion < 4cm de plus grand diametre

-11IA2 - lésion > 4cm de plus grand diametre

IIB Extension vaginale avec atteinte d’au moins un des parametres

Stades III Cancer étendu a la paroi pelvienne et/ou au tiers inférieur du vagin

IITA Cancer étendu au tiers inférieur du vagin sans atteinte des

- parois pelviennes

I11B Cancer étendu aux parois pelviennes et/ou responsable d’une
hydronéphrose ou d’un rein muet

Stades IV Invasion de la vessie, du rectum et au-dela de la cavité pelvienne

IVA Extension a la muqueuse vésicale et/ou a la muqueuse rectale

IVB Métastases a distance

1.5.3 Prise en charge des tumeurs du col de l'utérus

Stade lal

Le diagnostic se fait sur piece de conisation. Le suivit classique est le suivant :

— surveillance simple si les marges d’exérese sont saines

— hystérectomie totale simple si les marges d’exéreése ne sont pas saines

— traitement identique au stade Ia2 en présence d’emboles lymphatiques dans la piece

d’exérese.

11
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Stade la2

diagnostic sur piece de conisation

— surveillance simple si les marges d’exérese sont saines

— trachélectomie ou hystérectomie simple

— résection du parametre en présence d’emboles lymphatiques, par hystérectomie ou
trachélectomie élargies.

Les traitements a ce stade comportent généralement une lymphadénectomie coeliosco-

pique complémentaire.

Stade Ibl

pas de traitements standards

— chirurgie : colpo-hystérectomie élargie (intervention de Wertheim) ou trachélecto-
mie élargie associée a une lymphadénectomie

— radio-chirurgie : curiethérapie pré-opératoire puis radiochimiothérapie concomi-
tante

— radiothérapie externe et curiethérapie quand la chirurgie est contre-indiquée.

Stades Ib2 a IVa

la chirurgie premiere d’exérése n’est pas indiquée, le traitement de choix est générale-
ment une radiochimiothérapie concomitante. Une chirurgie de complément est a discu-

ter.

Stade IVb

présence de métastases a distance : le traitement consiste en une radiothérapie et/ou
une chimiothérapie.

En cas de récidives locorégionales ou métastatiques, une chimiothérapie palliative est
généralement indiquée, mais une chirurgie pelvienne (exentération) avec radiothérapie
concomitante peuvent étre réalisées. Le suivi post-thérapeutique comporte un examen
clinique ainsi qu’un frottis cervico-utérin. Il s’effectue tous les 4 mois pendant 2 ans, puis

tous les 6 mois pendant 3 ans, et enfin annuellement.
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CHAPITRE 2

LE PAPILLOMAVIRUS HUMAIN

2.1 Cycle cellulaire et sa régulation

Le cycle cellulaire est caractérisé par la succession de deux grades phases, 'interphase
et la mitose (figure 2.1). Subdivisée, a son tour en trois étapes (G1, préparation a la ré-
plication de I’ADN;; S, réplication et G2, préparation a la mitose), I'interphase prépare la

cellules a la division pour donner deux cellules filles identiques.

/—_Ij CyclineA | [ CyclineA |
dk2 | Cdk 1
@ T\ /
1)

\ Cycline E ]
_ Cdk2 | =

/

‘ Cycline B j

Cdk 1
Cdc 25
BetC

Figure 2.1 — Cycle cellulaire et sa régulation [Ewen, 1994] : protéine activatrices en vert, inhibi-
trice en rouge.

‘
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|
|_|| Cdk 6 \

\ Cycline D j
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Larégulation de ce cycle utilise le facteur MPF ("mitosis-promoting factor"), caractérisé
au début des années 1990 [Ewen, 1994]. Il s’agit d’une kinase cycline-dépendante (Cdk),
les cyclines sont leurs sous unités activatrices (figure 2.2). A la fin du XXeme siecle, une
douzaine de Cycline / Cdk sont décrites chez ’homme. Six d’entre elles interviennent
dans le contrdle direct du cycle cellulaire. Chaque Cdk agit sur des substrats définis (fi-
gures 2.1 et 2.2).

Mitosis-promoting factor (MPF)
N

P

La Cdk phosphoryle les
protéines cibles pour entamer
un nouveau cycle cellulaire

protéine
régulatrice

(P

MPF Cdk

concentration MPF

Figure 2.2 — Evolution du niveau du facteur stimulant la mitose (MPF) au cours du cycle cellu-
laire [Humphrey and Pearce, 2005]

Les Cdk sont des sérine-thréonine kinases, enzymes qui phosphorylent des protéines
cibles jouant un role dans les événements du cycle cellulaire (fragmentation de l’enve-
loppe nucléaire, compaction des chromosomes, réplication de ’ADN...), ou dans l'avan-
cement du cycle par libération des facteurs déclenchant la réplication, notamment E2F
[Rohrmann, 2013]. Leur concentration varie avec le temps (figure 2.2). Elles transférent
le groupement y-phosphate de I’ATP sur une sérine ou une thréonine, présentes dans
ces protéines cibles (la protéine du rétinoblastome, pRb, entre autres), a condition que
ses acides aminés (aa) soient dans une séquence spécifiquement reconnue par la kinase
(exemple : Ser/Thr-Pro-X-Arg/Lys).
Les Cdk, elles-mémes, subissent une régulation soit
— par déphosphorylation "activatrices" a ’aide de phosphatases (comme la Cdc 25).
Ces phosphatases sont appellées CAK ("Cdk Activating Kinase") et sont composées
de la Cycline H et de 1a Cdk 7.

— ou par phosphorylation "inhibitrices" a 1’aide d’autres kinases notamment Wee-1
qui agit sur Cdk1 en phosphorylant les sites tyrosine 15 et thréonine 14 [Ford et al.,
2004].

14
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D’autres protéines inhibitrices, les CKI (Cdk Inhibitors : p16, p21, p27) régulent, aussi,
le cycle négativement [Neto and Vinson, 2011].

I1 faut rappeler que les inhibiteurs des Cdk sont a leur tour activées par ’anti-oncogene
p53. Celui-ci est donc considéré comme un inhibiteur du cycle cellulaire. Il a d’autres
roles tres importants, déclenche d’une part I’apoptose des cellules (sénescentes ou ayant
accumulé des aberrations chromosomiques) ou entame la réparation de ’ADN endom-
magé [Hoffmann, 2006].

2.2 Historique des papillomavirus

Les verrues localisées a la sphere génitale ont été fréquemment décrites par les méde-
cins romains et grecs des 500 avant JC et ont été dénommeées ficus et thymion en raison
de leur apparence. A.C. Celsius, dans son ouvrage De Arte Medica datant de 25 ans avant
JC, décrit différents types de verrues génitales : acrochordon, thymion et myrcémie, et ob-
serve la transmission sexuelle de ces verrues (Mougin et al, 1997). Du Xle au XIXe siecle,
nombreuses sont les descriptions mentionnant I’existence de condylomes et de leur carac-
tere transmissible. Ce n’est qu’a partir du 19eme siecle que l'origine virale des verrues a
été suspectée. Ciuffo [1907] démontra la nature virale des 1ésions verruqueuses humaines,
apres s’étre inoculé un broyat stérile de verrues vulgaires filtré sur la porcelaine.

En 1933, R. Shope (1933) décrit la papillomatose du lapin sauvage. Il en prouve la na-
ture contagieuse en appliquant, au niveau de scarifications de plusieurs lapins de labora-
toire, une suspension préparée a partir de lésions verruqueuses. Beard and Rous [1934],
démontrent que les papillomes cutanés chez le lapin peuvent évoluer vers un carcinome
apres une longue période de latence. Strauss et al. [1950] confirment les travaux de G.
Ciuffo et de R. Shope ; ils observent en microscopie électronique des particules semblables
a des virus dans des papillomes cutanés. Par la suite, les papillomavirus humains (HPV)
ont été découverts, a l'origine de tumeurs épithéliales bénignes, les papillomes cutanés
(verrues) et muqueux (condylomes acuminés). Durant les années 1960 a 1970, les don-
nées épidémiologiques ont montré que les 1ésions cutanées et muqueuses sont transmises
par contact sexuel et ont inspiré la recherche d’un agent microbien comme facteur étio-
logique. A cette époque, les données disponibles indiquaient que l'infection génitale avec
le virus herpés simplex (HSV) était probablement coupable. Bien que ce virus ait montré
son role carcinogénique in vitro et in vivo, le lien avec le cancer du col n’était qu’indirect.
Les papillomavirus ont alors été retrouvés chez de nombreuses especes animales et chez
I’'Homme [Lancaster and Olson, 1982].

La preuve de 'existence des HPV humains dans des 1ésions génitales (condylomes acu-
minés et cancers) n'est donnée qu’en 1974 par zur Hausen et al. [1974]. Dix ans plus tard,
sont découverts des HPV spécifiques dans les biopsies du col utérin. L'association entre

ces virus et le cancer du col de I'utérus a été démontrée pour la premiere fois par Harald
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Zur Hausen, lui valant le Prix Nobel de médecine en 2008.

Dans les années 1980, I'attention s’est portée progressivement vers ce nouveau candi-
dat, I'HPV, avec de solides évidences issues de la biologie moléculaire impliquant certains
types du virus comme agents responsables de la transformation cellulaire [Monsonégo,
1988]. Les nombreux travaux qui ont suivi ont montré la diversité des HPV [de Villiers,
1989]. On distingue d’une part les HPV dits a haut risque oncogene (HPV-HR), comme
les HPV 5 et 8 associés a ’épidermodysplasie verruciforme, et les HPV 16 et 18 associés
aux lésions précancéreuses et cancéreuses du col de 'utérus, et d’autre part les HPV dits
a bas risque oncogene (HPV-BR), comme les HPV 1 et 2, responsables de l'apparition de
verrues bénignes [Van Ranst et al., 1992] ou les HPV 6 et 11, retrouvés dans pres de 90%
des condylomes [Aubin et al., 2008]. Les HPV-BR ne sont jamais retrouvées seules dans
les 1ésions cancéreuses. Le risque relatif de 1’association entre I’'HPV et le cancer du col
de 'utérus est de 2 a 3 fois plus élevé que celui des autres facteurs de risque [Bosch and
de Sanjosé, 2003]. En 1995, I'TARC ("International Agency for Research on Cancer") classe
les HPV-16 et 18 comme agents carcinogenes chez les humains [IARC, 1995].

Facteur étiologique des cancers du col de I'utérus, les HPV-HR se sont également avérés
associés avec d’autres cancers, tractus ano-génital, vagin, vulve, pénis, canal anal (tableau
2.1) et leur role est suggéré dans des cancers situés au niveau d’autres sites anatomiques,
comme la téte et le cou, les voies aérodigestives supérieures, 1’ceil et la peau [Parkin and
Bray, 2006].

Tableau 2.1 — Cancers attribuables aux HPV-HR dans le monde [Parkin and Bray, 2006]

Localisation | Nombre (monde) | % HPV + | % HPV16/18 +
Col utérin 492800 100 70
Pénis 26300 40 63
Vulve, Vagin 40000 40 80
Bouche 274300 3 95
Oropharynx 52100 12 90

2.3 Classification

A Torigine, les papillomavirus formaient avec les polyomavirus la famille des Papova-
viridae. La rapide augmentation du nombre de types de papillomavirus isolés a incité les
taxonomistes a modifier cette classification. Les papillomavirus forment aujourd’hui la
famille des Papillomaviridae pour répondre a trois objectifs importants :

— établir des relations entre les types de papillomavirus;

— intégrer les termes « genres » et « especes », utilisés systématiquement dans la

classification des organismes biologiques et fréquemment appliqués a la virologie ;

— et permettre de mieux distinguer les relations entre la taxonomie et les propriétés

biologiques et pathologiques des virus.
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Basée sur les séquences nucléotidiques du gene L1, codant la protéine majeure de la cap-
side, plus de 120 génotypes sont actuellement connus (figure 2.3) et completement sé-
quencés ([Mougin et al., 2008]).

Le gene L1 est le plus conservé parmi les différents génomes des HPV. Ce sont les ho-
mologies de séquences de ce géne qui ont servi a établir la classification des HPV. Ainsi,
la famille des Papillomaviridae est composée de 16 genres (nommés alpha a pi) entre
lesquels, il y a 45 a 60% d’identité de la séquence L1. Chaque genre regroupe une a plu-
sieurs especes d’HPV désignées par un chiffre arabe et possédant entre 60 a 70% d’iden-
tité. Chaque espece contient différents types (71 a 89% de similitude). Enfin, chaque type
peut étre subdivisé en sous-types (différents de seulement 2 a 10% par rapport au type)
et variants (moins de 2% de différence).
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Figure 2.3 — Phylogénie des papillomavirus a la base de la séquence génétique de la protéine
capsidiale L1 [Bernard et al., 2010].

Les Papillomavirus sont retrouvés dans de nombreuses espéces animales dont les verté-

brés supérieurs (lapins, ovins, cervidés, bovins, équidés, canidés, primates, oiseaux), chez

lesquels ils induisent des papillomes ou des fibropapillomes (tumeurs bénignes et régres-
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sives) [Nicholls and Stanley, 2000]. Les papillomavirus sont spécifiques de leur hote : il
n’existe pas d’exemple de transmission croisée entre especes [Jenson et al., 1980].

Parmi les 16 genres de papillomavirus, 5 genres (96 génotypes) sont spécifiques de
I’homme («Human Papillomavirus» ou HPV), ce sont les genres alpha, béta, gamma mu
et nu (Figure 2.3).

Une classification phylogénique différente, basée sur les différences nucléotidiques au
niveau de la région LCR du génome de ces HPV a, en plus, révélé ’existence de nombreux
variants, notamment du génotype 16 [de Villiers et al., 2004]. Ces variants sont bien
répertoriés et regroupés géographiquement [Heinzel et al., 1995, Yamada et al., 1997,
Burk and DeSalle, 2006]. Ainsi, il a été défini des variants européens (E), asiatiques (As),
asiatiquo-américains (AA), nord-américains (NA), africains 1 (Afl) et africains 2 (Af2)
[Nindl et al., 1999a,b, Chan et al., 1992, Ho et al., 1991].

2.4 Structure des HPV

Les virions HPV ne sont pas enveloppés. Ils possedent une capside a symétrie cubique
en structure icosaédrique, de 55 nm de diametre et un ADN bicaténaire, circulaire. Ils se
répliquent dans le noyau cellulaire. Virus nus, ils sont particulierement résistants dans le

milieu extérieur (froid, solvants organiques, détergents) [Bernard et al., 2010].

2.4.1 La capside

La capside des HPV, a symétrie icosaédrique est constituée de 360 molécules L1 (pro-
téine majeure) en association avec 12 copies de la protéine L2 par virion (figure 2.4). Elle
comporte 72 capsomeres, chacun est formé de 5 protéines L1 et une molécule L2 ([Baker
et al., 1991, Buck et al., 2008, Pereira et al., 2009]).

Protéine L1
Histone

ADN génomique

Figure 2.4 — Structure de la capside des papillomavirus : Capside icosaédrique avec un nombre
de triangulation T=7 (premiére image a gauche). Elle se compose de 12 capsomeéres
en pentameres et 60 en hexameres, pour un total de 420 protéines de capside.
L’'image a droite montre une coupe du virion HPV [Belnap et al., 1996]. UADN gé-
nomique est associé, comme celui des cellules eucaryotes, a des histones.
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La protéine L1, est capable a elle seule de s’auto-assembler pour reconstituer une cap-
side synthétique identique a la capside naturelle du virus [Kirnbauer et al., 1992, Bishop
et al., 2007, Modis et al., 2002]. L'assemblage des capsomeéres se fait grace a des liai-
sons ioniques mais aussi par des ponts bisulfures intermoléculaires entre les extrémités
C-terminales des protéines L1 entre deux capsomeres opposés. La protéine L2 de la cap-
side, dite protéine mineure, joue un role secondaire dans I’lassemblage du virion. Elle a,

plutdt, un role facilitant I'infection de la cellule hote [Buck et al., 2008].

2.4.2 Organisation génomique

Le génome viral est une molécule d’ADN circulaire bicaténaire d’environ 8000 paires
de bases dont un seul des brins est codant. Il s’associe avec les histones cellulaires pour
former des nucléosomes (figure 2.5). Il contient 10 phases ouvertes de lecture (POL) che-
vauchant et qui sont transcrits en ARN polycistroniques. On distingue trois régions or-
ganisées : la région E («Early»), de E1 a E8 (d’environ 4 Kpb), la région L («Latex»), L1
et L2 (d’environ 3 Kpb ) et la région régulatrice, non codante, LCR (pour «long control
region») de taille comprise entre 400 et 1000 pb (Figure 2.5). Cette derniere renferme
deux promoteurs majeurs. Le promoteur précoce (p97) initie la transcription en amont
du gene E6, alors que le promoteur tardif (p670) se trouve dans la région E7 et s’active
durant la phase tardive du cycle viral productif. Les génes précoces E6, E7, E1 et E2 de
I’HPV 16 sont transcrits a ’aide du promoteur précoce. Les protéines E1, E2, E4, E5, L1
et L2 dans le cas du cycle viral productif (lytique) sont transcrits par le promoteur tardif,
p670. Les trois régions du génome viral sont séparées par deux sites de polyadénylation :
un site précoce AE et un site tardif AL [Mitsuishi et al., 2013].

La région E code des protéines non structurales. leur roles sont résumés dans ce qui
suit :

— Genes E

— E1 : Réplication de 'ADN (hélicase) [Ustav et al., 1991]

— E2 : Facteur de transcription et réplication de ’ADN et régule négativement la
transcription des oncogénes viraux E6 et E7 [Desaintes and Demeret, 1996].

— E4 : Interaction avec la cytokératine et intervient dans la maturation des parti-
cules virales [Doorbar et al., 1986]

— E5: Stimulation de la prolifération cellulaire. C’est un oncogene chez le papillo-
mavirus bovin 1 [Schlegel et al., 1986]. La protéine E5 de 'HPV 16 est capable
de stimuler l'activité du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)
[Genther Williams et al., 2005] et de réduire 'expression du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I [Ashrafi et al., 2006].

— E6 : Immortalisation, transformation cellulaire. La protéine E6 facilite la dégra-

dation de l’anti-oncogene p53 par le protéasome via l'ubiquitine ligase cellu-

19



CHAPITRE 2. LE PAPILLOMAVIRUS HUMAIN

laire, EGAP (E6 associated protein). Cette protéine virale peut aussi activer la
télomérase [Miinger et al., 2004].

— E7 : Immortalisation, transformation cellulaire. protéasome via ’'ubiquitine li-
gase cellulaire, E6GAP (E6 associated protein). Cette protéine virale peut aussi
activer la télomérase [Miinger et al., 2004]. La protéine E7, quant a elle, a un
role prolifératif, principalement lié a sa capacité d’interaction avec les protéines
a poche p107, p130 et surtout p105Rb [Munger et al., 2004].

— Genes L
— L1 : protéine majeure de capside : capable d’autoassemblage (VLP)
— L2 : protéine mineure de capside : liaison a '’ADN
Les roles des protéines E3 et E8 ne sont pas connus. E3 n’est présente que dans de trés
rares HPV.

E2 E2 E2 E2 TATA
H#4 3 EL  #®# [y
. /184
7156, g

;
’

Figure 2.5 — Représentation schématique du génome de HPV16 circulaire montrant I’emplace-
ment des genes précoces (E 1-7), des genes tardifs (L1 et L2), et de la longue région
de controle (LCR). [Clarke et al., 2012]
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2.5 Cycle viral

Les HPVs infectent les cellules souches des épithéliums stratifiés via des lésions ou des
microtraumatismes de la muqueuse cervicale permettant au virus de pénétrer jusqu’a la
base de ces épithéliums. L'attachement se fait grace a des héparanes sulfates a la surface
des cellules [Giroglou et al., 2001]. la pénétration dans la cellule est favorisée par des
récepteurs comme la sous-unité a-6 des intégrines [Yoon et al., 2001] ou des composants
de la matrice extracellulaire comme la laminine 5 [Culp et al., 2006]. Les particules virales

sont ensuite internalisées par endocytose (figure 2.6).

Cytoplasme

Figure 2.6 — Attachement et pénétration de ’'HPV (inspiré de Culp et al. [2006])

Le génome viral est décapsidé dans le cytoplasme et entre ensuite dans le noyau. il est
guidé par le cytosquelette a 'aide d’un processus actif [Selinka et al., 2002]. Les HPV
se multiplient alors au rythme des divisions de la cellule hote. Leur cycle réplicatif est
étroitement lié a la différenciation des kératinocytes. Deux types de cycles viraux peuvent
avoir lieu : soit un cycle productif avec génération de nouveaux virions, soit un cycle abor-
tif transformant la cellule infectée donnant une tumeur si les mécanismes immunitaires

n‘arrivent pas a I’éliminer de l'organisme.

2.5.1 Cycle productif

Le cycle viral peut étre divisé en deux étapes. La premiére étape est un cycle non pro-

ductif, au cours duquel le génome viral est amplifié de fagon limitée. A ce stade, les pro-
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téines virales E1, E2, E6 et E7 sont faiblement exprimées. Les protéines E1 et E2, né-
cessaires a la réplication virale, se fixent sur des séquences spécifiques E1BS (E1 Binding
Site) et E2BS (E2 Binding Site) localisées dans la LCR (figure 2.7) qui contient le site d’ori-
gine de la réplication (ori) [Hartley and Alexander, 2002]. La réplication de ’ADN viral
s’effectue grace aux enzymes cellulaires au cours de la phase S dans les cellules basales et
suprabasales. Des qu’ils ont quitté la couche basale, les kératinocytes normaux quittent

le cycle cellulaire et amorcent le processus de différenciation.
Libération
du virion

Assemblage des
virions/Libération

L2
L1

Amplification
du génome

Maintenance du
génome/Proliféra-
tion cellulaire

E1, E2, E4, E5

- Maintenance
du génome

Viral DNA

po7  p670 p670

Figure 2.7 — Cycle lytique (productif) du HPV [Van Doorslaer et al., 2011]

Cependant, I'expression de la protéine E7 va permettre aux kératinocytes des couches
suprabasales de poursuivre le cycle cellulaire afin de répliquer ’ADN viral. En effet, la
liaison de E7 aux protéines a poche pl105Rb, p107 et p130 induit la libération du com-
plexe E2F/DP. Les facteurs de transcription E2F permettent ainsi 1’entrée et la progres-
sion de la phase S, favorisant le cycle viral productif.

La deuxiéme étape est le cycle productif qui débute lorsque les kératinocytes sont en
phase terminale de différenciation et va permettre une forte réplication virale et la pro-
duction de virus matures. En effet, la différenciation cellulaire provoque l'activation du
promoteur tardif et l'augmentation d’expression des protéines de capside L1 et L2. La
production de E4 favorise la libération des virus via la désorganisation de la lamina nu-
cléaire. La réplication du génome viral permet une amplification importante (10 a 100
fois). Une fois ’ADN viral empaqueté au sein de la capside formée par les protéines L1 et

L2, les virions complets sont libérés et disséminés au rythme de la desquamantion épithé-
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liale [Doorbar, 2006]. Cette infection virale productive, responsable de lésions condylo-
mateuses, se traduit par un effet cytopathique, caractérisé par des koilocytes (voir section
1.4, figure 1.8), cellules a cytoplasme clair et a noyau irrégulier ou binucléé [Koss and
Durfee, 1956]. Les lésions bénignes peuvent persister pendant 3 a 6 mois, durée néces-

saire a la mise en place d’une réponse immunitaire efficace.

2.5.2 Cycle intégratif

L’ADN viral peut aussi s’intégrer au sein du génome cellulaire, aboutissant a un cycle
viral abortif, caractérisé par 'absence de production de particules virales. Lors de cette
intégration, le génome viral se linéarise au niveau de la POL E2 qui devient tronquée
et dont le produit (E2 délété) n’inhibant plus 'expression des protéines E6 et E7. L’in-
fection provoque une lésion de haut grade (dysplasie sévere = CIN 2/3 ou carcinome in
situ), on assiste progressivement a ’expression des génes viraux E6-E7 qui s’accumulent
dans la cellule. A ce stade, le controle intercellulaire entre la cellule infectée et les cel-
lules immunitaires (macrophages, immunité a médiation cellulaire) est inopérant. C’est
alors qu’on constate 'intégration de I’ADN viral des HPV-HR au génome de la cellule
hote ainsi que 1’absence de production de particules virales. Ce phénomene est toujours
associé a la cancérisation. Les génes E6 et E7 sont toujours surexprimés dans les cancers
du col de 'utérus, témoignant de leur role dans les différentes étapes de la carcinogenese
[Johannsen and Lambert, 2013].

2.5.3 La latence virale

Dans la plupart des cas, la 1ésion conséquente a 'infection virale régresse sous l’action
du systeme immunitaire. 'HPV, comme la plupart des autres virus a ADN, peut persister
au sein de quelques cellules dans un état latent. Ceci survient dans les couches les plus
inférieures de 1’épithélium, et seule I’expression de E1 et E2 serait nécessaire pour main-
tenir le génome viral dans un état latent [Kadaja et al., 2009]. Toutefois, les mécanismes

de cette latence ne sont toujours pas élucidés.

2.6 Modes de transmission des HPV

Il convient de mentionner au départ que les HPV résistent a la dessiccation et a dif-
férents produits; ainsi, la conservation du pouvoir infectant de ces virus est de 100, 50
et 30% apres déshydratation dans une étuve respectivement pendant un, trois et sept
jours [Shukla et al., 2010]. HPV semble résistant a ’EDTA et a la chaleur (étuve a 56°C
pendant 1 heure) mais pas au passage dans un autoclave.

Bien que le mode de transmission de ces virus soit essentiellement sexuel, d’autres

voies de contamination ont été avancées.
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2.6.1 Transmission par voie sexuelle

Tandis que l'infection a HPV est exceptionnelle chez la femme vierge, dont la préva-
lence est de 2%, elle est tres fréquente chez les femmes en période d’activité sexuelle
[Gavillon et al., 2010]. La transmission via les lésions ano-génitales se fait, donc par voie
sexuelle, placant I'infections a HPV parmi les 3 plus fréquentes infections sexuellement
transmissibles (IST) avec 'Herpes génital et les infections a Chlamydia trachomatis [Arn-
heim Dahlstrom et al., 2011]. On considére que 70 a 80% des femmes sont exposées au
moins une fois a ces virus au cours de leur vie sexuelle [Monsonego, 2007]. Différents
travaux ont établi une concordance entre les types d’HPV chez les partenaires sexuels
[Bleeker et al., 2005a,b] et au sein des couples établis [Haddad et al., 2008]. Le taux de
transmission du virus au cours d’un rapport sexuel est d’environ 40% [Kyo et al., 1994],

ce qui montre une importante contagiosité.

La digito-transmission

La contamination sexuelle via les doigts et les mains a été évoquée [Moy et al., 1989] et
pourrait dans certains cas expliquer la présence d’'un méme génotype d’HPV dans deux
muqueuses distinctes chez un méme individu [Winer et al., 2003]. L'auto-transmission ne
peut pas étre écartée. La transmission des verrues se fait également par auto-inoculation,

elle serait favorisée par le grattage.

2.6.2 Transmission non sexuelle des HPV

La transmission mére-enfant

Il apparait que la transmission de la mére a I’enfant lors du passage dans la filiére géni-
tale infectée reste une voie de transmission accessoire [Czegledy, 2001, Park et al., 2012].
Le taux de transmission des HPV serait plus important lors d’un accouchement par voie
basse que lors d’une césarienne [Rombaldi et al., 2008]. En effet, une relative diminu-
tion d’infections néonatales par HPV a été remarquée chez des patientes présentent des
lésions condylomateuses ayant accouché par césarienne [Silverberg et al., 2003].

La contamination peut aussi avoir lieu aux autres moments de la vie du feetus, car
le passage de particules virales par voie transplacentaire a été établi. Plusieurs études
montrent la présence d’HPV au niveau de caduques et de syncytiotrophoblaste lors d’avor-
tements spontanées ou dans le liquide amniotique apres amniocentese [Riethmuller et al.,
2008, Rombaldi et al., 2008]. La transmission peut avoir lieu également apres la nais-
sance.

La transmission verticale per-partum est quant a elle bien établie. Elle est notamment
appuyée par la détection d’HPV en post-partum chez des enfants naissant de meres in-

fectées par le virus [Castellsagué et al., 2009]. L'existence de papillomatoses laryngées
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juvéniles chez des nourrissons de quelques semaines et dont les meres présentaient des
condylomes acuminés, avait soulevé I’hypothese de ce mode de transmission. Ce sont les
génotypes 6 et 11 qui ont été retrouvés chez ces enfants [Mounts et al., 1982].

Enfin, la transmission horizontale post-natale de la mere a I’enfant est possible entre

autre par les mains notamment au début de la vie de I’enfant.

La voie salivaire

Une étude iranienne [SahebJamee et al., 2009] réalisée sur 22 patients atteints de car-
cinomes épidermoides de la cavité orale, a montré une prévalence de 40,9% d’"HPV dans
la salive des patients, contre 25% dans la population témoin. Les génotypes viraux re-
trouvés chez les patients atteints de cancers étaient les suivants : HPV 16 (27,3%), HPV
6/11 (13,6%) et HPV 18 (4,5%). Lors d’une autre étude, menée aux USA, Zhao et al.
[2005] ont détecté des HPV (notamment HPV 16) dans la salive de patients atteints de
carcinomes épidermoides des voies aéro-digestives supérieures. 1l semblerait donc que la

salive puisse jouer le role de vecteur de I'infection lorsque la charge virale est élevée.

Transmission par vétements et surfaces de contact

Une voie de transmission par contact de surface infectée ou de sous-vétements a été
rapportée par Czegledy [2001]. Cet auteur a montré la présence d’HPV sur les sous-
vétements de patientes atteintes de 1ésions HPV-induites. Il a également mis en évidence
des taux de récidives de ces lésions plus important chez les patientes présentant 'HPV
sur les sous-vétements par rapport a celles qui n’en avaient pas.

La transmission peut également étre indirecte, par contact avec d’autres objets (vé-
tements, serviettes de toilette, draps?) et les surfaces contaminés (piscines et douches)

favorisent la propagation des verrues plantaires.

La voie «médicale»

L’infection pourrait étre transmise par les instruments médicaux contaminés par le
virus. A cause de sa résistance dans 'environnement, I’'HPV persiste sur des surfaces
inertes, méme apres un traitement antiseptique. On a retrouvé 1,6% des pinces a biopsie
contaminés par le virus apres un traitement a la chlorhexidine, et 4,5% sur des sondes de
cryothérapie malgré leur immersion dans un bain d’alcool a 90° durant une heure [Fe-
renczy et al., 1989]. 'HPV a été, méme, retrouvé dans des cabinets de médecin ayant une
hygiéne rigoureuse [Strauss et al., 2002]. Ces éléments soulignent I'importance de regles
d’hygiéne strictes surtout dans les centres a haute prévalence d’HPV notamment pour
les colposcopes et les autres instruments utilisés en pathologie cervicale, d’ou I'intérét de

matériel a usage unique et de l'usage de gants. Il parait, toutefois, important de souligner
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que de nos jours, la majorité des instruments médicaux sont stérilisés dans un autoclave,
et que les HPV ne résistent pas a ce traitement [Gavillon et al., 2010].

On retrouve également des particules virales au sein des vaporisations provoquées par
les lasers médicaux et disséminées lors des interventions chirurgicales [Charles and Sire,
1971, Ferenczy et al., 1989], qui pourraient exposer le personnel médical mal protégé
(absence de masques ou de lunettes de protection) a une éventuelle contamination. En
2003, une infirmiere allemande, travaillant quotidiennement au bloc de gynécologie, a
développé une papillomatose laryngée qui fut reconnue comme étant directement liée a
son exposition répétée aux particules disséminées par les lasers CO, [Calero and Brusis,
2003].

D’autre part, la détection des HPV dans la salive fait penser a la possibilité de présence
virale dans les vaporisations extra-buccales servant au refroidissement des instruments
rotatifs utilisés en cabinet dentaire. Les chirurgiens-dentistes sont susceptibles d’étre
contaminés par les HPV de leurs patients s’ils ne portent pas de lunettes de protection
et de masques au cours de leur exercice quotidien. Leurs patients courent également le

risque d’étre contaminés par les instruments utilisés.

2.7 Infection HPV sexuelle selon l'age

L'infection par les HPV génitaux chez les femmes varie en fonction de I’age. Les taux
d’infection les plus importants sont retrouvés avant 25 ans (16,9%). Plus de 60% des
primo-infections surviennent dans les cinq années suivant le premier rapport sexuel.
Passé la trentaine, la prévalence de l'infection a HPV diminue, se situant entre 5 et 15%.
Malheureusement, ce sont le plus souvent des infections persistantes (caractérisées par
la présence d’'un méme type d’HPV sur deux prélévements cervico-utérins a un an d’in-
tervalle au moins), et par conséquent a plus haut risque d’évolution vers le cancer. Un
second pic de fréquence est observé apres 45 ans, pour lequel I’hypothese d’une réacti-
vation virale dans un contexte de bouleversements immunitaires et hormonaux liés a la

ménopause a été proposée [Dunne et al., 2007].
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2.8 Association des types d’'HPV avec le cancer du col
utérin

Tous les types d’"HPV ne sont pas retrouvés avec la méme fréquence sur 1’ensemble du
globe (figure 2.8). Une étude menée dans 22 pays situés en Europe, en Afrique, en Asie
et en Amérique [Munoz et al., 2013], a montré une prédominance d’"HPV 16 (50 a 60%)
dans les cancers invasifs du col de 'utérus, suivie d’"HPV 18 (10 a 12%) puis des HPV
31, 45 et 33 (moins de 5% chacun). En Europe et en Amérique du Nord, 70% des cancers
du col sont dus aux seuls HPV 16 et 18. En Asie, la prévalence de l'infection par HPV
18 est plus importante et atteint 32%. D’aprés ’'OMS [2005]), la prévalence mondiale des
infections a HPV est estimée a 660 millions de personnes. Parmi toutes ces infections a
HPV, quel que soit la région considérée, la prévalence est plus élevée pour les HPV a haut

risque (66,8%) que pour les HPV a bas risque (27,7%).

HPV 16 |53.5%

HPV 18— 7% |

HPV 45 16.7%
HPV 31 2.9%
HPV 33 2.6%

Hpy 52 [ —— 5
HPV 58 2.2%
HPV 35 1.4%
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HPV 68 0.6‘%:)
HPV 73 0.5%
HPV 82 e 0.3%
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o

Pourcentage d'association au cancer du col utérin

Types d'HPV-HR

Figure 2.8 — Fréquence cumulées des génotypes d’HPV-HR présents dans les cancers du col et
impact potentiel de leurs interventions dans la cancérogenése [Roden and Wu, 2006]

L’homme intervient, également, dans la chaine de transmission virale et influence I’épi-
démiologie de ce cancer [Nyitray et al., 2013]. On estime que 65,2% des hommes asymp-
tomatiques (18-70 ans) sont HPV positifs [Giuliano et al., 2010]. Il semble, néanmoins
marque, en effet, une fréquence plus élevée de la séropositivité a HPV chez les femmes

que chez les hommes [Kyo et al., 1994].
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2.9 Mécanismes de carcinogénése

Des études in vitro et in vivo ont permis de mettre en évidence le pouvoir immortali-
sant et transformant des protéines précoces E6 et E7 des HPV-HR, les seules protéines
a étre constamment exprimées dans les tumeurs du col de 'utérus [Vandermark et al.,
2012, Persson et al., 2012, Portari et al., 2013]. Ces deux oncoprotéines sont exprimées
en quantité importantes apres l'intégration du génome viral dans les chromosomes de la
cellule hote. Toutefois cette expression est soumise a un contrdle par des facteurs viraux
et cellulaires agissant sur des séquences nucléotidiques situées dans la LCR. Un autre
phénomene épigénétique trés important, la méthylation des promoteurs viraux, détermi-
nerait lefficacité de cette expression et conditionne la progression des lésions cervicales

vers le cancer invasif.

2.9.1 Intégration du génome viral

L'intégration du virale doit impérativement passer par la rupture de '’ADN épiso-
mique, le plus souvent, au niveau de la POL E1/E2 [Wang et al., 2013, Xu et al., 2013],
ceci arréte la fabrication de nouveaux virions. Elle constitue un événement important
du processus de carcinogenese [Xu et al., 2013]. Les génes E6 et E7 ne sont plus répri-
més car une large délétion fait perdre l'expression de la protéine E2 et E1 (figure 2.9)
dont des parties sont éliminées. Il s’en suit une élévation de l'expression des protéines
précoces, notamment E6 et E7 [Von Knebel, 2002, Vinokurova et al., 2005, Arias-Pulido
et al., 2006].

Etant un phénomene de mutagénese insertionnelle, I’intégration rompt des cadres de
lecture de certains genes cellulaires. Elle contribue dans le développement d’un phéno-
type malin sans prendre en compte le role joué par les oncoprotéines E6 et E7 [Peitsaro
et al., 2002, Syrjanen and Syrjanen, 1999, Glahder et al., 2003]. Plus de 190 sites (dont
75 pour HPV16 seul) d’intégration du génome viral ont été décrit [Xu et al., 2013]. L'in-
tégration de I’HPV se fait le plus souvent dans des sites divers [Wentzensen et al., 2004].
Sastre-Garau et al. [1995] ont montré par des techniques d’hybridation in situ a l'aide
de sondes spécifiques marquées et en utilisant la lignée cellulaire SW756 dérivée d’'un
cancer invasif du col, que des séquences d’HPV18 étaient retrouvées intégrées au ni-
veau de la région chromosomique 12q14-q15. La méme région sert a l'intégration du
génome d’HPV16 dans les cellules SK-v, dérivant d’une lésion néoplasique intraépithé-
liale vulvaire (VIN, «Vulvar Intraepithelial Neoplasia"s). Ceci fait penser que la région
chromosomique 12q14-q15 peut correspondre a un site préférentiel d’intégration de gé-
nomes d’HPV dans les cas de tumeurs génitales. D’autres travaux ont signalés I'intégra-
tion d’HPV18 de facon préférentielle prés du locus de c-myc dans les carcinomes cervi-
caux [Durst et al., 1987, Couturier et al., 1991, Bernard et al., 1994, Sastre-Garau et al.,
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2000, Ferber et al., 2003, Herrick et al., 2005, Peter et al., 2006]. Ceci suggere que cer-
taines régions sont plus favorables a la recombinaison, appelés CFS («common fragiles

sites»).

Zone de coupure lors .
de l'intégration de I'ADN viral |
au génome cellulaire [

,f L 4
I/ I Zone fréquemment déletée lors |
| delintegration de ’ADN viral |

1

i au génome cellulaire
L

Figure 2.9 — Zones de coupure et de délétion du génome HPV lors de l'intégration du génome
HPV dans le chromosome cellulaire [Peitsaro et al., 2002].

2.9.2 Roéle des oncoprotéines virales

Le délai existant entre l'infection par les HPV-HR et I'apparition d’un cancer peut at-
teindre plusieurs décennies, témoignant d’une progression multi-étapes des cancers in-
duits par HPV [Steenbergen et al., 2004]. La majorité des cancers invasifs du col de 1'uté-
rus comporte des séquences d’ADN d’HPV-HR intégrées au génome de la cellule hote
conduisant a une surexpression des protéines E6 et E7 et a une augmentation des capa-
cités d’immortalisation des HPV [Romanczuk and Howley, 1992, Jeon et al., 1995, Jeon
and Lambert, 1995]. Le processus d’intégration induit aussi la stabilisation des messagers
viraux d’E6 et E7 [Jeon and Lambert, 1995]. L'expression dérégulée de E6 et E7 entraine
une instabilité génomique qui se manifeste par des aberrations dans la duplication des
centrosomes ainsi que par des translocations chromosomiques [Duensing et al., 2001,
Duensing and Miinger, 2002]. En plus, E6 et E7 induisent de nombreuses perturbations
au sein de la cellule hote. Elles suscitent par conséquent beaucoup d’attention en ma-
tiere de recherche du fait des applications thérapeutiques qui pourraient en découler. Il

semblerait que la protéine E5 serait elle aussi un oncogene.
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Figure 2.10 — Structure de l'oncoprotéine de 'HPV 16 [Chakrabarti and Krishna, 2003]

Loncoprotéine E6

L'oncoprotéine E6 de I’'HPV 16 est constituée de 158 résidus amino-acides (aa). Elle
comporte quatre motifs CXXC qui s’associent par paire pour former deux domaines de
liaison au zinc : ZD1 et ZD2 (figure 2.10) [Barbosa et al., 1989, Grossman, 1989, Nomine
et al., 2006]. Sa masse moléculaire est d’environ 19 kDa. Il s’agit d’une protéine essen-
tiellement nucléaire, et se trouve plus particulierement en périphérie de la chromatine
condensée.

La protéine E6 contient quatorze cystéines, dont huit lient le zinc. Elle se replie, par
ces deux domaines, E6C et E6N, sur elle-méme par formation de ponts disulfures intra-
moléculaires [Ristriani et al., 2000].

Les modes d’action et les effets cités ci-dessous concernent l'oncoprotéines E6 de ’'HPV

16. Ils sont résumés dans ce qui suit.

Inactivation de la p53

L’activité la plus importante de E6 est sa capacité a dégrader I’anti-oncogene p53 [Scheft-
ner et al., 1990]. Dans le cas du cancer du col utérin, le géne de p53 est rarement muté
[Hainaut et al., 1998]. L'inactivation de la p53 serait due a sa dégradation par le systéme
du protéasome (figure 2.11). E6 forme d’abord un complexe avec une ubiquitine ligase,
E6AP [Huibregtse et al., 1991, Scheffner et al., 1993]. Cependant E6AP seule n’est pas
capable de lier p53 et de le dégrader.

E6 peut également induire des modifications post-traductionnelles de la p53 qui abou-
tissent a des changements conformationnels de p53 ayant comme conséquence 1’inhibi-
tion de sa liaison a ’ADN [Thomas et al., 1995].

Le second mécanisme par lequel E6 inhibe la voie de signalisation dépendante de p53
est sa séquestration au sein du cytoplasme [Mantovani and Banks, 2001].
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Phase G1 Phase S

Figure 2.11 — Inactivation de p53 par l'action de l'oncoprotéine E6 du HPV [Scheffner et al.,
1993]

Le troisieme mécanisme employé par E6 pour inhiber l'activité de p53 est un arrét de
la transactivation induite par p53 grace a une interaction avec CBP/p300 [Patel et al.,
1999] ou hADA3 [Kumar et al., 2002] histone acetyltransferase. Suite a un dommage de
I’ADN, p300 acetyle p53, et de ce fait, permet sa liaison a I’ADN [Barlev et al., 2001].
En cas d’infection par HPV-HR, Les protéines E6 lient p300 et inhibe, par conséquent,
l'acétylation de p53 [Patel et al., 1999]. Toutes les protéines E6 sont capables de lier p300,
mais les oncoprotéines E6 des HPV-HR semblent se lier avec plus d’affiniteé.

L'oncoprotéine E6 des HPV-HR est également capables d’inhiber l'activation de p53 en

interagissant avec le facteur de transcription hADA3 [Kumar et al., 2002].

Effet sur 'apoptose

Parmi les conséquences de la dégradation de p53 par E6 est la réduction de 'apoptose
qui permettrait d’éliminer les cellules infectées. Cependant, une activité apoptotique in-
dépendante de p53 peut également avoir lieu. Plus grave, E6 est méme capable d’abolir
I'apoptose en I'absence de p53 [Pan and Griep, 1995]. En fait, il existe deux mécanismes
d’apoptose dans la cellule : un mécanisme intrinseque faisant intervenir la mitochondrie
et un mécanisme extrinseque. E6 perturbe les deux mécanismes pour empécher la mort
des cellules infectées. Dans ce cas, la protéine E6 de 'HPV16 est capable de se lier au
TNF-R1 et dégrade la protéine adaptatrice de FADD et de la caspase 8 [Filippova et al.,
2002, 2004, Garnett et al., 2006].
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D’autre part, E6 stimule I’expression d’inhibiteurs des protéines apoptotiques IAP, la
survivine et c-IAP2 [Borbely et al., 2006, James et al., 2006].

Effet sur la télomérase

La télomérase est responsable du maintien des télomeres a 'extrémité des chromo-
somes. Elle est active au sein des cellules saines uniquement au cours du développe-
ment embryonnaire ou au sein des cellules souches alors qu’elle est activée dans 90% des
cellules cancéreuses donnant une prolifération continue encore appelée immortalisation
réplicative [Kim et al., 1994, Liu et al., 1999]. Ainsi, le raccourcissement des télomeres
assure la régulation du cycle de vie des cellules saines. En effet, a partir d'un seuil cri-
tique de la taille des télomeres et en I'absence d’expression de la hTERT, la sénescence
réplicative est initiée par des signaux de dommages de I’ADN.

La protéine E6 des HPV-HR peut activer la télomérase [Klingelhutz et al., 1996] dans
les cellules épithéliales a n’'importe quel "age". De plus, E6AP jouerait un role essentiel
dans cette régulation de 'activité hTERT [Gewin et al., 2004]. L’activation de la hTERT
se fait par le biais d’interaction entre E6, E6AP, le facteur de transcription c-myc et son
cofacteur Max [Veldman et al., 2003]. De plus, E6 est capable d’induire la dégradation

d’un répresseur du promoteur de 'hTERT : NFX1-91b [Gewin et al., 2004].

Effet sur la différenciation et la structure épithéliale

Une autre caractéristique de la protéine E6 des HPV-HR est sa capacité a inhiber la dif-
férenciation des cellules épithéliales qui conduit normalement a la kératinisation et a la
mort des cellules. Ainsi, E6 est capable d’interférer avec la différenciation cellulaire chez
les souris transgéniques K14-E6 [Pan and Griep, 1995] et cause 'apparition de tumeurs
histologiquement non différenciées de 1’épithélium indépendamment de p53 [Song et al.,
2010].

Loncoprotéine E7

Petite protéine d’environ cent résidus (98 aa pour HPV16), E7 présente des homologies
de structures avec d’autres protéines virales transformantes telles que E1A de I’Adeno-
virus ou l'antigéne T du virus SV-40 [Levine, 2009]. Comme E1A de I'adenovirus, elle
présente trois régions conservées les CR1, CR2 et CR3 (figure 2.12). Ces régions vont
contribuer aux activités transformantes des HPV-HR [Edmonds and Vousden, 1989]. Un
motif Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE) au niveau de la région CR2 est nécessaire et suffisant
pour son association avec la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome ou pRb
[Munger et al., 1989]. De nombreuses études ont montré que le domaine C-terminal de
E7 contiendrait un autre site de liaison a pRb de plus faible affinité [Liu et al., 2006, Pa-
trick et al., 1994]. De plus, des mutants E7 ne présentant pas de CR2 sont incapables de
lier les membres de la famille pRb [McLaughlin-Drubin and Munger, 2009]. Ainsi, son
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extrémité C-terminale contient un domaine de liaison au zinc composé de deux motifs
Cys-X-X-Cys [Barbosa et al., 1989] qui fonctionne comme un motif de dimérisation, in
vitro [Clemens et al., 1995]. La présence de ces dimeres n’a pu étre démontrée in vivo et

leurs roles potentiels dans l’activation des fonctions protéiques restent inconnus.

Dégradation de pRB : E7 s’associe avec la protéine suppresseur du rétinoblastome, pRb
et avec les protéines de la méme famille p107 et p130 par son motif LXCXE présent au
niveau de son domaine CR2 [Munger et al., 1989, Dyson et al., 1992]. Lors de la phase G1
du cycle cellulaire, le complexe pRb/E2F agit comme un répresseur de la transcription.
Dans des cellules saines, la libération de E2F est induite par les kinases dépendantes des
cyclines (cdk 4/6 et la cdk2) qui phosphorylent pRb. Comme dans le cas de l'infection
par SV-40, E7 va lier préférentiellement pRb lorsqu’il est lié a E2F. Ce dernier se libére et
induit de ce fait une perte du controle du cycle cellulaire. En revanche a la différence de
I’antigene T de SV40, E2F va étre libéré non pas suite a la phosphorylation de pRb mais
suite a sa dégradation par le systeme du protéasome [Boyer et al., 1996]. Ce mécanisme
ferait intervenir comme ubiquitine ligase, la culline-2 pour 'HPV16 [Huh et al., 2007,
Gonzalez et al., 2001]. Les protéines E7 des HPV-HR et des HPV-BR sont capables de lier
pRb mais l'affinité sera beaucoup plus faible dans le cas des HPV-BR.

Autres activités

E7 et instabilité génomique

Les cellules exprimant l'oncoprotéine E7 vont présenter un nombre de centrosomes
aberrant ainsi que des tretasomies [Duensing and Munger, 2003]. Cette instabilité gé-
nomique induite par l'expression de E7 semble étre indépendante de l'inhibition de la

protéine pRb et fait également intervenir E6 [Duensing and Munger, 2003].

E7 et hyperprolifération

De maniere indépendante de la liaison aux protéines de la famille pRb, E7 peut égale-
ment influencer la transcription des genes induits par le facteur E2F. Ainsi, il a été montré
que E7 interagit avec les désacétylases d’histone de classe 1 (HDAC) [Brehm et al., 1999].
Cette interaction se fait par l'intermédiaire de la protéine Mi2-f, qui est capable de se
lier a des séquences situées dans le domaine en doigt de zinc de E7. L’hyperprolifération
cellulaire induite par E7 va étre accentuée par 'interaction de son domaine en doigt de

zinc avec les facteurs de transcription AP-1 (c-jun, c-fos) [Antinore et al., 1996].
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Figure 2.12 — Structure et fonctions de l'oncoprotéine E7 du HPV [Ohlenschlager et al., 2006]
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Réle de la protéine E5 dans le processus tumoral

L’activation d’EGF-R ("Epidermo growth factor receptor") a pour conséquences une
augmentation de la prolifération et la motilité cellulaire et une diminution de I’apoptose,
ainsi que dans les phénomeénes d’angiogenese tumorale [Bianco et al., 2007]. En clinique,
la surexpression d’EGFR est associée a un mauvais pronostic ainsi qu’a un risque accru
de diffusion métastatique [Azuma et al., 2006, Spindler et al., 2006]. Dans la cellule nor-
male, il est régulé négativement (pour étre dégradé) afin de régler les cycles cellulaires.
Tandis qu’au cours de l'infection, La protéine E5 de 'HPV16 est capable de perturber
la voie de dégradation du récepteur a I’EGF. Elle interagit aussi bien avec 'EGF-R pour
retarder son endocytose qu’avec une ubiquitine ligase cellulaire, c-Cbl, afin de limiter sa
dégradation et perpétrer son ancrage a la membrane plasmique. La combinaison de ces
processus aboutit a une augmentation de l'activité de 'EGF-R et une prolongation du
signal mitotique [Zhang et al., 2005]. La localisation nucléaire d’EGFR est de mauvais
pronostique dans les cancers du sein, des voies aérodigestives supérieures ainsi que dans
les cancers de l'ovaire, et pourrait également avoir un impact sur la réponse aux traite-
ments par chimiothérapie et par thérapies ciblées [Lo et al., 2005, Lo, 2010, Liccardi et al.,
2011].

La protéine E5 est également capable d’entrainer une diminution de 1’expression de la
connexine 43, protéine impliquée dans les jonctions communicantes. Ceci est associée a
I'augmentation d’expression de la PKC-9, qui phosphoryle les connexines. Cette augmen-
tation de phosphorylation des connexines pourrait expliquer I’inhibition de communica-
tion intercellulaire [Kivi et al., 2008].

Il a également été rapporté que la protéine E5 est capable, par la voie PKC et les voies
de signalisation dépendantes de ras, de stimuler la synthese des facteurs de transcription
c-Jun et c-Fos [Tsai and Chen, 2003].

2.9.3 Régulation épigénétique de l'expression des génes d'HPV

Les mécanismes épigénétiques, influencant la conformation de la chromatine et joue-
raient un role majeur dans la régulation de la transcription de ’ADN des HPV [Stiinkel
and Bernard, 1999, Zhao et al., 1999]. Parmi ces mécanismes, la méthylation concerne les
dinucléotides CpG. Elle contribue a modifier la conformation des nucléosomes, et modifie
ainsi leur interaction avec I’histone désacétylase dans le sens a empécher la transcription.
I1 parait donc tres intéressant de comprendre les relations entre la méthylation de '’ADN
des HPV et I'expression des genes viraux, le cycle de vie viral, la persistance du virus et
les réponses immunitaires [Hoelzer et al., 2008]. L’état de méthylation des HPV16 et 18
a récemment été étudié [Kalantari et al., 2008, Piyathilake et al., 2011, Sun et al., 2011].
Selon ces auteurs, les genes L1 de HPV16 et HPV18 seraient hyperméthylés dans le cas

des carcinomes, mais ne le sont pas dans le cas des 1ésions précancéreuses, méme si tous
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les cas étudiés sont HPV-positifs. Ils ont conclu que 'hyperméthylation des sites CpG
situés dans les genes L1 de HPV16 et HPV18 est corrélée avec la sévérité de la néoplasie
cervicale. hyperméthylation du gene L1 pourrait donc étre utilisée comme un "biomar-
queur" de la progression clinique de I'infection HPV-HR lorsqu’elle est détectée dans les
lésions néoplasiques.

Les résultats concernant la méthylation de la région LCR des HPV n’étaient pas concluants
[Kalantari et al., 2008, Sun et al., 2011]. Ils ne semblent pas corrélés avec la gravité de la

néoplasie cervicale [Murakami et al., 2013].

2.10 Techniques de dépistage et de diagnostic du cancer

du col utérin

Le dépistage des infections a HPV-HR est rarement réalisé en Algérie. Il repose sur
le frottis cervical conventionnel. Les tests détectant '’ADN des HPV restent réservés a
quelques laboratoires. Ils utilisent un cocktail d’amorces et de sondes spécifiques des
HPV-HR. Ces tests HPV peuvent étre effectués sur prélevements muqueux (a la cyto-
brosse) et biopsiques. Les méthodes utilisées sont fondées sur ’hybridation moléculaire
directe en milieu liquide ou apres amplification de séquence cible (PCR).

Certains de ces tests seront détaillés dans la partie expérimentale. Les nouvelles tech-
niques, tres sensibles, sont soit des techniques de PCR classiques, soit des techniques de
PCR en temps réel. Les amorces utilisées et leurs cibles correspondantes sont présentées

dans la figure 2.13.
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Figure 2.13 — Amorces et cibles correspondantes des techniques PCR utilisées pour détecter et
génotyper les HPV. Modifiée de Saini et al. [2009]
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2.11 Réponses immunitaires anti-HPV

La particularité des HPV est d’avoir pour cible les kératinocytes basaux des épithé-
liums malpighiens kératinisés ou non. Les antigénes viraux, apres leur pénétration dans
le kératinocyte, peuvent alors étre présentés a la surface de ces cellules sous forme de
peptides de petite taille (8 a 11 aa) en association avec les molécules HLA de classe I ou
de peptides de plus grande taille (13 a 25 aa) en association avec les molécules HLA de
classe II présentes sur les kératinocytes infectés [Monsonego, 2007].

La stimulation du systeme immunitaire lymphocytaire T, initialement naif vis-a-vis des
HPV, passe obligatoirement par une présentation de I’antigéne aux lymphocytes T, par
des cellules présentatrices professionnelles de I’antigene de la lignée des cellules dendri-
tiques (CD) incluant les cellules de Langerhans présentes dans les épithéliums malpi-
ghiens. Les cellules de Langerhans ont la propriété de pouvoir fixer les particules virales
entieres grace aux récepteurs aux HPV qu’elles présentent a leur surface [Price et al.,
1997, Frazer et al., 1999]. Elles ont aussi la propriété d’internaliser des particules virales
comme cela a été montré in vitro pour les cellules dendritiques en présence de particules
virales vides [Da Silva et al., 2001, Lenz et al., 2001]. Les cellules de Langerhans ont en-
suite la capacité de pouvoir migrer vers les organes lymphoides drainant les sites concer-
nés et transportent alors soit des particules virales entieres soit des corps apoptotiques
de kératinocytes.

Les cellules de Langerhans, apres avoir capté I’antigene, subissent des transformations
et 'expression de CCR7 a leur surface leur permet de migrer sous l'attraction de la chi-
miokine MIP-3 béta [Charbonnier et al., 1999]. Une fois dans ces organes lymphoides,
les cellules de Langerhans elles-mémes ou bien via d’autres cellules dendritiques pré-
sentent ces antigenes a la fois aux lymphocytes T CD4+ et T CD8+. Les lymphocytes T
ainsi stimulés acquierent la propriété a leur tour, via un jeu de synthese de chimiokines et
d’expression de molécules de surface, de migrer grace a la circulation sanguine cette fois,
vers les épithéliums infectés et d’aller au contact des kératinocytes infectés. Le role des
lymphocytes T est de détruire les kératinocytes infectés, soit par cytotoxicité directe, soit
par l'interaction de la molécule Fas-L présente sur les lymphocytes T et de la molécule
Fas présente sur les kératinocytes infectés ou tumoraux, soit encore grace a la synthese
par les lymphocytes T de cytokines comme le TNF-a. La reconnaissance des kératinocytes
infectés par les lymphocytes T activés est favorisée par la synthése d’IFN-y qui permet
d’augmenter ’expression de molécules HLA de classe I et II a la surface des kératinocytes
[Monsonego, 2007].

I1 faut distinguer entre I'immunité basée sur I'induction d’anticorps neutralisants, di-
rigés contre les protéines structurales L1 et L2, qui s‘opposent a la pénétration du virus
dans les cellules cibles et des réponses immunitaires contre 1’extension des lésions exis-

tantes et leur transformation, dirigée, non pas contre les protéines de structure L1 et L2,
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mais principalement contre les protéines précoces du virus. Toutefois, au cours de l'in-
fection naturelle les anticorps neutralisants qui sont détectés a des taux faibles sont plus
généralement le reflet de I'infection que de véritables acteurs qui s’opposent a la pénétra-

tion du virus dans les cellules cibles [Mougin et al., 2009]

2.12 Echappement des HPV aux réponses immunitaires

Les lymphocytes T ont parfois des difficultés a étre stimulés par les antigenes viraux
(antigénes viraux a l'intérieur du kératinocyte, absence de virémie et mauvaise présenta-
tion au systéeme immunitaire) et surtout la difficulté de mettre en évidence in vitro cette
réponse immunitaire a partir des lymphocytes périphériques circulants (PBMC), ’essen-
tiel des réactions s’effectuant in situ, au site de l'infection.

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ jouent un grand ro6le dans la régression spontanée
des lésions a HPV. Les lymphocytes T CD4+ sont essentiels pour cette régression et ne
sont plus détectables lorsque les 1ésions évoluent vers des formes agressives. L'immu-
nité vis-a-vis d’HPV 16 est au moins aussi efficace que celle dirigée contre les HPV non

oncogenes.

2.12.1 Effet de E6 sur 'immunité innée

: E6 a été montrée comme modulateur de la transcription de nombreux genes dont les
produits sont impliqués dans la réponse immune innée. Elle interagit avec deux protéines
qui sont des partenaires de la réponse antivirale innée : 'IRF3 (Interferon Regulatory Fac-
tor) [Ronco et al., 1998] et le TLR-9 (Toll Like Receptor). L'interaction d’E6 avec I'IRF3
inhibe ses capacités de transactivation et empéche I'induction de I'IFN-f. De méme, l’ex-
pression exogene d’E6 et E7, inhibe la transcription de TLR-9 ce qui conduit a une perte

de la voie de signalisation [Hansan, 2007].

2.12.2 Effet de E7 sur 'immunité

E7 peut influencer la réponse immunitaire inflammatoire en s’associant avec l'inter-
féron a via IRF-1 (Interferon Regulatory Factor) [Park et al., 2000]. Elle va également
bloquer la transduction du signal aux interférons par son interaction avec p48 [Barnard
and McMillan, 1999].

2.12.3 Effet de E5 sur 'immunité

Enfin, la protéine E5 est impliquée dans le défaut d’apprétement des oncogenes viraux
observé dans les 1ésions associées aux HPV haut risque [Ashrafi et al., 2006]. E5 diminue

I'expression de la calnexine, impliquée dans la formation du complexe CMH-I (Complexe
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Majeur d’Histocompatibilité I), et de la protéine TAP-1 (Transporter Associated Protein-
1) qui assure la migration du complexe jusqu’a la membrane plasmique [Leykauf et al.,
2004]. Ainsi, E5 entraine la rétention du complexe CMH-I dans l'appareil de Golgi et
inhibe sa localisation a la membrane plasmique [Ashrafi et al., 2006]. Cette inhibition de
présentation de l'antigéne favorise I’échappement au systeme immunitaire des cellules

infectées par HPV qui ne sont plus reconnues par les lymphocytes T cytotoxiques.
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CHAPITRE 3

L’EPSTEIN-BARR VIRUS

3.1 Historique

Pour la premiere fois, en 1958, le chirurgien anglais Denis Burkitt a décrit une tumeur
du maxillaire supérieur chez les enfants africains associée a une prolifération de lym-
phocytes B. Depuis lors ce lymphome porte son nom (Lymphome de Burkitt ou LB). Il
s’agit de la tumeur infantile la plus fréquente dans certaines régions d’Afrique de I’Est.
Inspiré par les travaux de Burkitt, en 1961 Anthony Epstein a entreprit la rechercher de
ce possible virus par tentatives d’établissement de lignées cellulaires a partir d’explants
de LB. En 1964, Epstein, Achong et Barr ont identifié par microscopie électronique des
particules de type herpesvirus dans les lignées cellulaire [Epstein et al., 1964].

On a commencé a détecter, a partir de 1970, le génome viral dans les cellules malignes
de LB et de carcinomes indifférenciés du nasopharynx (NPC), ce qui confirme l’associa-
tion de ce virus a des cancers chez I’homme [Henle and Henle, 1970]. Sa capacité a im-
mortaliser les lymphocytes B in vitro en lignées cellulaires lymphoblastoides (LCL) et a
provoquer des lymphomes chez le primate est alors démontrée et conforte 'EBV dans
son role d’agent oncogene chez I’homme. Depuis lors, 'EBV a été impliqué dans de nom-
breuses pathologies bénignes ou malignes d’origine épithéliale ou lymphoide [Baer et al.,
1984].

3.2 Taxonomie

L’EBV (ou HHV-4, pour Human HerpesVirus 4) appartient a la famille des Herpesvi-
ridae humains qui compte 8 membres [McGeoch et al., 1995]. 1l fait partie de la sous-
famille des Gamma Herpesviridae et du genre Lymphocryptovirus (figure 3.1).

Les différentes souches d’EBV peuvent étre classées en 2 types (EBV-1 et EBV-2) sur
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Herpeésvirus associé au
sarcome de Kaposi’s L ‘
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___________________________________________________

Herpésvirus Génitale ™\
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HHV-6 et HHV-7
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Figure 3.1 — Taxomonomie des Herpesvididae : I'EBV appartient au genre Gammaherpesvirus
[Moore et al., 1996]

la base du polymorphisme de leurs genes EBNA2 (EBV Nuclear Antigen 2), 3A, 3B et
3C. Des études de séroprévalence ont montré que la souche EBV-1 est majoritaire dans
les pays occidentaux, alors que la souche EBV-2 ne prévaut que dans certaines zones
d’Afrique Equatoriale et de Nouvelle-Guinée [Macsween and Crawford, 2003].

3.3 Epidémiologie de 'EBV

L’EBV est présent dans plus de 95% de la population adulte grace a une infection
latente des lymphocytes B et d’'une production virale dans la salive. La majorité des
primo-infections touchent les enfants et sont généralement asymptomatiques. Cepen-
dant, lorsque la primo-infection a lieu plus tard, chez l'adolescent ou l’adulte jeune,
comme c’est le cas dans les pays développés, elle induit une affection généralement bé-
nigne, la mononucléose infectieuse [Young, 2008]. Il s’agit d’'une maladie lymphoproli-
férative B généralisée et transitoire, qui se traduit sur le plan immunologique par une
augmentation du nombre de lymphocytes B infectés par 'EBV dans le sang périphérique
et par une expansion oligoclonale massive de lymphocytes T CD8+ dirigés contre 'EBV
[de Thé et al., 1975].

La transmission du virus se fait généralement par contact avec les sécrétions oropha-
ryngées qui contiennent les particules virales infectieuses. La transmission est égale-
ment possible apres transplantation d’organe ou greffe de cellules souches hématopoié-
tiques (CSH) par les lymphocytes B infectés par 'EBV présents dans le sang des don-
neurs. Cette infection constitue un facteur de risque de syndrome lymphoprolifératif
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post-transplantation. Toutefois, a la différence des lymphomes survenant apres greffe de

CSH,

les cellules tumorales des lymphomes post-transplantation d’organe dérivent en

général des cellules B du receveur [Orazi et al., 1997, Swinnen, 1999].

3.4 Structure du virion

Le virion d’Epstein-Barr possede une structure commune a tous les Herpes virus, a

savoir, du centre vers la périphérie :

un nucléoide qui contient ’ADN génomique viral linéaire double brin de 172 kpb;
un ceeur protéique fibrillaire autour duquel serait enroulé I’ADN viral. Son exis-
tence est largement remis en cause pour de nombreux herpésvirus comme HSV1,
HCMYV, KSHV [Liu et al., 2007];

une capside icosaédrique (20 faces et 12 sommets) ayant un diametre de 100-120
nm et comportant 162 capsomeres (150 hexameres et 12 pentameres)

un tégument qui est composé de nombreuses protéines virales et cellulaires. Ce
tégument n’a pas de structure particuliére, méme si quelques structures fibrillaires
peuvent y étre retrouvées (figure 3.2).

une enveloppe constituée d’un double feuillet lipidique dérivé des membranes de

la cellule hote au niveau desquelles le virus a exprimé ses antigenes de membrane.

enveloppe
({ glycoprotéines
z [ 2 protéine du

tégument

ARN encapsidé
dans le virion

ADN génomique

capside

Figure 3.2 — Structure du virion d’Epstein-Barr (EBV) [Cullen, 2010]

Lexpression des glycoprotéines d’enveloppe, qui appartiennent aux antigenes de mem-

brane, confere au virion un aspect "spiculé". C’est grace a I’'une d’entre-elles, la gp350/220

que le virus se fixe aux cellules hotes via son récepteur CD21 (ou CR2, récepteur d’un

composant du complément).
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3.5 Organisation du génome viral

Le génome d’EBV est constitué d’'un ADN bicaténaire de 172 kpb. Il comporte des
séquences terminales répétées (TR) d’environ 500 pb en tandem direct a ses deux ex-
trémités, ainsi qu'une importante zone de répétition interne (Internal Repeat 1 ou IR1)
séparant le génome en deux régions uniques longue et courte (respectivement, "Long
Unique region" ou UL et "Short Unique region" ou US) (figure 3.3).

Le nombre des TR varie de 4 a 12. Ces séquences terminales permettent notamment
au virus de circulariser son génome pour devenir un épisome. Sous cette forme, 'EBV
maintient son génome de fagon stable dans les cellules infectées sans avoir a I'intégrer au
génome de I’hote.

L'IR1 est quant a elle constituée de 7 a 12 répétitions en tandem de séquences mesurant
environ 3 kpb chacune. Les zones US et UL qu’elle délimite mesurent respectivement en-
viron 15 et 150 kpb. Au sein de I’'UL, d’autres répétitions en tandem ont été décrites :
IR2, 3 et 4. Des répétitions en tandem de modules de 125 pb et 103 pb ont été respecti-
vement observées pour I'IR2 et I'IR4. L'IR3 est une séquence ou trois triplets GGG, GCA
et GGA sont réitérés sur 700 pb. Ainsi, la région UL comporte 4 zones uniques appelées
U2 a U5 (U1 servant a décrire US). Enfin, deux séquences identiques mesurant 1 kb ont
été localisées a 2 endroits différents du génome viral, I'une au contact d’IR2 (séquence
DL) et 'autre au contact d’IR4 (séquence DR). C’est dans ces séquences que se trouvent
les origines de réplication lytique du virus (ori lyt). On retrouve également une origine
de réplication latente (Ori p) située au niveau de Ul.

Le génome a plus de 108 phases ouvertes de lecture (POL). Les POL, les genes, les sites
de régulation ou de transcription sont fréquemment référencés par rapport a des frag-
ments du génome obtenus apres digestion par l'enzyme de restriction BamHI. Chaque
fragment est nommé par une lettre. Le sens de lecture a été arbitrairement fixé ainsi : sur
le génome linéaire, de Ul vers U5 représente le sens R (Rightward) et de U5 vers Ul, le
sens L (Leftward). Ainsi, par exemple, le géne codant la protéine LMP-1 (Latent Mem-
brane Protein-1) est parfois appelé BNLF-1 parce qu’il se trouve sur le fragment BamHI
N, qu’il est transcrit dans le sens L et qu’il s’agit de la premiere POL (F-1).

Il existe entre les différents isolats d’EBV un polymorphisme au niveau du nombre des
séquences en tandem dans les TRS. Un polymorphisme s’observe également au niveau
des IRS et de plusieurs genes dont BYRF-1 (codant la protéine EBNA-2), BZLF-1 (codant
la protéine Zta) et BNLF-1 (codant la protéine LMP-1, Latent Membrane Protein-1).
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a: Génome d'EBV: /
génes latents LMP2A

Double-stranded DNA episome
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b: Phases de lecture ouvertes des protéines virales
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Figure 3.3 — Organisation du génome de I'EBV [Young and Rickinson, 2004] (a) Schéma montrant l'or-
ganisation et la transcription des genes latents de I'EBV sur ’ADN viral double brin épiso-

mique. L'origine de réplication de I’épisome (oriP) est indiquée par le petit rectangle orange.

Les grosses fleches violettes représentent les exons des protéines latentes (EBNAs 1, 2, 3A,
3B et 3C, et EBNA- LP, PMT1 , 2A, 2B) et la direction dans laquelle elles sont transcrites.
Les fleches oranges indiquent le sens de la transcription des EBER (1 et 2). La fleche rouge,

a l'extérieure, représente les transcriptions de la latence III. La fleche bleue, plus courte, a

I'intérieure, représente la transcription de EBNA-1 a partir du promoteur Qp pendant la

latence I et II. (b) Schéma montrant la carte de restriction BamH1 du génome linéaire ainsi

que l'organisation des cadres ouverts de lecture des protéines latentes de I'EBV (prototype

B95.8). Les fragments BamHI sont nommeés en fonction de la taille, A étant le plus grand.

Les lettres minuscules représentent les plus petits fragments.
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3.6 Les latences virales

I1 est possible, in vitro, d’immortaliser des lymphocytes B par ’'EBV et d’obtenir des
lignées cellulaires lymphoides (LCL). Ces dernieres sont trés peu permissives a la répli-
cation virale (cycle lytique) et le virus s’y maintient dans un état dit "de latence". Le statut
de latence virale repose sur deux phénomenes tres interdépendants.

— Le premier phénomene est la répression du cycle lytique et le maintien du génome

viral dans le noyau sous forme d’épisome.

— Le deuxieme phénomene, essentiel au maintien de la latence virale, est 'expression

des genes dits "de latence".

Ces genes ont des fonctions variées. Certains d’entre eux donnent des produits ayant
des propriétés immortalisantes des lymphocytes B infectés. Selon les genes de 'EBV ex-

primés, il existe trois types de latence (tableau 3.1).

Tableau 3.1 — Modeles d’expression des genes latents de I’EBV selon les différentes mala-
dies associées a ’'EBV [Middeldorp et al., 2003]

ignité i . Traitement EBV
Mallgr}1t? Profile Association avec Expression e .
associée a de VEBV génétique virale spécifique en essais
r EB}Y latence q cliniques
mphome , ministration
ymp Précoce : majorité | Précoce : EBNAI-6, , )
post trans- thérapeutique ou
plantation Latence EBV+ PMP1—2. préventive de LT
) 11 Tardif : moins Tardif : EBNA2-6 .
(précoce et .6 A EBV (+/-), LMP1 (+/-) anti-EBV autologues
tardif) associe a ’ ] ou hétérologues
L h Presque 100%
YIIPROME | 1 atence I | dans les régions EBNAL1 Non testé
de Burkitt L
endémiques
Administration
thérapeutique de LT
L h
ymphome | Latence 30 4 50% EBNA1, MLP1-2 | anti-EBNA1/LMP1-
d’Hodgkin 11

2. Vaccination
anti-EBNA1/LMP

Lymphome a Presque 100%

Latence EBNA1, LMP2,

cellules 1 dans l/es régions LMP1 (+/-) Non testé
NK/T endémiques
Administration
Carcinome L Presque 100% thérapeutique de LT
du atIeInce dans les régions | EBNAI1,LMP1-2 | anti-EBNA1/LMP1-
nasopharynx endémiques 2. Vaccination
. anti-EBNA1/LMP
arcinome | Latence EBNAIL, LMP2 Non testé
gastrique I/11
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Par rapport au nombre total de génes présents dans le génome d’EBV, il y a peu de
genes de latence. On compte 11 genes de latence, regroupés en 3 principales familles :

— les genes qui codent les 6 protéines EBNA,

— les génes qui codent les 3 protéines LMP

— les genes qui codent les petits ARN EBER (EBV Encoded RNA) et BART (figure 3.4).

L'expression des protéines immortalisantes et/ou de transformantes de I’EBV influen-
cent la machinerie cellulaire afin de controler la croissance et/ou la survie des cellules

infectées.

3.6.1 Les différents programmes de latence

Le profil d’expression des génes de latence n’est pas identique dans tous les contextes
cellulaires d’infection par EBV. On distingue ainsi 4 types (0, I, II et III) de latence en
fonction des différents genes qui sont exprimés. Il faut noter que les ARN EBER-1 et 2
s’expriment dans chacune des latences. Quant aux ARN BART, ils sont exprimés au moins
en partie lors des latences I, II et III mais, aucune donnée n’existe sur leur statut durant

la latence 0.

latence de type |

La latence de type I est celle que 'on trouve dans le lymphome de Burkitt. Elle se carac-
térise par la seule présence de la protéine EBNA-1 et un phénotype cellulaire particulier.
En effet, les cellules expriment a leur surface les marqueurs CD10 et CD77, et peu ou pas

d’antigenes d’activation cellulaire et de molécules d’adhésion [Gregory et al., 1990].

latence de type |l

La latence de type II (appelée aussi programme par défaut) est caractéristique du carci-
nome du nasopharynx (NPC), de la maladie de Hodgkin et de certains lymphomes T/NK
et se caractérise par ’expression des protéines EBNA-1, LMP-1, LMP-2A et LMP-2B.

latence de type lll

La latence de type III (appelée aussi programme de croissance) se retrouve dans les
LCL transformées in vitro par EBV et dans les lymphoproliférations des sujets immuno-
déprimés. Elle s’accompagne de ’expression des 9 protéines de latence EBNA-1, EBNA-2,
EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP, LMP-1, LMP-2A et LMP-2B.

Ces trois types de latence sont typiquement retrouvés dans certaines pathologies ma-
lignes associées a I'EBV. Cependant, en dehors de toute pathologie tumorale, ces trois
programmes de latence semblent étre caractéristiques des différentes étapes franchies

par le virus lors d’une infection asymptomatique. Ainsi, chez les personnes infectées de
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facon persistante et asymptomatique, le réservoir viral majeur est une partie des lym-
phocytes B mémoires de I’hote, ou ’EBV se maintient en latence de type 0 (appelée aussi
programme latent). Durant cette latence, les EBER sont transcrits mais aucune protéine

virale n’est exprimée [Hochberg et al., 2004].

Lymphome de Carcinome Lymphomes de
Burkitt nasopharyngé I’'immunodéprimé
| | ou
Lignées Biobsie Maladie de Biobsie Lignées cellulaires
cellulaires P Hodgkin P lymphoblastoides
Latence I J Latence IT J Latence III J
Ganglions
lymphatiques
amygdales
S}ljet EBV Lymphocytes Latence 0
s.eroposmf périphériques
bien portant

Figure 3.4 — Les différents programmes de latences de I'EBV selon les tissus et la maladie associée
[Masy et al., 2002]

3.6.2 Différents produits de génes de latence

La famille des EBNAs

Dans un premier temps, l’expression des protéines EBNA (EBV Nuclear Antigen) est
initiée a partir du promoteur Wp puis, lorsque la transformation cellulaire est établie,

c’est le promoteur Cp qui prend le relais.

EBNA-1 Les transcrits EBNA-1 sont initiés a partir du promoteur Wp, au moment de
la circularisation du génome viral [Schaefer et al., 1997]. La protéine correspondante est
retrouvée dans tous les types de latence et, de ce fait, dans toutes les pathologies associées
a EBV. Elle permet la réplication et le maintien du génome viral dans les cellules en
prolifération [Wu et al., 2002].
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La protéine EBNA-1 peut également agir en tant qu’activateur transcriptionnel, sur
quelques promoteurs viraux et cellulaires [Hebner et al., 2003]. A son tour, elle est régulée
par la phosphorylation de ses sérines pour pouvoir a la fois transactiver et maintenir le
génome viral [Kitamura et al., 2006, Shire et al., 2006].

D’autres études montrent I'importance d’EBNA-1 pour la transformation cellulaire.
En effet, des souris transgéniques pour EBNA-1 présentent une forte incidence de lym-
phomes B [Sheu et al., 1996, Wilson et al., 1996]. De plus, indépendamment de sa fonction
de maintien du génome viral, EBNA-1 semble impliqué dans l'inhibition de l’apoptose
des cellules B infectées par EBV quel que soit le type de latence exprimée par le virus
[Kennedy et al., 2003].

EBNA-2 et EBNA-LP : Les protéines EBNA-2 et EBNA-LP sont nucléaire. Elles sont
parmi les premieres protéines virales exprimées dans les lymphocytes B infectés par
I’EBV. Ces deux protéines permettent aux lymphocytes B quiescents de passer de la phase
GO0 a G1 du cycle cellulaire, notamment grace a l'activation de la cycline D2 [Sinclair et al.,
1994, Zimber-Strobl and Strobl, 2001], mais elles permettent également d’induire l’ex-
pression d’autres génes viraux, notamment LMP-1 [Peng et al., 2005]. EBNA-2 et EBNA-
LP sont essentielles a I'immortalisation cellulaire induite par EBV.

Parallelement, 'expression de la protéine EBNA-2 est associée a une diminution de
I’expression de la chaine lourde des immunoglobulines [Yue et al., 2006]).

L'activité de la protéine EBNA-LP est également régulée par sa phosphorylation, dé-
pendante du cycle cellulaire [Kitay and Rowe, 1996]. Elle est co-localisée, dans le noyau,
avec les protéines pRb, p53 et p14ARF (qui inhibe la dégradation de p53) [Jiang et al.,
1991, Szekely et al., 1993, Inman and Farrell, 1995, Kashuba et al., 2003]. Ainsi, il a été
suggeéré que la protéine EBNA-LP pourrait bloquer I’action de p14ARF et donc diminuer
le niveau de la protéine p53 [Ling et al., 2005].

Les EBNA-3 Les protéines EBNA-3 (EBNA-3A,-3B et-3C) régulent 'expression de cer-
tains génes viraux [Krauer et al., 1998]. Ainsi, EBNA-3C induit ’expression de la protéine
virale LMP-1, de CD21 [Lin et al., 2002]. Elle est également capable de supprime l'arrét
en G2/M, normalement observé apres l'action d’agents génotoxiques. EBNA-3C pour-
rait ainsi contribuer a I'accumulation de dommages sur ’ADN [Wade and Allday, 2000].
Moins étudiée, la protéine EBNA-3A semble également une protéine transformante.

Contrairement aux protéines EBNA-3A et EBNA-3C, la protéine EBNA-3B ne semble
pas essentielle a la transformation des lymphocytes B in vitro [Tomkinson and Kieff, 1992,
Tomkinson et al., 1993].
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Figure 3.5 — Structure et fonctions de LMP-1 [Masy et al., 2002]

La famille des LMPs

LMP-1 : Le transcrit correspondant a la protéine LMP-1 est le plus abondant du cycle
de latence (50 a 60 copies par cellule dans la latence de type III). LMP-1 est une pro-
téine de membrane ayant une demi-vie courte (environ 3h). Elle est fortement associée
au cytosquelette et forme des agrégats dans la membrane plasmique. Elle comprend 3
domaines : un domaine N terminal (Nt) cytoplasmique de 24 aa, un domaine transmem-
branaire de 162 aa composé de 6 hélices a et un domaine C terminal (Ct) cytoplasmique
de 200 aa. Les domaines Nt et transmembranaire sont responsables de I’'ancrage de LMP-1
a la membrane et de son agrégation constitutive. Le domaine Ct cytoplasmique est, quant
a lui, impliqué dans l'activation des voies de signalisation cellulaire induites par LMP-1
(figure 3.5).

LMP-1 est considéré comme l’'oncogene majeur de I’'EBV. Grace a sa signalisation, LMP-
1 présente des propriétés immortalisantes et transformantes, et est responsable de nom-
breux changements phénotypiques dans les cellules infectées par I'EBV [Young et al.,
2000]. La région Ct est responsables de ’activation des voies p38 et JNK/AP1 et de l'acti-
vité NF-«B induite par LMP1.

Les LMP-2 :Les ARNm de LMP-2A et LMP-2B sont transcrits a partir du méme gene.
Ainsi, la protéine LMP-2B est une version tronquée de LMP-2A a laquelle il manque tout
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le domaine amino-terminal cytosolique. LMP-2A joue un role important dans le maintien
a I’état latent du virus in vivo [Merchant et al., 2001]. En effet, LMP-2A posséde des mo-
tifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) qui permettent de lier et
de séquestrer les tyrosine kinases Lyn et Syk nécessaires a la signalisation du récepteur
des lymphocytes B (BCR). La protéine LMP2A recrute également les ligases (E3) qui vont
ubiquitinyler les protéines Lyn et Syk et donc activer leur dégradation par le protéasome
[Winberg et al., 2000]. En bloquant la voie de signalisation du BCR, la protéine LMP-2A
inhibe le passage de la latence au cycle lytique, normalement induit par la signalisation
du BCR [Merchant et al., 2001]. Les transcrits de LMP-2A ou LMP-2B sont fréquemment
détectés dans les lymphomes de Hodgkin, le carcinome du nasopharynx et dans le Lym-
phome de Burkitt [Bell et al., 2006] suggérant que LMP-2A est un facteur clé dans la can-
cérogenese liée a 'EBV. LMP-2A est en effet capable de participer a la transformation des
cellules épithéliales notamment grace a l'activation des voies de signalisation cellulaire
PI3K-Akt et f-caténine [Morrison and Raab-Traub, 2005], mais également a leur pouvoir
métastatique [Pegtel et al., 2005]. Ceci suggere que LMP-2A peut avoir un role clé non
seulement dans le maintien de la latence chez les porteurs sains, mais également en tant

qu’activateur de la carcinogénese EBV-dépendante [Pang et al., 2009].

Les ARN viraux EBER et BART

EBER :Les EBERs (EBV Encoded RNA) sont des petits ARN nucléaires (plus d’une cen-
taine de copies par cellule) non polyadénylés. Ils sont exprimés dans tous les programmes
de latence d’EBV. Les EBERs semblent impliqués dans ’épissage des transcrits EBNA et
LMP. IIs sont aussi impliqués dans des mécanismes anti-apoptotiques, inhibent les effets
antiviraux des interférons (INF)-alpha et -gamma et induisent la production d’interleu-
kine (IL)-10 [Sharp et al., 1999, Yamamoto et al., 2000].

BART : Les BART (Rightward Transcrits of the BamHI A region) sont aussi des ARN
retrouvés dans tous les types de latence virale. Ils présentent dans leur extrémité 3’ ter-
minale un cadre de lecture ouvert, BARF-0. Des études in vitro, réalisées avec une des
protéines BARF-0 (RK-BARF-0) surexprimée, montrent que cette protéine pourrait in-
duire la transcription de LMP-1 en I'absence d’EBNA-2 grace a une interaction avec le
précurseur du récepteur Notch [Kusano and Raab-Traub, 2001]. Il existe d’autres cadres
de lecture ouverts possibles dans les ARN BART, dont RPMS-1 et BARF-1. RPMS-1 s’ex-
prime dans les latences de type I, II et III. Cette protéine se fixe au co-répresseur CIR
pour inhiber les transactivations Notch- et EBNA-2-dépendantes [Zhang et al., 2001].
BARF-1 (homologue soluble du récepteur au CSF-1 (Colony Stimulating Factor-1), a une
expression restreinte aux tumeurs d’origine épithéliale. Cette protéine est abondamment
sécrétée et a, ainsi, des propriétés oncogeénes d’un facteur de croissance surexprimé [Bus-
son et al., 2004, de Turenne-Tessier and Ooka, 2007].
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3.7 Le cycle lytique

Spontanément, seules 2 a 10% des cellules EBV infectées entrent en cycle lytique.
On peut augmenter ce taux en traitant les cultures cellulaires avec divers agents chi-
miques (esters de phorbol, butyrate de sodium ou 5-azacytidine) ou biologiques (anti-
immunoglobulines de surface, ou vecteur exprimant les protéines activatrice de la répli-
cation comme EB1, Zta et ZEBRA-Z). Cette faible proportion a activer le cycle lytique
vient du fait que les protéines exprimées lors de la latence s’'opposent a l’entrée dans le
cycle lytique. La protéine LMP-1 est particulierement impliquée dans cette inhibition du
cycle lytique. En effet, la protéine LMP-1 active la voie de signalisation NF«xB. Or, le ni-
veau d’expression du facteur de transcription NF«xB joue un role majeur pour le passage
de la latence au cycle lytique en bloquant a la fois ’expression et l'activité de la protéine
Zta [Brown et al., 2003].

La protéine Zta, que code le géne BZLF-1, est le commutateur induisant le passage de
la latence au cycle lytique. Quand Zta est exprimée, elle induit sa propre expression mais
également celle des facteurs de transcription Rta et Mta, que codent les genes BRLF1 et
BMLF1, respectivement. De plus, elle inhibe ses propres inhibiteurs, les facteurs de la
famille NF«xB [Dreyfus et al., 1999].

L'expression des protéines Zta, Rta et Mta, qui sont les antigenes précoces immeédiats
(IEA : "Immediate Early Antigen") du cycle lytique, va permettre I’'expression d’autres anti-
genes précoces (EA : "Early Antigen") qui vont constituer le pool de protéines nécessaires
a la formation du complexe de réplication virale et a la biosynthese des antigenes tar-
difs que sont les antigenes de capside VCA ("Viral Capsid Antigen") et d’enveloppe MA
(Membrane Antigen) [Maréchal and Piolot, 2000].

3.8 Réponses immunitaires vis a vis de l'EBV et

échappement

Le tissu tumoral est le siege d’un important infiltrat leucocytaire, comportant en majo-
rité des lymphocytes T CD4+ et CD8+, mais aussi des macrophages et des cellules den-
dritiques. Quant aux connaissances relatives aux cytokines produites dans le microen-
vironnement tumoral, elles restent encore insuffisantes [Beck et al., 2001]. On sait ce-
pendant que les cellules épithéliales malignes et les cellules infiltrantes produisent des
cytokines inflammatoires : interleukine-1, interféron gamma et MIP-1 (Macrophage inhi-
bitory protein-1) [Huang et al., 1999, Tang et al., 2001]

La croissance tumorale témoigne de ’absence d’une réaction immunitaire locale adap-
tée. L’échappement immunitaire local ne résulte pas d’un défaut de présentation d’anti-

genes par les cellules épithéliales malignes [Khanna et al., 1998]. On connait, plutot, deux
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meécanismes d’échappement de I’EBV a I’égard des défenses immunitaires :
— la sélection dans le tissu tumoral de souches non immunogéniques dans le contexte
HLA du patient [Edwards et al., 2004];
— la production locale de facteurs immunosuppresseurs. Deux de ces facteurs pour-
raient étre le TGF-beta et le ligand de Fas. Leur production a été mise en évidence
dans certains cas de carcinome du nasopharynx [Ogino et al., 2007].

Les lymphocytes infiltrants ne sont pas seulement les effecteurs d’une réponse immu-
nitaire naturelle efficace mais ils pourraient jouer un role favorisant le développement
tumoral.

Le role de I'immunité innée sur le controle de I'infection a EBV est encore obscur. 'EBV
interagit avec différents types cellulaires qui jouent un role important dans I'immunité
innée incluant les neutrophiles et monocytes/macrophages. En outre, les résultats obte-
nus dans les modéles animaux [Gosselin et al., 1999, Baiocchi et al., 2001] ainsi que les
observations faites sur les sujets souffrant d’immunodéficience génétique suggerent que
les cellules NK jouent le role d’effecteur et de régulateur important contre l'infection a
EBV [Benoit et al., 2000].

3.8.1 Réponses immunitaires spécifique a EBV

L'infection a EBV donne lieu a une large gamme de produits des genes viraux expri-
més dans les cellules infectées. Il n’est donc pas surprenant de voir exprimer un nombre
important d’effecteurs du systéme immunitaire. Cependant, la signification biologique
de ces aspects varie considérablement en fonction des différentes phases de I'infection
[Benoit et al., 2000].

La réponse immunitaire anti-EBV agit a deux niveaux du cycle biologique du virus :

— au niveau du cycle lytique lors de la primo-infection ou lors des réactivations;

— au niveau de la phase de latence du virus.

Cette réponse permet ainsi de controler la multiplication du virus et la prolifération des
cellules transformées. Elle va limiter chez I'immunocompétent la pathologie liée a 'EBV
a quelques cas de mononucléose infectieuse. Cependant, fréquemment chez le sujet im-
munodéprimé et plus rarement chez le sujet immunocompétent, le virus peut échapper

a la surveillance immunitaire et étre a l'origine de processus malins [Kimura, 2006].

Réponse humorale

La cinétique d’apparition des anticorps contre les protéines du virus suit I’évolution du
cycle biologique du virus in vivo. Le sérum des individus infectés par 'EBV contient un
niveau élevé d’anticorps spécifiques aux antigenes latents et lytiques d’EBV. L'augmen-
tation du titre des anticorps spécifique des antigenes lytiques représente une valeur «

diagnostic » pour de nombreuses pathologies associées a I’'EBV [Liu and Yeh, 1998].
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Réponse humorale au cours de la primo-infection :La primo-infection est caractéri-
sée par une étape de réplication virale productive au niveau des cellules épithéliales et
des lymphocytes B puis a une étape de prolifération des cellules B, enfin a une étape de
mise en place de la réponse immunitaire cellulaire suivie de I’entrée en latence 0 [Nicho-
las et al., 1997].

Au cours de la primo-infection, on assiste d’abord a une étape de réplication virale
productive au niveau des cellules épithéliales et des lymphocytes B puis a une étape de
prolifération des cellules B, enfin a une étape de mise en place de la réponse immunitaire
cellulaire suivie de I’entrée en latence 0 [Nicholas et al., 1997].

Une forte augmentation de lymphocytes atypiques et 'apparition d’anticorps hétéro-
philes (IgM non spécifiques) sont observées dans le sérum. Ces lymphocytes atypiques
sont des lymphocytes T primaires dont la plupart sont dirigés contre les cellules B in-
fectées par ’EBV. Les symptomes cliniques caractéristiques de la MNI sont attribués a
la prolifération et a l’activation de ces lymphocytes T; ils disparaissent en général en
quelques semaines. Les premiers anticorps détectables sont dirigés contre les protéines
d’enveloppe (anti-gp350), les protéines de capside (VCA) et les protéines de la matrice
(MA) [Edwards et al., 2004].

Les anticorps anti-gp350 et anti-gp110 sont neutralisants, mais peuvent participer
aussi a la destruction des cellules infectées par un mode de cytotoxicité médiée par les
anticorps [Strang and Rickinson, 1997, Khyatti et al., 1991, Edwards et al., 2004]. Ils
participent au controle de la réplication virale au cours de la primo-infection et des réac-
tivations, et peuvent persister dans la salive ou dans le sérum [Yao et al., 1991].

Les anticorps anti-VCA apparaissent aussi trés précocement avant les signes cliniques
de la MNI. Ils comportent toujours des IgM spécifiques qui disparaissent en 3 a 4 se-
maines et des IgG qui persistent indéfiniment. La présence d’IgG VCA associée a des IgM
VCA signe une primo-infection [Nicholas et al., 1997].

Les anticorps contre les protéines précoces immédiates, en particulier ZEBRA et des
protéines précoces EA apparaissent aussi au début de la primo-infection, diminuent ra-
pidement et se stabilisent a des niveaux tres faibles. Ils peuvent réapparaitre au cours de
réactivations mais leur interprétation clinique est délicate [Wolfgang and Farrell, 2005].

L’inhibition de la réplication virale par l'action conjointe des anticorps neutralisants
et de I’-immunité cellulaire force le virus a entrer en latence. La destruction des cellules
proliférantes par le systéeme immunitaire va avoir pour conséquence la libération des
protéines nucléaires EBNAs. Les anticorps anti-EBNA vont donc apparaitre plus tardive-
ment, longtemps apreés les signes cliniques de la primo-infection [Nicholas et al., 1997].

Les profils sérologiques permettent de définir le statut immunitaire, mais les anticorps
ne semblent pas jouer un role prépondérant dans le contrdle de I'infection latente et de

la prolifération cellulaire.
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Immunité a médiation cellulaire

Le nombre de cellules T spécifiques pour un épitope unique provenant de protéine
structurale ou de régulation durant le cycle productif peut étre estimé a environ 10%
du total des CD8+ dans le sang périphérique chez les patients atteints de mononucléose
infectieuse. On distingue classiquement deux types de réponse : une réponse non spéci-
fiques par les cellules NK (Natural killer) et une réponse spécifique par les lymphocytes
T cytotoxiques (LTC) [Annels et al., 2000].

Cellules NK : Avant la mise en place de 'immunité spécifique, les cellules NK per-
mettent I’élimination des cellules infectées sans reconnaissance spécifique des antigenes.
Cette réponse est moins efficace que celle des lymphocytes cytotoxiques spécifiques, mais
limite la prolifération virale au cours de la primo-infection. La diminution de l'activité
des cellules NK semble jouer un role dans la progression de I'infection chronique active
du virus EBV [Wakiguchi et al., 1989, Williams et al., 2005].

Les cellules NK concourent aussi a I’élimination des cellules infectées apres apparition
de la réponse humorale en intervenant dans la cytotoxicité médiée par les anticorps. Les
cellules NK ne jouent cependant pas de role prépondérant dans le controle de I'infection
a EBV [Sohlberg et al., 2013].

Les lymphocytes T cytotoxiques :Les phagocytes présentent,aux lymphocytes T CD4,
(LT4) des molécules de CMH II associées a des peptides de 15 a 30 acides aminés an-
tigéniques. Ces peptides ont été, au préalable phagocytés sous forme de protéine virale
exocellulaire. Stimulés par les LT4, les lymphocytes T cytotoxiques reconnaissent des cel-
lules infectées par I’EBV par interaction entre leur récepteur T (TCR) et un peptide viral,
de 8 a 10 acides aminés, présenté par une molécule de CMH I [Cooper et al., 2001].

Les lymphocytes T cytotoxiques, apres reconnaissance de leur cible peptidique, exercent
un pouvoir cytolytique par la sécrétion d’enzymes (perforines, granzymes) ou par la sé-
crétion de cytokines (IFN y, IL, TNFa) ou induisent I'apoptose de la cellule infectée par
I'interaction Fas/Fas ligand [Murray et al., 1990].

La premiere protéine du cycle lytique identifiée comme cible des lymphocytes cyto-
toxiques a été la protéine codée par le géene ZEBRA [Bogedain et al., 1995]. C’est la pro-
téine majeure de l'initiation du cycle lytique du virus. Les lymphocytes T cytotoxiques
dirigés contre cette protéine vont empécher la réplication virale, la dissémination du vi-
rus et 'augmentation du « pool » de cellules infectées. D’autres protéines précoces ont été
décrites comme jouant un role dans 'immunité cellulaire. Il s’agit des protéines codées
par les génes BRLF1, BMLF1 et BMRF1 [Tsurumi et al., 2005]. Les protéines structurales
gp350 et gp85 sont la cible de la réponse cytotoxique, aussi bien chez les patients atteints
de mononucléose infectieuse que chez les patients EBV séropositifs en infection latente
[Khanna et al., 1998].
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Les réponses contre les protéines de latence est essentielle pour la compréhension de
I'immunité qui controle la prolifération des cellules infectées par EBV. les protéines LMP-
1, LMP-2 et EBNA-1 sont exprimées dans le carcinome nasopharyngé ainsi qu’au cours de
la maladie d’Hodgkin. La protéine EBNA-1 est la seule protéine exprimée dans le lym-
phome de Burkitt [Hammerschmidt and Sugden, 1988]. Toutes ces protéines induisent
une réponse immunitaire TCDS8, a I’exception de la protéine EBNA-1. Les protéines EBNA
n’ont pas toutes le méme pouvoir immunogene. EBNA3A, 3B et 3C sont des protéines de
latence pour lesquelles on observe les réponses cytotoxiques les plus fréquentes et d’in-

tensité élevée [Rickinson and Moss, 1997].

3.8.2 Mécanismes d’échappement au systéme immunitaire

Dans ce qui suit nous verrons que la plupart des protéines codées par EBV sont desti-

nées a déjouer la réponse immunitaire.

La protéine LMP

LMP-2A a la particularité d’étre apprétée et présentée par un processus indépendant
des molécules TAP (transporter associated proteins) qui transportent les épitopes a tra-
vers le réticulum endoplasmique avant de les délivrer aux molécules de CMH I. Ce pro-
cessus a vraisemblablement un réle dans I’échappement a la réponse immunitaire ou
dans l'induction d’une réponse immunitaire de faible intensité [Khanna et al., 1996].

Une réponse T cytotoxique contre les protéines LMP-1 et EBNA LP a été détectée dans
quelques cas, mais les épitopes n‘ont pas été tous identifiés [Khanna et al., 1996]. Deux
épitopes de LMP-1 associés a 'antigene HLA A2 ont pu étre isolés et caractérisés. Ce-
pendant, ces peptides induisent des réponses beaucoup plus faibles que celles des autres

protéines de latence [Khanna et al., 1998].

La protéine EBNA-1

La région amino-terminale d’EBNA-1 est composée d’une répétition d’aa tels que la
glycine et I'alanine (GAR, glycine alanine repeat) [Pallier, 2003]. La propriété du motif
GAR répété est d’inhiber la dégradation de la protéine EBNA-1 par le protéasome. Cette
répétition entaine une augmentation de la demi-vie de la protéine. A I'inverse, sa délétion
conduit a la présentation de la protéine. La région GAR empéche donc la présentation de
ces peptides endogenes aux LT CD8+. Cependant, si ce seul mécanisme expliquait 1’ab-
sence de réponse T, les cellules infectées par I'EBV devraient exprimer d’énormes quanti-
tés de protéine EBNA-1 puisque celle-ci n’est plus protéolysée [Pallier, 2003]. Or, ce n’est
pas le cas, il est rarement possible de détecter cette protéine (EBNA-1) dans les cellules

infectées. Ces cellules T peuvent reconnaitre des molécules du CMH II associées a la pro-
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téine EBNA-1, mais pas avec des molécules du CMH I [Blake et al., 2000]. Il est donc vrai
que certaines questions restaient toutefois sans réponse.

Schwab et al. [2003] ont essayé de comprendre ce phénomene en utilisant des mu-
tants (exprimant des GAR délétés). Leurs résultats montrent que la concentration de la
protéine EBNA-1 dans les cellules sauvages (EBNA 1 wt) est inférieure a celle dans les
cellules exprimant la protéine délétée (EBNA 1 GAr-), alors que le niveau de base et la
stabilité des ARNm correspondants sont similaires. Ces auteurs ont ensuite montré que
la traduction in vitro de TARNm codant EBNA 1 wt est 11 fois moins efficace que celle
de 'ARNm codant EBNA 1 GAR-. Ils ont donc conclu que le GAR inhibe la traduction
de 'ARNm codant EBNA 1 wt. Cette régulation semble controler a la fois l'activité des

ribosomes et celle du protéasome [Yin et al., 2003].

La protéine BARF-1

Les macrophages secretent une cytokine, CSF-1 ("colony-stimulating factor") dont la
fonction est de stimuler les cellules souches hématopoiétiques a se différentier en ma-
crophage. En outre, CSF-1 induit la sécrétion de l'interféron alpha par les monocytes
différentiées. Or, la forme secrétée de la protéine virale BARF-1 (appelée p29), forme un
complexe avec CSF-1 et I'empéche a exercer ses fonctions. Lors de l'infection par I’'EBV,
il y’ aura une déplétion en monocytes et la sécrétion de l'interféron alpha est inhibée
[Cohen and Lekstrom, 1999]. Ces observations montrent que p29 interviendrait dans
I'immuno-modulation.

D’autre part, il a été montré par Tanner et al. [1997], que p29 est détectée par les
NK apres transfection des cellules Raji par BARF-1 et ce, en présence d’anticorps diri-
gés contre BARF-1.

La protéine ZEBRA

Bien qu’elle enclenche le cycle virale lytique, la protéine ZEBRA peut renverser la ré-
ponse antivirale par I’'induction de 'expression de cytokines immunosuppressives telles
que I'IL-10 et le TGF-p [Mahot et al., 2003] ayant pour conséquence une baisse de 1’ex-
pression du TNF-a et du récepteur de l'interféron IFN-y [Morrison et al., 2004]. Elle mo-
dule négativement la réponse immunitaire a médiation cellulaire au profit de la réponse
humorale, moins efficace contre les cellules tumorale. Elle est, par conséquent, impliquée

dans de nombreuses pathologies tumorales associées a I'EBV.
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MATERIEL ET METHODES

4.1 Matériel Biologique

Nous avons obtenu l'autorisation de mener l'investigation sur des échantillons hu-
mains selon les principes d’éthique mentionnés dans la déclaration d’Helsinki (53eme
Assemblée générale de '’AMM, Washington DC, Etats Unis, Octobre 2002) par le conseil
scientifique de la faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Sétif-1 (Réf :
CSF/SNV/1-2013). Les patientes ont été sollicitées pour participer a I’étude et un consen-

tement éclairé a été obtenu pour chacune d’elles.

Notre travail comporte 2 principaux volets :

— une étude de l'intérét du tests HPV dans le dépistage portant sur 713 cas pour
I’étude de l'infection par le papillomavirus et son implication dans le processus
tumoral du col de I"utérus. Cette étude est consacrée a I’étude du role du test HPV
dans le dépistage du cancer du col de l'utérus. Elle concerne le génotypage et le
séquencage des HPV (figure 4.1).

— Ftude de la coinfection papillomavirus-Epstein-Barr Virus (EBV) dans les tissus cer-
vicaux et role de I’EBV dans la carcinogenese des cellules épithéliales cervicales.

Cette étude a porté sur 109 prélevements (frottis, grattages et biopsies cervicales).

L'ensemble des prélevements a été colligé durant la période allant de 1997 a 2011. Les
patientes ont été enrdlées au hasard dans le respect des exigences qualitatives et statis-

tiques des études cas-témoins.
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[ 713 sujets J
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163 cas 421 lésions 28 cas 101 cols
de cancers précancéreuses d’ ASCUS normaux

v

- 423 cas: comparaison AMPLICOR/HC2

- 292 cas : performance du test HPV (PCR et HC2)
- 159 cas : comparaison test HPV/cytologie

- 87 cas : génotypage HPV (PCR et INNO-LiPA)

- 109 cas : charge virale

- 20 cas : séquengage

.

Figure 4.1 — Répartition des 713 prélévements selon le but de I’étude.

4.1.1 Etude lintérét du tests HPV dans le dépistage

Un nombre de 713 préléevements du col utérin (grattage, frottis, biopsies) ont été ef-
fectués sur des lésions précancéreuses et cancéreuses et sur des cols normaux chez des
femmes examinées au niveau des hopitaux de Bainem et Zéralda. Ils répondent aux cri-
teéres suivants :

— Pas d’antécédents de traitement pour une pathologie cervicale.

— Présence d’un examen colposcopique et autant que possible histologique.

Ces prélévements ont subi les analyses suivantes :

— Des colposcopies effectuées au niveau des services de gynécologie par une équipe
de spécialistes pour chacune des études.

— Des examens cyto-histologiques réalisés dans le service d’anatomopathologie d’un
laboratoire de Bousmail (Dr D Hamladji), de Bainem (Dr H. Boudriche) et du CPMC
(CHU Mustapha Bacha).

Accompagnés par tous les renseignements nécessaires a 1’étude envisagée, ces préle-
vements ont été recus au niveau du laboratoire de I'Institut Pasteur d’Algérie (IPA) pour

analyses.
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Lésions précancéreuses

L’étude des lésions précancéreuses a porté sur 449 frottis, grattages, et/ou biopsies dont
28 cas indéterminés (ASCUS). Les prélevements ont été réalisés chez des patientes agées
de 27 a 60 ans (moyenne d’age : 36 ans). Les échantillons ont été recueillis et transportés
dans un milieu de conservation vers le laboratoire de virologie ou ils ont été conservés a

-20°C jusqu’a utilisation.

Cas de cancers

163 prélevements ont été réalisés chez des patientes dgées de 35 a 85 ans atteintes de
cancer du col de 'utérus hospitalisées dans le service de :

— chirurgie spécialisée du CPMC (Pr Graba);

— gynécologie-obstétrique, hopital de Zéralda (Pr Ayache, Dr Boudriche);

— gynécologie-obstétrique de I’hopital de Bainem (Pr Djenaoui).

— gynécologie-obstétrique du CHU de Sétif (Pr Mahnane).

Les témoins

Les cas témoins retenus pour la méme période de ’étude sont constitués de frottis ou
de grattages du col effectués chez 101 femmes examinées a I’hopital de Bainem et Zéralda
en vue d’une contraception. Pour des raisons évidentes d’éthique, aucune biopsie n’a été

effectuée.

4.1.2 Coinfection HPV-EBV

Les 109 échantillons cervicaux ont été prélevés sur des femmes au niveau des services
de gynécologie de I’'hopital de Zeralda et du CPMC d’Alger. Les femmes enrdlées dans
cette étude ont été partagées comme suit :

- Groupe 1 : composé de 58 patientes présentant un carcinome épidermoide du col
de 'utérus invasif. Lorsque la tumeur devient évidente, des biopsies sont réalisées et les
préléevements obtenus sont immédiatement congelés dans 1’azote liquide, transportés au
laboratoire, puis conservés a -80°C jusqu’a utilisation. Le stade histologique des tumeurs
a été déterminé par des pathologistes du laboratoire d’anatomo-pathologie du CPMC,
Alger. Chaque biopsie est répartie en 4 fractions; destinées a ’analyse de 'ARN (étude
de l'expression de I'EBV), de '’ADN (détection des 2 virus), des protéines virales et a
I’étude immunohistochimique (figure 4.2).

- Groupe 2 : composé de 21 patientes ayant des lésions intra-épithéliales de haut grade
(HSIL).

- Groupe 3 : composé de 16 patientes ayant des lésions intraépithéliales cervicales de

bas grade (LSIL : CIN 1, condylomes, cervicite).
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Les échantillons des groupes 2 et 3 sont recueillies a partir de la zone apparemment
maligne par une brosse conique (Digene Cervical ™ cervical brush), tournée trois fois
dans l'orifice cervical et ensuite placé dans un tube de 1 ml de milieu de transport (Vira-
Pap/Viratype transport medium, (Digene, Silver Spring, MD), puis stockés a -20°C jus-
qu’a leur utilisation.

- Groupe 4 : composé de 14 femmes dont les cols étaient normaux. Ces femmes étaient
en bonne santé, elles ont été prélevées pour faire un frottis cervical de routine ou de
contraception.

NB La cytologie conventionnelle pour I’étude des frottis cervicaux utérins a été réalisée

pour tous les groupes.

SCC (n=58)
]
I ]
Détection du .
VPH (n=58) Etude de 'EBV
]
| ]
[ PCR Expression de Détection de
Amorces MY 'EBV 'EBV (n=58)
Hybrid Capture | | RT-PCR
T Il LMP-1 (n=23)
| WB BARF-1
(n=23)

Immunohistochimie
— LMP-1, EBNA-1 et HPV
(n=45)

Figure 4.2 — Etude de la coinfection HPV-EBV dans les 58 cas de cancers. L’étude de I'expression
de I’Epstein-Barr virus est réalisée sur 23 cas par Western Blot (WB), par RT-PCR et
par immunohistochimie.
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4.2 Techniques utilisées

4.2.1 Extraction et purification de 'ADN

Les fractions de biopsies dédiées a I’étude de I’ADN sont découpées a I'aide de lames
stériles dans un tampon de lyse (Tris 10 mM, pH 7,4, 50 mM EDTA, 150 mM de NacCl,
1% de Sarkosyl) et traitées par la RNase A (10 mg/ml) pendant 2 heures a 37°C. Apres
digestion par la protéinase K, ’ADN est extrait par la méthode phénol-chloroforme. Cet
ADN est, ensuite, précipité par 1’éthanol, puis solubilisé dans 20 microlitres de tampon
TE (10 mM Tris -HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA). Le dosage des ADN extraits est réalisé
par spectrophotométrie (NanoDrop™1000, Thermo Scientific). La pureté de I'extrait est
évaluée par le calcul du rapport des absorbances a 260nm et a 280nm.

Chez les patientes ayant des 1ésions précancéreuses un grattage est réalisé par la cyto-
brosse (Cervical Brush, Digene), puis déchargée des cellules dans le milieu de transport
(milieu STM Digene, Qiagen). Les acides nucléiques sont extraits par la méthode phénol-

chloroforme, de la méme maniere que pour les biopsies.

4.2.2 PCR

Deux types de PCR (Polymerase chain reaction) ont été utilisés au cours de cette étude :

PCR conventionnelle

La PCR conventionnelle est appliquée pour les prélevements de 1997 a 2003. Elle per-
met de détecter '’ADN des HPV et celui de la béta-globine. Elle est réalisée dans un ther-
mocycleur HYBED™™. Nous avons utilisé, a cet effet, les amorces consensus MY09/11
biotinylées qui permettent d’amplifier le gene L1 des HPV. Les séquences de ces amorces
sont les suivantes :
- MY11 : 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’
- MY09 : 5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3".
La réaction est réalisée dans un volume total de 25 ul contenant 0,1 a 1,0 pg d’ADN de
I’échantillon, 0,4 uM de chaque amorce, 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de chaque dNTP,
un tampon de PCR 1X, et 0,5 U d’AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Roche). La dé-
naturation initiale est réalisée a 94°C pendant 10 min, suivie de 35 cycles chacun a 94°C
pendant 30 s, 64°C pendant 30 s, 72°C pendant 1 minute. Une extension finale est réali-
sée a 72°C pendant 7 min. Cette réaction avec de telles amorces génere un amplicon de
450 pb.

En parallele, une autre PCR a été réalisée avec des amorces amplifiant la béta-globine

pour témoigner de la présence d’ADN cellulaire.

61



CHAPITRE 4. MATERIEL ET METHODES

PCR AMPLICOR-HPV Roche

La PCR AMPLICOR est utilisée pour tester les prélevements a partir de 2003. Les
échantillons de cellules cervicales ont été prélevés par cytobrosse sur milieu thinPrep
PreservCYT et conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation. Le test a été effectué ensuite
selon les instructions du fournisseur. Le test AMPLICOR HPYV utilise des amorces bioti-
nylées pour amplifier une région d’environ 165 pb de la séquence L1 a I'intérieur de la
région polymorphe du génome du HPV. Les amorces introduites dans le mélange réac-
tionnel de la PCR, permettent de détecter ’ADN viral de 13 génotypes d’"HPV-HR. De la
méme maniere que pour la technique conventionnelle, le mélange réactionnel de la PCR
AMPLICOR renferme des amorces amplifiant le gene de -globine (amplicon de 268 pb).

Les produits de PCR s’hybrident avec des sondes reconnaissant les séquences virales
(HPV-HR) et cellulaires (S-globine). Les amplicons sont chimiquement dénaturés pour
donner un ADN simple brin. Celui-ci est introduit dans des puits d’'une plaque de mi-
crotitration revétus soit avec des sondes spécifiques reconnaissant les HPV-RH ou la g-
globine a la sonde oligonucléotidique. L’hybridation a été effectuée a 37°C/1h.

Apres la réaction d’hybridation, la plaque est lavée pour éliminer les acides nucléiques
non liés, puis un conjugué (peroxydase de raifort-avidine) a été ajouté dans chaque puit
pour lier la biotine. La plaque est de nouveau lavée pour éliminer le conjugué non lié,
et une solution de substrat contenant du peroxyde d’hydrogene et le chromogene TMB
(3,3’, 5,5’-tétraméthyl benzidine) est ajouté. La réaction enzymatique dure 10 min a tem-
pérature ambiante a 'obscurité. Elle est ensuite stoppée par 'addition d’un acide faible.
L’absorbance a 450 nm est immédiatement mesurée en utilisant un spectrophotometre
lecteur de microplaques.

Selon le fabricant , le test AMPLICOR®-HPV pourrait détecter les génotypes 16, 18, 33,
35, 39, 45, 51, 56, et 68 a 100 copies/ml et les génotypes 31, 52, 58, et 59 a 240 copies/ml,

avec un taux supérieur a 95% de positivité.

4.2.3 Electrophorése sur gel d'agarose

Un volume de 5 pl de chaque produit de PCR, est mélangé avec un tampon de charge,
puis soumis a une électrophorese sur gel d’agarose. La concentration du gel varie, géné-
ralement de 0.8 a 1.2% selon la taille de ’ADN produit. Le bromure d’éthidium (Sigma)
est utilisé pour révéler les spots. Le tampon de migration est constitué de TAE 1X, pré-
paré a partir d’une solution concentrée 50 X (242 g Tris, 57.2 ml acide acétique et 100 ml
EDTA 0.5 M pour un volume final de 1 litre). L’électrophorese est effectuée dans une cuve
horizontale (Biorad). Les échantillons d’ADN sont déposés dans les puits a I’aide d’une
solution de chargement 1 X obtenue a partir de la solution 6 X (50% glycérol, 0.25% bleu
de bromophénol, 0.25% xyléne cyanol). La migration s’effectue a 100 volts et la révélation

de I’ADN se fait par autoradiographie.
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4.2.4 INNO-LiPA HPV genotyping

L'INNO-LiPA HPV est une technique d’hybridation inverse qui permet la détermina-
tion individuelle des génotypes HPV. Elle est appliquée pour tester 87 prélevements.
La procédure débute par I'amplification partielle du géne L1 du HPV apres avoir réa-
lisé I'extraction de ’ADN a l’aide du kit «amplilute liquid medium extraction-Rochex.
Les amorces utilisées sont les oligonucleotides SPF10 qui permettent I'amplification d'un
fragment de 85 pb. Selon le principe d’hybridation inverse, le systeme «INNO-LiPA HPV
genotyping extra» (innogenetics, actuellement Fujirebio Europe N.V., Belgique) permet
la détection de 28 types HPV. L'identification est possible grace a 28 sondes fixées sur des
bandelettes reconnaissant les génotypes d’HPV-HR : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56,
58,59, 68, 73 et 82, des génotypes considérés comme probablement a haut risque : 26, 63,
66, les génotypes a risque indéterminé : 30, 34, 67, 69 et 85 et des génotypes d’"HPV-BR :
6,11, 40, 54, et 70.

4.2.5 Hybrid Capture® 2

L’'Hybrid Capture® 2 (HC2) est un dosage immuno-enzymatique basé sur une hybri-
dation en phase liquide (type sandwich) suivie d’une réaction de chimiluminescence a la
phosphatase alcaline. Le test HC2, standardisé et approuvé par la FDA, permet la mise
en évidence d’au moins un des 13 types des HPV-HR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 et 68) et/ou au moins un des 5 types des HPV-BR (6, 11, 42, 43, 44). Il permet
de détecter environ 1 pg de génome de HPV par ml, soit environ 5000 copies/ml.

L’ADN de I'HPV est dénaturé puis hybridé avec des sondes d’ARN spécifiques des HPV-
BR ou des HPV-HR. L’hybride ADN-ARN ainsi formé est capturé par un anticorps anti-
hybride fixé au fond d’une cupule d’une microplaque. La présence de I’hybride est révélée
par un anticorps anti-hybride secondaire couplé a une molécule de phosphatase alcaline.
En présence d’ADN du HPV, le substrat de la phosphatase alcaline clivé, donne une mo-
lécule chimiluminescente qui pourra alors étre détectée et quantifiée en unités relatives

de lumiere (RLU). Des controles positifs et négatifs sont incorporés a chaque série.

4.2.6 Séquencage des produits de PCR MY et FAP

Le séquencage de 20 biopsies paraffinées prélevées a Sétif est réalisé au laboratoire
de virologie a 'hopital George Pompidou, Paris 15 (France). ADN de ces carcinomes
épidermoides est extrait par le Kit de purification DNeasy blood and tissue (Qiagen, Va-
lencia, CA). La PCR est réalisée a I'aide des amorces consensus MY09/11 (450bp) et FAP
(230 bp).

Les produits de PCR sont purifiés par chromatographie d’exclusion sur gel de Sépha-

rose G50. Une deuxiéme réaction PCR de séquencage est réalisée avec les mémes amorces
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en présence des didesoxyribonuclétides (ddNTP : 4.0 uL Big-Dye Terminator RR Mix).
vingt cycles de PCR sont réalisés. Une deuxieme purification est effectuée pour enlever
I’exces de dANTP. Le produit de PCR de chaque échantillon est soumis a I’analyse avec
le séquenceur PGM™., Les séquences L1 obtenues ont été vérifiées a I’aide du logiciel
d’analyse de séquence Sequencher 4.7.

Ces séquence sont ensuite comparées a des séquences de référence, disponibles dans le
site NCBI (National Center for Biotechnology Information, URL : www.ncbi.nlm.nih.gov)
a l'aide du programme BLASTN 2.2.26. Un score de similarité avec la séquence déposée

est donné pour chaque comparaison.

4.2.7 Southern blot

L'infection a EBV est détectée par amplification du gene BALF-1 par I'usage des amorces
ALF. Le volume réactionnel de 25 ul contenant du tampon de la Tag DNA polymérase
(10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCl), 5 mM de MgCl2, 200 mM de chaque désoxyri-
bonucléique triphosphate, et 250 nM de chacune des amorces et de 0,1 a 1 ug d’ADN de
I’échantillon. Les séquences des deux amorces [Cabras et al., 2005] sont comme suit :

— ALF-1-sens : 5-GGGGATCCAATGAACCTGGCCATTGCTCTG-3’, située en amont

a la position 165517 du génome de 'EBV
— ALF-1-antisens : 5’-CGGAATTCTTACAAAGATTTCAGGAAGTC-3’, située en aval,
a la position 164858 du génome de ’EBV.

Ces amorces ont permis I’amplification de la totalité du gene BALF-1 (660 pb). Apres
10 min d’incubation a 94°C, la Tag DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies) est
ajoutée. Chacun des 35 cycles de la réaction PCR comporte les incubations suivantes :
94°C (1 min), 55°C (1 min) et 72°C (2 min). Apres le dernier cycle, les échantillons sont
maintenus a 72°C pendant 7 min, puis refroidi a 4°C. Dix ul du fragment amplifié sont
chargés sur un gel d’agarose a 1%, soumis a 1’électrophorese, puis révélé sous UV (Mole-
cular Imager FX, Bio Rad) en présence de bromure d’éthidium. Les bandes d’ADN sont
transférées sur des membranes de nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Allemagne). Elles
sont, ensuite, détectées par hybridation a 'aide de sondes marquée au 32P préparées a
I’aide du kit de marquage des sondes utilisant des amorces aléatoires (Stratagene). L'hy-
bridation a été effectuée a 65°C pendant une nuit avec 106 cpm/ml de sonde spécifique
au gene BALF1 marquée contenue dans une solution modifiée décrite par Ausubel et al.
[1987]. Cette solution est composée du tampon SSC 6X, 0,5% de SDS, de la solution Den-
hart 3X et 200 ug/ml d’ADN de sperme de saumon dénaturé. Le filtre est lavé 3 fois avec
le tampon SSC 2X contenant 0,1% de SDS a température ambiante pendant 5 min, puis
une fois avec la méme solution a 1X pendant 15 min, et enfin 2 fois avec la méme solution
SSC a 0,1X contenant 0,1% SDS pendant 15 min.
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4.2.8 Dot blot

Pour quantifier 'ADN génomique de I’EBV, les tissus congelés sont hachés avec une
lame de bistouri stérile, et incubés avec du tampon d’isolement d’ADN (Tris 10 mM-
HCI, pH 8,0, EDTA 10 mM, et 0,5% de SDS) contenant 100 pug/ml protéinase K pen-
dant une nuit a 42°C. A partir de ce lysat, '’ADN a été purifié par une extraction (phé-
nol/chloroforme/alcool isoamylique 25 :24 :1, v/v/v, pH 8,0), suivie d’une précipitation
avec I’éthanol. ADN précipité est mis en suspension dans du tampon Tris-EDTA (Tris
10 mM-HCI, pH 8,0, 1 mM-EDTA). ADN purifié est quantifié par spectrophotométrie.
La dénaturation se fait par incubation dans du NaOH 0,4N pendant 30 min dans la glace.
La solution d’ADN est, ensuite, neutralisée par un volume égal de Tris-HCI 1M (pH 6,8).
L’ADN simple brin ainsi obtenu est déposé sur une membrane de nitrocellulose (Schlei-
cher & Schuell, Allemagne) puis fixé a I'aide des ultraviolets. L'hybridation avec la sonde
radio-marquée au *?P (106 cpm/ml) spécifique au gene BALF1, s’effectue a 65°C pendant
une nuit, dans une solution Ausubel et al. [1987], composée du tampon SSC 6X, 0,5% de
SDS, de la solution Denhart 3X et 200 pug/ml d’ADN de sperme de saumon dénaturé. La
membrane est lavée 3 fois avec le tampon SSC 2X contenant 0,1% de SDS a température
ambiante pendant 5 min, puis une fois avec la méme solution a 1X pendant 15 min, et
enfin 2 fois avec la méme solution SSC a 0,1X contenant 0,1% SDS pendant 15 min. La

lecture se fait a I’aide d’'un compteur gamma.

4.2.9 RT-PCR

Pour détecter la transcription de 'oncogene LMP-1 de ’EBV, une RT-PCR (RetroTrans-
cription suivie par PCR) est employée. Pour extraire les ARNm, les tissus tumoraux sont
lysés par du Trizol (Invitrogen). Le mélange est homogénéisé pendant 10 min, puis in-
cubé 5 min a température ambiante. ARN total est traité ou non avec de la DNase-I
(Invitrogen). Un volume de 0,2 ml de chloroforme pour 1 ml de réactif Trizol est ajouté,
le mélange est centrifugé (12000g/5 min) a 4°C. ARN est récupéré de la phase aqueuse
par précipitation avec 0,5 ml d’isopropanol pour 1 ml de réactif Trizol (utilisé pour ’ho-
mogénéisation initiale). Les échantillons sont incubés a température ambiante pendant
10 min, puis centrifugés a 12000 g pendant 10 min a 4°C. ’ARN ainsi obtenu est dosé
par spectrophotométrie (NanoDrop, Thermo™ 1000 Scientific).

Environ 10 ng d’ARN sont traités par transcriptase inverse (SuperScript, Invitrogen).
Le mélange est porté a 70°C pendant 15 min, la polymérisation est bloquée par refroidis-
sement a 4°C. ADN complémentaire est soumis a une PCR (Figure 4.3) pour amplifier
l'oncogene LMP-1 de I’EBV en utilisant les amorces :

— CTGAGGATGGAACACGACCTTGAGA-3’ (amorce externe)

— AGTAGATCCAGAGACCTAAGACAAGT-3’ (amorce interne)
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Les produits de la PCR sont visualisés par le bromure d’éthidium apres séparation

électrophorétique sur gel d’agarose a 1,5%.

Dénaturation

94°C 94°C

Elongation

2min

Hybridation 72°C 72°C

15s

10s

68°C

Smin Etape finale

20s

P 35 cycles —_—

4°C

oo

Figure 4.3 — Profile thermique de la PCR utilisée pour détecter les transcrits LMP-1 dans les
biopsies cervicales

4.2.10 Western blot

La technique du Western Blot est utilisée pour détecter l'oncogene BARF-1 de ’EBV. Les
biopsies sont coupées puis lysées pendant 10 min dans du tampon RIPA (650 mM NacCl,
5 mM d’EDTA, 20 mM Tris pH 7,5, 1% de Triton X-100 et 0,1% de SDS) complété avec
un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics, Meylan, France). Les lysats
obtenus sont soumis a une sonication, le contenu protéique est déterminé par la méthode
de Bradford (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Une prise de 50 ug de protéines totales est diluée dans un méme volume de tam-
pon de Laemmli (0,2% bleu de bromophénol, 4% de SDS, 200 mM DTT (dithiothréitol),
20% de glycérol, 125 mM Tris -HCI, pH 6,8). Le mélange est chauffé a 95°C pendant
5 min. Les protéines sont séparées par électrophorese sur gel dénaturants (SDS-PAGE)
de 12%, a 20mA, puis transférées pendant 1 heure a 100V sur membrane de nitrocel-
lulose (Hybond-C extra, Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France). La coloration se
fait avec du rouge ponceau (Sigma). Le blocage des sites libres est réalisé par incubation
dans du PBS contenant 1% de BSA. Les membranes sont, ensuite, incubées pendant une
nuit a 4°C avec l'anticorps de lapin anti-BARF-1 (anti-Pep sérum 2A), dilué au 1 :1000.
Apres 3 ringages avec du PBS Tween BSA, les membranes sont incubées avec le conjugué
(anti-immunoglobuline de lapin conjugué a la peroxydase) dilué au 1/2000 pendant 1-2

heures. La révélation se fait par chimiluminescence (ECL, Amersham).
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4.2.11 Immunohistochimie

Les marqueurs de 'infection et de la transcription de I’EBV sont également détectés
par coloration immunohistochimique. Les biopsies ont été fixées au formol, déshydra-
tées dans l'alcool et incluses dans la paraffine (partie réalisée au laboratoire d’anatomo-
pathologie du centre Pierre et Marie Curie d’Alger). Une immuno-coloration par le sys-
teme Biotine-Streptavidine-peroxydase est réalisée sur des sections histologiques de 4 ym
d’épaisseur. Trois anticorps monoclonaux ont été utilisés :

— anticorps anti-HPV qui reconnait un épitope commun sur la protéine L1 de tous les

HPV (Dako), dilué au 1/250,

— anticorps anti-LMP-1 (S12, BD Biosciences Pharmingen) dilué au 1/500,

— anticorps anti-EBNA-1 (SC-29, Santa Cruz, Allemagne) dilué au 1/100.

Les sections, montées sur des lames traitées au silane (Superfrost) sont étuvées 1 heure
a 60°C; ensuite elles sont déparaffinées dans du xylene, puis réhydratées par une série
de 2 lavages dans de I’éthanol a 100%, puis a 80% et enfin a 50% pendant 5 min. Un
dernier lavage de 5 min est effectué dans du PBS. Les sections sont, ensuite, bouillies 10
min au four micro-ondes dans de l’acide citrique (pH 6). Apres un refroidissement de
30 min, les lames sont lavées 3 fois 5 min dans du PBS. Le blocage des sites libres est
réalisé par incubation dans du PBS contenant 4% de BSA. Les anticorps primaires dilués
dans du PBST / 1%BSA sont ajoutés et laissés incuber pendant une nuit a température
ambiante. Les sections ont été lavées 3 fois 8 min dans du PBST avant mise en contact
avec l'anticorps secondaire de chévre, couplé a la biotine (Dako, Danemark) dilué au
1/200eme.

Un lavage (3 fois/8 min dans du PBS-Tween) élimine l’exces d’anticorps secondaire.
Une incubation de 30 min avec la streptavidine conjuguée a la peroxydase diluée au
1/200éme dans du PBS est réalisée. L'exces est éliminé par 3 lavages avec du PBS (8
min) suivi d’un ringage a ’eau pure. La révélation s’effectue avec le DAB (3,30 diamino-
benzidine, Vektor) pendant 5 min. Les coupes histologiques sont contre-colorées avec de
I’hématoxyline. Un examen histologique de routine (coloration a I’hématoxyline-éosine)
est réalisé pour les mémes échantillons. Apres déshydratation complete, les lames sont

traités par la solution de montage (Eukitt) puis examinées au microscope optique.

4.2.12 RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

La technique RFLP permet de mettre en évidence la mutation h-ras. Apres traitement
du tissu tumoral a la protéinase K pendant une nuit, '’ADN génomique est extrait par
la méthode phénol-chloroforme. LADN extrait subit une PCR en utilisant des amorces
spécifiques pour amplifier la séquence contenant le codon 12 du gene h-ras. Cette PCR
génere des fragments de 420 pb, de type sauvage ou muté. Les séquences de ces amorces

sont les suivantes :
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— h-ras sens : 5’-GACGGAATATAAGCTGGTGG-3’

— h-ras anti-sens 5’-AGGCACGTCTCCCCATCAAT-3’

Le mélange réactionnel de la PCR d’un volume total de 50 pl contient 5 yl de tampon
PCR 10X, les différents ANTP (10 mM), les 2 amorces (concentration finale 40 pmoles
chacune) et la Tag DNA polymerase (0,5 UI). Lamplification des fragments du gene h-ras
a été effectuée selon le protocole de la PCR conventionnel. Le produit de PCR contenant
le codon 12 de h-ras est digéré par I’endonucléases de restriction Mspl. La digestion est
effectuée dans un volume final de 30 pl contenant 10 yl d’amplicon et 10 UI de I'enzyme
Mspl. Le mélange est incubé pendant une nuit a 37°C. L'enzyme de restriction utilisée
ne réagit qu'avec ’ADN sauvage, la présence de mutation sur ce codon 12 empéche cette
coupure. Une électrophorese a 200 V sur gel de polyacrylamide a 6% pendant une heure,
suivie d’une révélation par le bromure d’éthidium permet d’identifier les différents frag-

ments de la digestion.

68



CHAPITRE 5

RESULTATS ET DISCUSSION DE
I’ETUDE : INTERET DU TEST HPV
DANS LE DEPISTAGE

5.1 Résultats

Seront successivement présentés :

— la détection des HPV dans les lésions du col utérin,

— les performances du test HPV au niveau des CIN2+

— la comparaison entre test HPV et la cytologie,

— le test HPV et tri des ASCUS, comparaison des tests HC2 et PCR,
— le génotypage des HPV

— le séquengage de 20 souches HPV-HR détectés.

5.1.1 Détection des HPV dans les lésions précancéreuses du col

L’étude a porté sur 449 prélevements dont 28 1ésions indéterminées (ASCUS) prélevés
sur des lésions précancéreuses du col (grattage ou biopsies) et 101 frottis sur des cols
normaux. La détection des HPV est présentée en fonction du grade de la 1ésion du col
tel qu’il est déterminé par la cytologie et/ou I’histologie. Le tableau 5.1 montre les résul-
tats obtenus par PCR conventionnelle sur tous les prélevements qui ont fait l'objet d'un
examen cytologique, histologique et colposcopique.

Les HPV-BR sont plus abondants dans les l1ésions de bas grade (41,8%). Leur prévalence
diminue au fur et a mesure que la lésion s’aggrave. L'inverse est observé pour les virus on-
cogenes (HPV-HR). Les lésions de haut grade abriteraient plus d’HPV-HR (notamment 16
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Tableau 5.1 — Détection des HPV par PCR conventionnelle dans les lésions

précancéreuses
. Etudes cytologique et/ou histologique
Effectif HPV Normal {%) gBtzls grade (%) AgS((ZlUS (%) | Haut grade (%)
/ n=101 n=261 n=28 n=160
Négatifs 76 (75,2) 44(16,9) 10 (35,7) | 12(7,5)
550 HPV-BR 15 (14,9) 109 (41,8) 7 (25) 21 (13,1)
HPV-HR 10 (9,9) 108 (41,4) 11(39,3) | 127 (79,3)

et 18). La prévalence de ces virus est de 79,3% dans les 1ésions de haut grade. Il faut souli-
gner que les HPV-HR sont retrouveés respectivement dans 41,4% des lésions de bas grade
et 39,3% des ASCUS. Les cols normaux sont porteurs de 10% de ces virus (figure 5.1). I1

faut noter qu’environ 25% des femmes apparemment saines (cols normaux) portent des
virus de haut ou de bas risque.

90
80 OHPV Négatif B HPV-BR + B HPV-HR +
70
60
50
40
30
20
10
0 []
Normale bas grade ASCUS haut grade

n=101 n=261 n=28 n=160

Prévalence HPV

Figure 5.1 — Détection des HPV par PCR conventionnelle dans les 449 lésions précancéreuses et
les 101 cas témoins déterminées par cytologie et/ou histologie.

5.1.2 Performances du test HPV au niveau CIN2+

Les parametres du test HPV par la technique PCR sont estimées par le calcul des diffée-
rents parametres entre les cas de lésions de haut grade par rapport au témoins normaux.
Ces performances sont résumées ci-dessous :

— La sensibilité du test HPV est la probabilité que le virus oncogene (HPV-HR) soit

détecté si la patiente porte la lésion de haut grade (CIN2+). L'exemple du tableau
5.1 montre que parmi les 160 cas de ces lésions, 127 se sont révélés positifs en HPV-

HR. Parmi les 101 femmes a cols normaux, environ 76 se sont révélés négatifs en
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HPV. Dans ce cas, la sensibilité est de 79,38%.

— La spécificité du test est la probabilité que le HPV-HR soit absent si la patiente ne
présente pas de 1ésion de haut grade. Elle est dans cet exemple de 35,4%.

— Lavaleur prédictive négative ou VPN est de 90.9%. C’est la probabilité que le sujet
soit indemne de la maladie si ’'HPV-HR est absent.

— La valeur prédictive positive (VPP) du test HPV pour la détection des lésions de
haut grade est la probabilité que la patiente présente une lésion si ’'HPV-HR est
détecté; C’est le rapport entre les vrais positif et la somme des vrais et des faux

positifs. Dans ce cas, elle est de 92,7%.

5.1.3 Odd-Ratio HPV/cancer du col utérin

L’'odd ratio est I'indice de dépendance entre l'apparition de la 1ésion de haut grade et la
positivité du test HPV. 11y’ a 29,25 fois (95% CI : 18,01 a 80,83) plus de patientes malades
par rapport aux sujets sains HPV positifs que de patientes malades par rapport aux sujets
sains HPV négatifs.

L’Odd-Ratio permet de déterminer si le statut HPV-positif est un facteur de risque pour
le développement d’un cancer du col utérin. Pour une série de 160 patientes présentant
des lésions de haut grade (CIN2+) ou des cancers du col utérin, ce rapport est calculé
en prenant comme témoins les 101 femmes ayant des cols normaux. Ainsi, l'exposition a

I’HPV est un facteur de risque cliniquement pertinent dans les cancers du col de 'utérus.

5.1.4 Comparaison entre test HPV et cytologie

Les résultats obtenus par le test HPV (PCR ou HC2) sont comparés a ceux obtenus
par cytologie pour estimer la capacité des deux techniques a détecter les lésions précan-
céreuses. L’étude a porté sur 159 prélevements du col utérin (frottis et grattages). Les
résultats cytologiques positifs ont été confirmés par histologie.

La figure 5.2 met en évidence les différences de sensibilité entre les deux tests. La PCR
(ou HC2) permet de détecter les HPV-HR dans 90% des lésions de haut grade. Par contre,
la cytologie ne détecte ces lésions que dans 64,8% des cas (le taux de faux négatifs est
de 35,1% versus 10,63 pour les tests HPV). Prés de 94% des résultats négatifs par cy-
tologie étaient confirmés négatifs par histologie. La sensibilité et la spécificité des deux
techniques sont, dans ce cas, calculées :

— la sensibilité

— du test HPV est de 89,4%,

— de la cytologie est de 67,9%;
— la spécificité

— du test HPV est de 71,4%,

— de la cytologie est de 92,3%.
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Figure 5.2 — Comparaison des tests de dépistage du cancer du col utérin : Test HPV (PCR+HC2)
versus cytologie testés sur 159 cas dont 28 cas témoins.

La comparaison des performances des deux tests fait apparaitre une meilleure sensibi-
lité du test HPV et une meilleure spécificité du frottis pour la détection des 1ésions CIN2+
(CIN2, CINS3, CIS).

5.1.5 Recherche des HPV dans les cas ASCUS

Le test HPV est également appliqué a un échantillon de 28 lésions classées comme étant
des frottis cervico-utérins douteux (présence de cellules de signification indéterminée,
connues sous le terme ASCUS) (figure 5.3). Des cas de cols normaux au nombre de 16

sont pris comme témoins.

&

Figure 5.3 — Comparaison de la prévalence de I'infection HPV-HR entre les 28 cas ASCUS et les
16 témoins

ONégatif
OHPV-BR
EHPV-HR

Dans cet échantillon, pres de la moitié (42,85%) des ASCUS se sont révélés positifs en
HPV-HR (figure 5.3). Le reste de ces cas est soit HPV-BR positif (25%), soit totalement
négatif (32,14%). La figure 5.3 montre que le pourcentage des cas HPV négatifs dans les

cols révélés comme étant sains par cytologie et/ou histologie est plus important (75%).
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5.1.6 Comparaisons des tests AMPLICOR-Roche et HC2

Un total de 423 frottis, grattages ou biopsies ont été prélevés chez des femmes agées
de 27 a 65 ans. Ils ont été étudiés simultanément par AMPLICOR-Roche et HC2 pour la
détection des HPV a haut risque. La figure 5.4. montre que la PCR-AMPLICOR a révélé 58
cas positifs (13,71%) en HPV-HR. I'HC2 en a révélé un nombre tres proche (56 cas), soit
13,24%. Les deux techniques permettent la détection des HPV avec une bonne sensibilité.
Il n’y a pas de différence significative entre les seuils de détection des tests (p<0,001).
Cependant quelques divergences mineures (6 cas) sont notées :

— Deux cas positifs (une 1ésion de haut grade et une lésion de bas grade persistante)

avec le test AMPLICOR n’ont pas été détectés par HC2.

— Quatre cas de lésions bas grade (dont 'une est persistante) positifs avec le HC2

n’‘ont pas été détectés par le test PCR AMPLICOR.
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Figure 5.4 — Détection des HPV-HR dans les 423 prélevements cervicaux : comparaison entre 2
tests utilisés (PCR-AMPLICOR et HC2)

5.1.7 Charge virale estimée par 'HC2

La charge en ADN des HPV dans les lésions est estimée par HC2. Ce test est semi-
quantitatif, capable de fournir une estimation relative de la charge virale, calculée en
unités relatives de luminescence (RLU). Dans cette étude, 109 échantillons cervicaux pré-
levés chez des femmes dont le col est 1ésé (Iésions précancéreuses ou cancer invasif) ou
non (cols normaux) sont utilisés. Les lésions sont, au préalable, détectées par cytologie,
puis, en cas de nécessité, par histologie. Ces cas sont répartis comme suit :

— 14 cas de col normaux,

— 16 lésions de bas grade,

— 21 lésions de haut grade,

— 58 cas de carcinomes épidermoides.
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Les résultats de la charge virale sont présentés sur la figure 5.5. La charge virale enre-
gistrée dans les cas de cancer et dans les 1ésions de haut grade est d’au moins 15 fois plus
élevée que celle des témoins. Les charges mesurées dans les cas normaux et les 1ésions de

bas grade ne semblent pas différentes.
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Figure 5.5 — Estimation semi-quantitative de la charge virale en unité de luminescence dans les
109 prélevements cervicaux selon les différents groupes de sujets. CN : col normaux,
LSIL : 1ésions de bas grade, HSIL : 1ésions de haut grade, SCC : carcinome épider-
moide invasif
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5.1.8 Génotypage des HPV-HR

La détection des génotypes a concerné 87 biopsies recueillies de 2002 a 2011. Elle a été

réalisée par PCR-AMPLICOR et la technique INNO-LiPA.

Les deux techniques utilisées sont les suivantes :

— La PCR AMPLICOR (Roche), suivie d'une hybridation par des sondes qui détectent
2 groupes de génotypes, les HPV de bas risque (HPV 6, 11...) et les HPV de haut
risque (HPV 16, 18...). La figure 5.6 résume les résultats obtenus sur 31 biopsies de
carcinomes épidermoides.

La technique AMPLICOR a permis de déterminer deux groupes d’HPV (haut risque
et bas risque). Appliquée sur 31 biopsies, elle a révélé la présence d’"HPV-HR (16
et/ou 18) dans 67,74% des cas. Environ le 1/5eme des biopsies sont positives en
HPV-BR (HPV 6 et/ou 11). La technique utilisée ne détecte pas les autres génotypes.

— Le test INNO-LiPA, capable d’identifier un ou plusieurs génotypes d’'HPV (25 gé-

notypes au maximum), est appliquée sur 56 autres biopsies de carcinomes épider-

moides du col de 'utérus.

/" Autres HPV
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pelrlrlilil gy

Figure 5.6 — Détection des génotypes d’HPV par PCR AMPLICOR dans 31 carcinomes épider-
moides du col de 'utérus par des sondes de groupe.

Le tableau 5.2 montre soit des infections uniques (mono-infection), soit des coinfec-
tions (association de deux ou plusieurs types d’"HPV). HPV-HR a été détecté seul dans
32 biopsies soit dans 57,14% des cas. Une association de 2 a 4 génotypes a été observée
dans 18 biopsies soit dans 42,86% des cas :

— 4 génotypes dans 1 biopsie,

— 3 génotypes dans 3 biopsies,

— 2 génotypes dans 14 biopsies.

Les 72 HPV ont été détectés dans 56 biopsies HPV-HR positives :
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Tableau 5.2 — Répartition selon les génotypes des 14 HPV-HR détectés dans 56 biopsies
de cancer du col de 'utérus

HPV | Associés | Seuls | Total
16 19 10 29
18 8 4 12
39 5 4 9
45 1 4 5
68 0 4 4
31 1 1 2
35 1 1 2
33 2 0 2
52 2 0 2
25 1 0 1
51 0 1 1
56 0 1 1
58 0 1 1
59 0 1 1

Total 40 32 72

— L’HPV16 seuls ou associés est trouvé dans 51,78% des cas. LHPV 18 est retrouvé
dans 21,42% des cas. Les génotypes 16 et 18 sont donc présents dans 73,2% des cas
(figure 5.7).

— L’HPV 39 est détecté seul ou associé 7 fois soit dans 16,1% des cas.

HPV1 | 51,78%

HPV18
HPV39

HPV45

HPV68
HPV31

Génotypes

HPV35

Figure 5.7 — Pourcentage des différents génotypes d’HPV détectés par la technique INNO-LiPA
dans les 87 biopsies du carcinome épidermoide du col utérin.
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5.1.9 Séquencage de quelques souches détectées

Vingt biopsies paraffinées de carcinomes épidermoides du col de 'utérus prélevées
au CHU de Sétif ont été étudiées. Les génotypes des HPV sont déterminés par hybrida-
tion INNO-LiPA. Les 20 biopsies examinées sont toutes HPV positives, dont 11 du type
HPV16, parmi lesquelles 2 coinfectées (HPV5 et HPV95). Quatre cas sont positives en
HPV18 et 2 biopsies abritent 'HPV39. Les 3 cas restants sont respectivement positifs en
HPV33, HPV25 et HPV52 (tableau 5.3).

Tableau 5.3 — Génotypes des HPV-HR détectés dans 20 biopsies de cancer du col de
l'utérus

génotypes HPV16 | HPV16/5,95 | HPV18 | HPV39 | HPV 33 | HPV25 | HPV52
nombre de cas 9 2 4 2 1 1 1

Les séquences L1 amplifiées sont d’abord séparées par électrophorese capillaire pour
visualiser les bandes d’amplification (figure 5.8). Les amplicons issus des amorces FAP

sont de 230 pb environ, par contre les amorces MY donnent des amplicons de 450 pb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
TopMar:g(r)i_ oo i s s s R <2 e R L s rscanes R o S s

3gg1 jannsasss: [ eonaase] Amplicon MY: 450bp

4

4 :

(| Amplicon FAP: 230bp

200 4
100 4

Figure 5.8 — Electrophorése capillaire des séquences L1 destinées au séquengage. Les colonnes
2, 3 et 4 représentent des biopsies positives en ADN L1 amplifié par les amorces
MY09/11. La colonne 6 montre un cas positif en ADN L1 amplifié par les amorces
FAP. Les colonnes 1, 5, 7, 8 et 9 indiquent des résultats négatifs.

Les séquences nucléotidique et peptidique des régions amplifiées sont obtenues a ’aide
du logiciel Sequencher 4.7 ; les résultats obtenus en utilisant les amorces FAP sont pré-
sentés sur la figure 5.9, tandis que ceux obtenus par les amorces MY(09/11 sont indiqués

dans la figure 5.10.
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Les séquences nucléotidique et peptidique obtenues ont été comparées a des séquences
de référence de la base de données Genbank au moyen du programme BLASTN 2.2.26,
disponible sur le site de la NCBI (http ://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Le BLAST
donne une séquence de référence avec un score de similarité. Le score obtenu est supé-

rieur ou égal a 200 (figure 5.12), indiquant une similitude de 99%.

Séquence obtenue apres traitement par Sequencher 4.7

FAP

Séquence en bases
CTAGGTCTGCAGAAAACTTTTCCTTTAAATTTACTTCCCAAAAAGTGTATTTTT
TAAGGGGATCTTCTTTAGGTGCTGGAGGTGTATGTTTTCGACAAGCAATTGCC
TGGGATGTTACAAACCTATAAGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTGGGGGAGGTTG
TAGACCAAAATTCCAGTCCTCCAAAATAGTGGAATTCATAGAATGTATGTATG
TCATAACGTCTGCAGTTAAGGTTATTTTGCACAGTTGAAAAATAAACTGTAAA
TCATATTCCTCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAAAGTTAGTATTTTTATATGTA
GTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGT
ATCAACAACAGTAACAAATAGTTGGTTACCCCAACAAATGC

Séquence en acides aminés
LGLQKTFPLNLLPKKCIF.GDLL.VLEVYVFDKQLPGMLQTYKYLLVCLLGEVVDQ
NSSPPK.WNS.NVCMS.RLQLRLFCTVEK.TVNHIPPHVVGTP.S.YFYM.FLK.IWQHI
MTYLYCV.YQQQ.QIVGYPNKC

Figure 5.9 — Séquences nucléotidique et peptidique partielle du gene L1 amplifiée par les
amorces FAP.

Séquence obtenue apreés traitement par Sequencher 4.7

MY09/11

Séquence en bases
TTAACWGTGGGGCATCCKTATTTCAATGTATATAATAATACTGGTGATAAGCTTG
AGGTCCCTAAGGTTTCAGGAAATCAACACAGAGTATTTCGCCTAAAATTACCAGA
TCCCAACAGATTTGCATTAGCTGATATGTCTGTTTACAACCCTGACAAAGAACGT
TTGGTTTGGGCCTGTAGAGGCTTAGAAATAGGTAGGGGCCAGCCATTGGGTGTAT
TAACTGTGGGGCATCCTTATTTCAATAAAGTAAAAGATACAGAAAACAGTAATGC
ATACATAACATTTTCTAAAGATGACAGACAGAATACATCCTTTGATCCTAAACAA
ATCCAAATGTTCATTGTAGGATGCACACCTTGCATAGGAGAGCATTGGGATAAAG
CTGTGCCTTGTGCAGAAAATGACCAGCAAATTGGCCTTTGTCCTCCTATTGAATTA
AAAAACACATATATAGAAGATGGCGACATGACAGATATWGGAAAACAGTAATG
CATACATAACATTTTCTAAAGATGACAGACAGAATACATCCTTTGATCCTAAACA
AATCCAAATGTTCATTGTAGGATGCACACCTTGCATAGGAGAGCATTGGGATAAA
GCTGTGCCTTGTGCAGAAAATGACCAGCAAATTGGCCTTTGTCCTCCTATTGAATT
AAAAAACACATATATAGAAGATGGCGACAT

Séquence en acides aminés
LTVGHPYFNVYNNTGDKLEVPKVSGNQHRVFRLKLPDPNRFALADMSVYNPDKERL
VWACRGLEIGRGQPLGVLTVGHPYFNKVKDTENSNAYITFSKDDRQNTSFDPKQIQM
FIVGCTPCIGEHWDKAVPCAENDQQIGLCPPIELKNTYIEDGDMTDIGKQ.CIHNIF.R.Q
TEYIL.S. TNPNVHCRMHTLHRRALG.SCALCRK . PANWPLSSY.IKKHIYRRWRH

Figure 5.10 — Séquences nucléotidique et peptidique partielle du gene L1 amplifiée par les
amorces MY09/11.
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L’analyse BLASTN, a montré que la séquence nucléotidique de nos isolats présente une
homologie de 99% comparées a celles des 108 isolats disponibles dans la base de données
Genbank (figures 5.11, 5.12). Quelques exemples sont cités ci-dessous :

— la séquence italienne (JF728183.1)

— la séquence thailandaise (FJ610151)

— les séquences canadiennes (GQ4658980, GQ4658986, GQ4658988),

— la séquence mexicaine (FJ797055),

— la séquence chinoise (FJ006723)

— la séquence de la Serbie (FJ797055),

— la séquence d’Australie (DQ469930),

— la séquence des USA (AF534061),

— la séquence de I’Afrique du Sud (AY177679),

— la séquence du Japon (EU911665)

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
40-50 50-80 80-200 »>=200

Figure 5.11 — Rapport de taxonomie de 'HPV 16 détecté. La séquence analysée est de 414 nucléo-
tides de long. Le score de chaque alignement est divisé en 5 couleurs différentes, et
les alignements sont placés dans l'ordre des meilleurs scores. La clé de couleur cor-
respond au score d’alignement de la séquence nucléotidique avec les séquences de
référence de la base de données (Genbank, NCBI) en utilisant une analyse BLASTN

(les lignes rouges indiquent une similarité avec les souches de référence de pres de
100%.
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Cet alignement a permis de classer tous les HPV détectés dans le genre alpha :
— les génotypes -16, -33 et -35 dans le groupe a-9,
— les génotypes -18, -39 et -59 dans le groupe a-7.

gb|JF728183.1| Human papillomavirus type 16 isolate MI 91 03 L1 protein gene,
partial cds
Length=1318

Score = 760 bits (411l), Expect 0.0
Identities = 413/414 (99%), Gaps = 0/414 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 CTAGGTCTGCAGAAAACTTTTCCTTTAAATTTACTTCCCAAAAAGTGTATTTTTTAAGGG 60

Frrrrerrrrrrrrrerrrerrrerr et e e e e e e e e e
Sbjct 1309 CTAGGTCTGCAGAAAACTTTTCCTTTAAATTTACTTCCCAAAAAGTGTATTTTTTAAGGG 1250

Query 61 GATCTTCTTTAGGTGCTGGAGGTGTATGTTTTCGACAAGCAATTGCCTGGGATGTTACAA 120

Lrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrr rerrrr e e e e e rrrnd
Sbjct 1249 GATCTTCTTTAGGTGCTGGAGGTGTATGTTTTTGACAAGCAATTGCCTGGGATGTTACAA 1190

Query 121 ACCTATAAGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTGGGGGAGGTTGTAGACCAAAATTCCAGTCCT 180

Frrrererrreerrrreerrrerrrrrerrrrreerrrr et e e
Sbjct 1189 ACCTATAAGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTGGGGGAGGTTGTAGACCAAAATTCCAGTCCT 1130

Query 181 CCAAAATAGTGGAATTCATAGAATGTATGTATGTCATAACGTCTGCAGTTAAGGTTATTT 240

Lrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e rrr e e
Sbjct 1129 CCAAAATAGTGGAATTCATAGAATGTATGTATGTCATAACGTCTGCAGTTAAGGTTATTT 1070

Query 241 TGCACAGTTGAAAAATAAACTGTAAATCATATTCCTCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAA 300

Frrrerrrrreerrrreerrrerrrrrerrrrrer et et e e e
Sbjct 1069 TGCACAGTTGAAAAATAAACTGTAAATCATATTCCTCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAA 1010

Query 301 AGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATTTG 360

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr et e e e e e e e e e
Sbjct 1009 AGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATTTG 950

Query 361 TACTGCGTGTAGTATCAACAACAGTAACAAATAGTTGGTTACCCCAACAAATGC 414

FErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e et e et e e e
Sbjct 949  TACTGCGTGTAGTATCAACAACAGTAACAAATAGTTGGTTACCCCAACAAATGC 896

Figure 5.12 — Alignement de la séquence L1 du HPV16 avec une séquence de référence déposée
dans la base de donnée "GenBank". La comparaison est effectuée par le logiciel
BLASTN 2.2.26
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5.2 Discussion de l'intérét du tests HPV dans le

dépistage

5.2.1 Dépistage du cancer du col de l'utérus en Algérie

Ce travail présente les données portant sur la prévalence, chez les femmes algériennes,
de l'infection du col de 'utérus par les papillomavirus. Les résultats obtenus pourraient
constituer une base pour le renforcement et 'amélioration de la prévention du cancer du
col de l'utérus. L’Algérie n’a pu atteindre les résultats escomptés malgré la mise en place
d’un programme national de dépistage des lésions cancéreuses et précancéreuses du col.
Ce dépistage était basé jusqu’a ces dernieres années sur l’étude cytologique du frottis
cervico-utérin (FCU) réalisé a intervalle régulier dans la vie d’'une femme. Ce programme
a provoqué un recul important de l'incidence de la maladie dans les pays développés.
Cependant, il s’est montré totalement inefficace dans les autres pays. Cet échec est da a
des raisons communes a tous les pays en voie de développement, en particulier :

— Vlinsuffisance de la couverture par le FCU,

— l'imperfection du test FCU utilisé pour le dépistage.

Insuffisance de la couverture de population cible en Algérie

Selon la direction de la santé et de la population au ministére de la santé (bilan 2001-
2007), le dépistage n’atteint que 10,04 pour 100.000 femmes de la population cible, mal-
gré la création depuis 2001 de 143 unités de cytodiagnostic et la formation de 290 cy-
totechniciens. En effet, 4 femmes décedent chaque jour en Algérie du cancer du col de
I'utérus. Au total, 1.600 cas sont enregistrés chaque année a travers le pays et entre 80
et 90% des femmes ont atteint un stade avancé de la maladie [Sadouki et al., 2010b]. En
revanche, sur le plan des capacités de prise en charge de ces nombreux cas, il n’existe
que 3 centres spécialisés pour tous les types de cancer, d’ou l'insuffisance du suivi des cas
averés.

La plupart des cas incidents (90%) sont associés a ’absence du dépistage ou a un dépis-
tage déficient. Chez la faible proportion des femmes dépistées, environ 25% d’échecs de
dépistage sont dus a des défaillances dans le prélevement ou a un frottis ininterprétable
[Sadouki et al., 2010Db].

Le méme constat est observé dans les pays développés. En effet, I'étude de Sawaya and
Grimes [1999] indique que 50% des 15.700 femmes américaines qui avaient développé
en 1999 un cancer du col n'avaient pas bénéficié d’un test de dépistage et 10% n’avaient
pas respecté l'intervalle de temps requis entre les dépistages. Dans une autre enquéte
réalisée dans le Bas-Rhin (France) 46% des carcinomes malpighiens étaient survenus chez

des femmes non dépistées, 9,2% chez des femmes n’ayant pas respecté 'intervalle requis
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et 20,7% chez des femmes ayant un frottis antérieur normal datant de moins de 3 ans
[ANAES, 2004].

Imperfection du test FCU

La qualité de ce test cytologique souffre de quelques anomalies dans sa réalisation, dans

sa lecture, dans son interprétation ainsi que dans sa sensibilité.

— Anomalies dans la réalisation du frottis. Ces anomalies sont dues a la réalisation
de prélevements paucicellulaires, a la mauvaise fixation des cellules sur les lames
de prélévement ou a l'altération des cellules par des éléments inflammatoires ou
hématiques. Le systeme de Bethesda exige que le compte rendu cytologique doit
apporter l'appréciation sur la qualité du frottis qui peut étre : de bonne qualité,
ininterprétable, limite (satisfactory but limited) [Dachez and Lefot-Mosse, 2003].
Le rapport de la direction de la santé et de la population en Algérie indique que
75% de frottis sont de bonne qualité et 15,8% sont limites. Le taux de frottis in-
interprétables est trop élevé (9%); il devrait étre de 1 a 2% selon ’ANAES [2004].

— Erreurs de lecture ou d’interprétation. Les résultats ne sont souvent pas reproduc-
tibles en partie a cause de la subjectivité du cytologiste [Stoler and Schiffman, 2001].
Le pourcentage des faux-négatifs est dans 1/3 des cas dii a des erreurs de lecture ou
d’interprétation [Autillo-Touati et al., 1992]. La différence de prévalence dans les
résultats obtenus pourrait étre due, en partie, a un sur-diagnostic cytologique et/ou
colposcopique des lésions classées haut grade alors qu’elles ne sont peut-étre que
des lésions bas grade. Cette éventualité a été signalée par différents [ANAES, 2002,
Monsonego, 2007].

— Manque de sensibilité du test. Selon la méta-analyse de Fahey et al. [1995] reprenant
62 études, la sensibilité du FCU dans le dépistage de premiere ligne des lésions
cervicales n'excéde pas 58%. Quant a Cuzick et al. [2006], dans sa méta-analyse sur
les pays d’Europe et d’Amérique du Nord la sensibilité globale du FCU est de 53%.
La sensibilité du frottis s’est avérée médiocre dans le suivi des femmes traitées pour
CIN2/3, elle n’est que de 51% pour Jeronimo et al. [2014]. Ce test pose le probléme

des faux négatifs et laisse donc le processus tumoral actif se développer.

En 1998, ’ANAES a évalué les performances du frottis conventionnel a partir de I’ana-
lyse d’articles publiés entre 1992 et 1998 [Renshaw, 2003]. Les résultats de cette étude
montrent que la sensibilité du frottis conventionnel varie de 32 a 73% s’il s’agit d’une
dysplasie de bas grade (CIN 1); elle varie de 32 a 98% si la lésion détectée est de haut
grade (CIN 3). En cas de dysplasie de bas grade la spécificité varie de 40 a 83% et de 57
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a 82% en cas de dysplasie de haut grade. Il existe ainsi une fourchette de résultats assez
large, ce qui pose le probléme du controle de la qualité des résultats cytologiques. Dif-
férentes propositions ont été faites pour réduire ces valeurs : relecture de ’ensemble des
frottis (trop de lectures!), relecture de 10% des frottis pris au hasard [Renshaw, 2003]
relecture rapide de I'ensemble des frottis [Herbert et al., 2007] ou relecture ciblée d’une
population a haut risque [Koss, 1993].

Les faux positifs sont évalués entre 2 et 8% [De May, 1997]. Ils sont plus faciles a déceler
car ils peuvent étre rattrapés par la colposcopie ou I'histologie. Cependant, ils nécessitent,
la réalisation d’explorations complémentaires et parfois un traitement inadapté et plus
agressif, ce qui génere souvent un stress important chez les patientes. Il a été proposé de
réaliser une colposcopie en cas de frottis présentant une anomalie mais cette exploration
a une faible spécificité ce qui limite son intérét en cas des lésions mineures (CIN 1) car le
diagnostic histologique est peu reproductible.

En Algérie, peu de données fiables portant sur la sensibilité du FCU sont disponibles.
Une étude portant sur 37 cas de lésions haut grade histologiquement confirmés indique
une sensibilité a détecter des lésions CIN2+ de 64,9% [Sadouki et al., 2010a,b]. L’étude
de 465 biopsies prélevées a ’hopital de Zéralda et diagnostiquées par histologie indique
que le FCU n’a détecté que 52,2% des lésions de haut grade. Ces données doivent étre
prises avec beaucoup de prudence car il existe un biais dans la sélection hospitaliere des
patientes qui ont subi la biopsie [Boudriche, 2014]. Ce manque de sensibilité est pallié
par la répétition des tests : deux tests avec un intervalle d’un an puis un test tous les trois
ans. Cet intervalle entre les dépistages est peu respecté, particulierement dans les pays en
voie de développement. Il ressort du rapport de la Direction de la population que seules
15% des femmes algériennes testées la premiére fois reviennent effectuer le second test.

Beaucoup d’efforts ont été fournis pour améliorer le test cytologique. Le frottis en mi-
lieu liquide permettant d’avoir un nombre suffisant et homogene de cellules cervicales
constituait un réel espoir. Cependant, la sensibilité obtenue n’a pas été meilleure que
celle du frottis conventionnel [Reithmuller et al., 2008, Castle et al., 2011].

I1 semble donc nécessaire d’élargir la stratégie du dépistage a la recherche du principal
agent causal du cancer du col utérin : 'HPV-HR oncogéne [Davey et al., 2014]. Bien que de
nombreuses souches d’HPV-HR soient impliquées dans la genése du cancer du col utérin,
les souches 16 et 18 sont les plus intéressantes a rechercher car elles sont retrouvées dans
plus de 70% des cancers invasifs et des lésions de haut grade. d’ou l'intérét de rechercher
la présence de ce virus par un test biologique simple, fiable et reproductible, le test HPV
[Winer et al., 2012].

Le développement de la tumeur cervicale n’est pas seulement di a l'infection par les
HPV-HR, mais a la persistance de ces virus [Monsonego, 2007]. Le choix du test HPV
devient une nécessité pour détecter cette persistance qui serait le facteur de risque le plus

important de développer une lésion précancéreuse de haut grade [Stanley and Sterling,
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2014].

5.2.2 Performances du test HPV

La sensibilité et la spécificité obtenus par les tests HPV (PCR ou HC2) a détecter les
lésions de haut grade par rapport aux résultats cyto-histologiques seront discutés.

Sensibilité du test HPV

La sensibilité du test HPV (PCR ou HC2) appliqué aux frottis, grattages et biopsies sur
les 1ésions précancéreuses du col diagnostiquées histologiquement est de 79,38%. Ces
données sont particulierement retrouvées dans les pays non industrialisés, ou la sensibi-
lité varie entre 30 a 80% [Seoud et al., 2009]. Cette sensibilité s’éleve a 96% en Europe et
aux USA [Bhatla and Moda, 2009]. Elle serait de 78,9% a 100% selon ANAES [2004] et de
68% a 95,5% selon Rousseau et al. [2000].

Les résultats concernant la sensibilité du FCU sont divergents et varient de 20% a 78%
[Monsonego, 2007, Cuzick et al., 2008]. Le test HPV reste le plus sensible a détecter les
lésions de haut grade [Monsonego, 2007, Cuzick et al., 2008, Lorincz and Richart, 2003].

Comparativement au test HPV (sensibilité=89,4%), le FCU réalisé dans notre étude
a une sensibilité de 67,9%. Cette faible sensibilité a été rapportée par d’autres auteurs
[Rousseau et al., 2000, Lérincz and Richart, 2003].

Spécificité du test HPV

La spécificité du test HPV est dans notre étude de 71,4% avec les tests PCR convention-
nelle seule ou PCR-HC2 confondus. Par contre, le FCU semble plus spécifique (92,3%) a
détecter une lésion précancéreuse. Sa spécificité est bien meilleure que celle du test HPV
selon la majorité des études [Rousseau et al., 2000, Lorincz and Richart, 2003, Bhatla and
Moda, 2009]. Cette spécificité va de 69 a 96% selon la revue de Rousseau et al. [2000]. Il
existe des différences dans les résultats de la spécificité du test FCU [Cuzick et al., 2008,
Bhatla and Moda, 2009]. Cette divergence dans les résultats pourrait étre due a différents

facteurs : age des patientes, techniques utilisées, environnement.

Effet de 'Age des patientes

Le test HPV serait plus spécifique au dela de 30 ans chez les femmes infectées par
les HPV-HR. En effet, Schiffman et al. [2000] relévent une sensibilité et une spécificité
plus élevées chez les femmes agées de plus de 41 ans comparées aux plus jeunes (31-40
ans).Cuzick et al. [2008] retrouvent une spécificité plus élevée (94,6%) chez les femmes
de plus de 35 ans par rapport a celle observée chez les femmes tout age confondu (90,7%),

tandis que la sensibilité reste la méme.
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En dehors de toutes pratiques cytologiques, un test HPV positif chez une femme de
moins de 30 ans ne doit pas susciter immédiatement une colposcopie en raison de la
forte prévalence de l'infection HPV chez les femmes jeunes. On admet que de 25 a 40%
des femmes, agées de 15 a 25 ans, sont porteuses d’"HPV-HR sans forcément présenter des
lésions sous-jacentes [Halfon et al., 2013].

Apres I’age de 30 ans, les patientes présentant les signes ci-dessous doivent étre suivies
de plus pres :

— Persistance de l'infection a HPV-HR apres 2 prélevements a 9 ou 12 mois d’inter-
valle : la persistance de I'infection HPV-HR est considérée comme 1'un des criteres
objectif et significatif permettant d’évaluer le risque de la patiente a avoir une lésion
sous-jacente précancéreuse actuelle ou future [Gosvig et al., 2013].

— Charge virale pour 'ADN HPV-HR élevée : il est démontré que comparé aux cols
normaux et apres 1’age de 30 ans, la charge virale élevée est significativement cor-
rélée aux lésions précancéreuses [Theelen et al., 2013].

— La présence de marqueurs viraux (en cours d’évaluation), en particulier les ARNm
des HPV-HR, les oncoprotéines (E6 et E7), le dysfonctionnement de la p16 et la
méthylation des promoteurs viraux ou cellulaires permettrait de mieux évaluer le

risque chez les patientes présentant un HPV-HR positif [Tornesello et al., 2013].

La moyenne d’age a laquelle est enregistrée la plus grande prévalence d’infection HPV
se situe dans un intervalle de 15 a 30 ans. Le pic de fréquence des HPV oncogenes est
variable selon les auteurs :

— 14,2% entre 15 et 20 ans d’apres Ludicke et al. [2001];

— 24% entre 20 et 25 ans selon Sellors et al. [2000];

— 19,4% entre 25 et 29 ans dans la série de Boulanger et al. [2004].

La prévalence d’infection diminue progressivement avec l’age. Au-dela de 35 ans, elle
serait de 1,5% pour Cox [1996], de 4,8% pour Meijer and Van den Brule [1992] et de
9,6% pour Sellors et al. [2000]. Dans ’étude de Boulanger et al. [2004], la diminution est
beaucoup moins rapide et le portage reste aux alentours de 15% jusqu’a 40 ans, supérieur
a 10% jusqu’a 55 ans et reste stable (8%) apres cet age.

L'infection par les HPV-HR étant moins fréquente chez les femmes de plus de 30 ans.
Le test HPV, dans ce cas, aurait une meilleure spécificité. Ce test est, par conséquent,
conseillé apres cet age. Il est moins conseillé pour les plus jeunes afin d’éviter le sur-

diagnostic

Influence de la technique utilisée sur la spécificité

La détection de ’ADN viral est complexe en raison de la multiplicité des génotypes

HPV infectant le col de 'utérus. Différentes techniques ont été mises au point au cours
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des trois dernieres décennies. Les techniques utilisées au niveau du laboratoire de I'IPA

sont discutées.

a) Southern-blot: La technique du Southern-Blot a été utilisée par ’équipe du Profes-
seur Bouguermouh pour la détection spécifique des génotypes 16, 18, 6, 11. Elle permet
la détection de 0,1 copie virale par cellule. La révélation de l'intégration du génome du
virus dans les chromosomes cellulaires est possible par cette technique. Ce résultat ob-
tenu en 1989 reste jusqu’a présent d’actualité. Meguenni et al. [1992] ont montré que
parmi 7 lésions cancéreuses étudiées, 5 révélaient une intégration probable du génome
viral HPV16 dans le génome des cellules cervicales. Il est bien connu que l'intégration du
génome viral soit un événement important dans la transformation et la cancérisation de
la cellule, les oncogenes viraux (E6 et E7) ne sont plus réprimés dans ce cas. Bien qu’elle
fournisse 'information d’un mauvais pronostique quant a 1’évolution de la lésion, cette
technique n’est plus utilisée pour le dépistage pratique car elle est lourde, complexe et
nécessite une importante quantité d’ADN.

b) PCR : Différentes PCR ont été mis au point faisant appel a des amorces spécifiques
communes aux différents HPV. Les PCR les plus fréquemment utilisées font appel aux
amorces a large spectre. Elles permettent de répondre a la grande variété des génotypes
HPV muqueux chez I’homme. Ces amorces ciblent une région trés conservée (le gene L1,
codant pour la protéine majeure de la capside virale). Les amplicons obtenus sont de
différentes tailles (figure 2.13):

— 450pb (MY09/MY11), PGMY [Saini et al., 2009]

— 150 pb (GP5+/GP6+) [Lorincz and Richart, 2003]

— 65pb (SPF10) [Cornall et al., 2014]

— 230 pb FAP [Lorincz and Richart, 2003]

— 160 pb Roche HPV AMPLICOR

Dans ce travail, les PCR ont été utilisées avec les amorces MY9/MY11 qui, avec des nu-
cléotides dégénérés, permettent de compenser les variations au site d’hybridation. Ce sys-
téeme donne toutefois des résultats susceptibles de varier d’un lot de fabrication a l'autre
[Gravitt et al., 2000]. Il favoriserait en outre dans les infections multiples, la détection de
certains génotypes aux dépens des autres [Capovilla and Clavel, 2003].

Les prévalences HPV-HR trouvées dans cette étude sont moins élevées comparative-
ment a celles retrouvées en Europe et aux USA. Ceci pourrait étre expliqué en partie par
le systeme PCR-MY09/11 que nous avons utilisé et qui semble étre moins sensible que
le test GP5+/GP6+ [Munoz et al., 2003, Remmerbach et al., 2004]. Par ailleurs, la com-
plexité de la PCR conventionnelle rends plus difficile sa standardisation.

Le test HPV PCR-AMPLICOR détecte les mémes génotypes d’"HPV que le HC2. Il semble

apporter une amélioration par rapport a la PCR conventionnelle. Relativement, relative-
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ment plus simple dans son exécution, il génere un amplicon de 160 pb et renferme un
controle ADN de la g globine susceptible de renseigner sur la qualité du prélevement
cellulaire. Sa sensibilité est de 100 copies/ml.

Les points suivants seront discutés :

— les performances de 'HC2

— les performances de la PCR conventionnelle

— les performances du test AMPLICOR et sa comparaison avec I’'HC2

— La PCR spécifiques HPV 6-11 et 16-18 dans le suivi des lésions précancéreuses

c)HC2: estuntestapprouvé par la FDA (USA Food and Drug Administration). D’autres
tests, comme le systeme Cobas 4800 de Roche, le test Cervista® HPV de HOLOGIC, ont,
plus récemment, obtenu une validation FDA. D’autres tests émergeront surement dans
I’avenir du fait des grandes avancées technologiques concernant la détection de ces virus.

Le test HC2 que nous avons utilisé permet la détection de 13 génotypes d’"HPV-HR et
de 5 génotypes d’HPV-BR dans les prélevements cervicaux. Seul le test comprenant le
cocktail des sondes HPV-HR est actuellement utilisé dans le laboratoire de I'IPA.

Bien qu’il soit encore utilisé dans les pays a ressources limités, le test HC1 (Hybride
Capture de premiére génération) semble étre moins sensible que la PCR ou I’'HC2. Des
études au niveau de I'IPA avaient souligné sa faible sensibilité comparée a celle de la PCR
(68,4% versus 82,2%). Cette plus faible sensibilité d’HC1 a été signalée depuis 1998 par
Clavel et al. [1998].

La nouvelle génération HC2 est nettement plus sensible que le FCU (89,36% contre
63,82%). Quelques auteurs [Depuydt et al., 2012, Luu et al., 2013] ont rapporté une
meilleure sensibilté du test HC2 a détecter les 1ésions CIN2+ par rapport au frottis (96 a
100% avec 'HC2 contre 44 a 78% avec le FCU). La spécificité est par contre plus basse
avec le test moléculaire comparé au FCU : 92% contre 97% respectivement Cuzick et al.
[2008]. Levert et al. [2000] avaient, également, décrits des résultats similaires ou tous les
cas de lésions de haut grade (100%) étaient associés a des HPV-HR, alors que le frottis n’a
détecté que 85,9% de ces cas. Par contre, la spécificité du test HC2 est avérée inférieure
a celle de la cytologie (86,3% contre 94% respectivement). Comparé au test de la PCR
conventionnelle, 'HC2 a les performances égales, mais plus simple d’exécution. D’autres
auteurs signalent un manque de sensibilité pour certains types HPV [Walboomers et al.,
1999, Luu et al., 2013].

La limite de détection moyenne est de 1,08 pg/ml pour les 13 génotypes d’HPV-HR;
le seuil de positivité le plus élevé est de 1,68 pg/ml pour 'HPV39 relativement fréquent
dans notre étude. Le seuil proposé est fixé a 2 pg. La sensibilité du test s’améliore sans
diminution notable de la spécificité. Le manque de spécificité peut étre di1 en partie au
fait que ce test détecte certains types HPV dont 'oncogénicité est discutée (types 53, 54,

62, 83). De faibles réactions croisées sont décrites par le producteur du kit (Digene) lui-
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méme (6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66). Les patientes dont les échantillons contiennent un

taux élevé de ces types peuvent étre considérés a tort comme positifs Ronco et al. [2006] .

Comparaison entre les tests AMPLICOR et HC2

Les résultats de I’étude comparative des tests AMPLICOR et HC2 ayant porté sur 423
prélévements sont assez proches pour les deux tests. Les deux techniques ont des sensi-
bilités comparables. La concordance reste élevée (98,5%). Des résultats similaires ont été
décrits [Mo et al., 2008, De Francesco et al., 2008, Tabrizi et al., 2012].

Ces deux techniques semblent avoir les mémes capacités a détecter les HPV-HR. Le dé-
pistage du cancer du col de 'utérus peut utiliser I’'une d’elles. Cependant, ’'HC2 semble
plus apte a étre intégrée dans les laboratoires moins équipés vu sa simplicité et sa facilité

d’exécution.

5.2.3 Test HPV et suivi des lésions

Une étude portant sur 143 patientes présentant des lésions de bas grade (CIN1) a
été menée au niveau du service de gynécologie-obstétrique de I’hopital de Zeralda. Elle
consiste a suivre des patientes, a intervalle de temps, pendant 40 mois, par un test HPV.
Les prélévements correspondants ont été examinés par les techniques du FCU, de 1a PCR-
AMPLICOR (sondes HPV 6-11 et 16-18) et de la colposcopie en cas de nécessité. Les
résultats de cette surveillance ont été exprimés en termes de stabilité de la lésion, sa ré-

gression, ou son évolution vers le cancer invasif (figure 5.13).
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Détection d'HPV-HR par PCR-AMPLICOR (Roche)

Figure 5.13 — Suivi de 143 patientes pendant 40 mois par le test HPV. Les résultats sont obtenus
lors d’une étude collaborative entre le laboratoire de I'IPA et Hopital de Zeralda,
Dr Boudriche (Hopital de Zeralda)
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Une aggravation des 1ésions est notée dans 66,7% des cas associés aux génotypes 16/18
(p < 107%). Par contre, une disparition des Iésions est observée dans 11,1% des cas. Une
disparition des lésions est retrouvée dans 63,2% des lésions (p <107°) associées aux gé-
notypes 6/11. Aucune aggravation n’est notée avec les CIN1 associées aux types 6/11.
Certaines lésions CIN1 sont restées stables. Cette stabilité est légerement plus prononcée
avec les HPV 6/11 (p < 0,01). La majorité des lésions (72,7%) sans virus disparaissent.
On note enfin 'apparition d’une lésion de bas grade chez une des 35 femmes, soit 2,9%
de cas présentant au départ un col normal.

Cette étude montre I'importance de suivre les patientes infectées par certains géno-
types, particulierement les HPV 16 et 18 qui sont détectés (seuls ou associés) dans pres
de 74% des cas. Partout dans le monde, ces deux génotypes sont prédominants, ce qui
justifie le choix d’introduire ces deux types d’HPV dans les vaccins, contre le cancer du

col (actuellement commercialisés).

5.2.4 Charge virale

La charge virale peut étre déterminée de plusieurs manieres. Le test HC2 (Digene)
dont dispose le laboratoire de I'IPA permet une évaluation semi-quantitative de la charge
virale [Lorincz et al., 2002]. Il s’agit d’'une technique assez sensible puisqu’elle est ba-
sée sur 'amplification du signal. Le seuil de détection est de 1 pg/mL (soit 5000 copies
d’HPV/ml). Le niveau de la charge virale peut étre bas (1-10 pg/mL), intermédiaire (11-
100 pg/mL) ou élevée (> 100 pg/mL) [Dalstein et al., 2003]. Bien qu’il fournisse une
évaluation semi-quantitative, le test HC2 permet une évaluation fiable de la charge virale
[Pretet et al., 2004]. Cependant, il ne différencie pas entre les différents types d’HPV dé-
tectés. Il fournit une charge virale globale, potentiellement cumulée en cas d’infections
multiples.

Les recherches concernant la charge en HPV et sa signification clinique sont discor-
dants. Dans notre série de 109 patientes, la charge virale la plus élevée est observée dans
le cas des cancers invasifs (plus de 100 pg/mL). Ces prélevements semblent étre riches
en génomes viraux. Ces résultats contredisent ceux de Schmitt et al. [2013] qui ont ob-
tenu une charge virale significativement moins élevée chez les femmes cancéreuses par
rapport a celles ayant une CIN1, une CIN2 ou une CIN3. Les femmes avec une cytologie
négative ont les charges les plus faibles. Ces auteurs argumentent leurs résultats par le
fait que dans les cas de cancer, le génome viral est souvent intégré dans celui de la cellule,
et par conséquent se réplique moins. Selon Lombard et al. [1998], 'absence de ’'HPV dans
les cellules d’un cancer du col de 'utérus serait associée a un mauvais pronostic. Le test
HPV négatif effectué sur une tumeur cervicale pourrait étre expliqué soit par 'absence
du virus dans le prélévement, soit que le génome est indétectable a cause de son intégra-

tion dans le génome de I’hote. Bien qu’il semble exister un lien entre la charge virale en
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HPV et I’évolution des cancers du col de l'utérus, tres peu d’études ont évalué I'impact de
la charge virale en HPV sur le devenir et le pronostic des cancers du col [Wanram et al.,
2009].

Nos résultats concordent avec ceux d’Edwards et al. [2013] qui ont montré que les
cancers invasifs du col utérin hébergent une quantité importante d’épisomes viraux. Si
dans notre étude la charge est plus élevée dans les cancers, ce résultat peut s’expliquer
par le nombre élevé de cellules porteuses du génome HPV (intégré ou épisomique) qui
ont proliféré de fagon clonale.

Selon les résultats de Schmitt et al. [2013], les charges virales ne différaient pas entre
CIN1 et CIN2+. Dans ce cas, la charge virale ne peut pas discriminer entre les lésions
cervicales de bas et de haut grade. D’autres études n‘ont pas montré de différence signi-
ficative entre les lésions précancéreuses du col avec une charge virale élevée et les autres
[Kim et al., 2008]. Selon de Boer et al. [2007], seule une forte expression de ’ARN messa-
ger des oncoprotéines E6 et E7 est prédictive d’'une diminution de la survie des femmes
ayant un cancer du col de stade précoce et ce indépendamment du statut ganglionnaire.

La charge virale peut étre déterminée de maniere plus précise par PCR en temps réel
[Winer et al., 2014] qui permet de calculer le nombre de copies par cellule cervicale [Sau-
nier et al., 2008]. Cette évaluation cellulaire permet pour la PCR la validation de la qualité

de I’échantillon testé. Elle semble utile pour renforcer le dépistage primaire.

5.2.5 Séquencage des souches HPV

La connaissance des séquences virales isolées fournit d’importantes informations sur
les souches qui circulent dans un espace donné. La séquence L1 des isolats d’"HPV16 que
nous avons étudié est trés conservée [Bernard et al., 2010]. En effet, comme le montre ’ali-
gnement des séquences nucléotidique et peptidique (figure 5.12) par rapport aux souches
de références, des souches identiques a nos isolats sont présentes dans différentes régions
du monde. Selon la bibliographie émanant de BLASTN (NCBI), I'analyse phylogénique
des isolats HPV16, 18, 33, 35, 39 et 59 détectés n’a pas révélé de regroupements ethnique
ou géographique. Des pourcentages de similitude de 99% sont obtenus. Ceci pourrait étre
expliqué par :

— lutilisation de L1 qui est une séquence génétiquement tres stable. La région LCR

ou celle des génes précoces serait plus variable [Canche et al., 2010];

— la faible taille de notre échantillon ne permettrait pas de tirer une conclusion claire.
La variabilité génétique dans le gene L1 du HPV est trés rare [Frati et al., 2011, Gurgel
et al., 2013]. Les études sur la variabilité du HPV16 doivent étre basées principalement
sur le séquencgage de ’ADN des oncogenes viraux E6 et E7 pour pouvoir distinguer les

différences génétiques entre les différents isolats dans le monde [Sabol et al., 2009].
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Xi et al. [2006], de Araujo Souza et al. [2009], par contre, rapportent une distribution

des variants d’HPV liée a la géographie ou aux races .

5.2.6 Stratégies de dépistage

— triage secondaire des frottis de bas grade et ambigus (border line ou ASCUS).

— Test HPV-HR en dépistage primaire des lésions de haut grade.

Triage secondaire

a) Triage des frottis de haut grade : La recherche du HPV-HR se fait a la suite d’une
cytologie anormale qui demande une évaluation plus poussée. Celle-ci permettrait d’éta-
blir 'orientation de la patiente vers une colposcopie et éventuellement une biopsie ou
vers un suivi moins interventionniste.

Les patientes présentant des lésions de haut grade doivent étre adressées directement
en colposcopie sans recherche préalable du HPV.

Il est aussi admis, comme nous le soulignerons plus bas, que les patientes présentant
une cytologie ASCUS doivent subir un prélévement pour une recherche de HPV-HR. Les
avis sont partagés en ce qui concerne les femmes présentant une lésion cervicale de bas
grade [Stoler and Schiffman, 2001, Saslow et al., 2012].

b) Triage des frottis de bas grade : Différentes études européennes et nord améri-
caines ont indiqué que les lésions de bas grade étaient associées a un taux tres élevé de
HPV-HR et que le test HPV n’apportait pas une aide utile a 'orientation des patientes
vers la colposcopie. L'étude ALT (ASCUS/LSIL Triage study) réalisée aux USA sur 3600
patientes ayant un diagnostic récent de lésions de bas grade a montré que ces lésions
étaient associées dans 83% des cas a des HPV-HR. IASCCP ("American Society for Col-
poscopy and Cervical Pathology") recommande l'orientation des patientes présentant une
lésion de bas grade directement vers un service de colposcopie [Saslow et al., 2012].

Les résultats de notre étude (figure 5.1) montrent une augmentation du taux de lésions
HPV-HR positives en fonction du stade de ces lésions : 41,4% pour le bas grade, 79,3%
pour les lésions de haut grade. Si ces données étaient confirmées, 33 des patientes n’au-
raient pas a subir une colposcopie dans notre pays ou cet examen n’est pas toujours ac-
cessible. La conclusion de Rousseau et al. [2002] portant sur ces données nous parait tout
a fait appropriée (plusieurs facteurs limitent la généralisation des résultats obtenus dans
les pays industrialisés aux pays non industrialisés). Les pays non industrialisés doivent
mettre en ceuvre les moyens disponibles pour le triage des femmes présentant des ano-
malies cytologiques et devraient initier la recherche clinique permettant de fournir des

informations appropriées afin de mettre en place la meilleure stratégie de dépistage.
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c) Triage des frottis ASCUS : Les frottis ASCUS correspondent a des atypies de cel-
lules malpighiennes de significations indéterminées. Ce sont des altérations cellulaires
peu marquées ou peu nombreuses pour étre classées dans les 1ésions de bas grade. Leur
fréquence est de 2,44% dans un rapport national (Direction de la famille Ministere de la
Santé). Boudriche [2014] indique un taux de 7,67% sur 14863 FCU étudiés. Elle est de
4% environ selon Rousseau et al. [2002]. Elles peuvent abriter dans 5 a 17% des cas des
lésions de haut grade qu’il est important de diagnostiquer. Un suivi cytologique tous les
6 mois (cytologie de controle) doit étre assuré selon les recommandations internationales
[ANAES, 2004]. De 31 a 60% des ASCUS sont associées a des HPV-HR [Bhatla and Moda,
2009]. Nos résultats indiquent la présence de HPV-HR dans 42,85 des cas (figure 5.3).

Un test HPV pouvait étre tres utile pour 'orientation des patientes vers une colposco-
pie ou une prise en charge conservatrice (suivi cytologique) [Bhatla and Moda, 2009].
Les patientes porteuses d’'un frottis ASCUS-HPV-HR négatif, 57,14% des cas, dans notre
étude, n‘ont pas besoin de subir une colposcopie. On n’adresse la patiente a la colposco-
pie que si ces résultats restaient identiques un mois a un an apres. Cette stratégie d’abord
adoptée aux USA est appliquée actuellement dans de nombreux pays européens [ANAES,
2004].

Dépistage primaire

a) Détection des HPV-HR en premiére intention en association avec le FCU : Le
dépistage associant le test HPV et cytologie a une valeur pronostique négative (VPN)
de prés de 100%. De trés nombreuses études de grande taille ont confirmé ces résultats
chez les femmes agées de plus de 30 ans [Monsonego, 2007, Cuzick et al., 2008, Bhatla
and Moda, 2009]. Cette stratégie est actuellement recommandée aux USA. Elle est mise
a l'essai dans quelques régions européennes [ANAES, 2004]. Cette combinaison laisse
espérer 'augmentation de I'intervalle de dépistage de 1-3 ans a 3-5 ans [Bhatla and Moda,
2009]. Le test HPV a une spécificité faible, son application est difficile voire impossible
dans les pays a ressources limités en raison de son cott et des difficultés a sa mise en

place.

b) Détection du HPV-HR en premiére intention suivi d'un triage cytologique: Le test
HPV est plus sensible mais moins spécifique que le FCU. Il a une sensibilité moyenne de
25 a 30% plus élevée que la cytologie mais une spécificité moyenne de 8,5% plus faible
que la cytologie a détecter les 1ésions CIN2 [Monsonego, 2007, Bhatla and Moda, 2009].
Ce test a une VPN proche de 100% dans les études européennes; ce qui signifie qu’une
femme négative a un risque extrémement faible d’étre atteinte de lésions de haut grade
dans les trois a cinq ans qui suivent ’examen [Monsonego, 2007]. On propose 1'utiliser du
test HPV en dépistage primaire exclusif et dans un deuxieme temps un triage cytologique

pour remédier a la spécificité relativement faible du test moléculaire. Reithmuller et al.
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[2008] ont rapporté quelques-uns des résultats, notamment ceux de Cuzick et al. [2008]
dont la sensibilité du test HPV a dépister une lésion de haut grade, serait de 96,1% contre
53% pour la cytologie. Koliopoulos et al. [2007] notent une sensibilité du test a 94,8%,
Clavel et al. [1998] indiquent une sensibilité de 100%.

Nos résultats, indiquent une sensibilité de 89% quel que soit la technique employée
pour la classification des grades de la lésion. La prévalence est en réalité de 79,3% sur
des lésions histologiquement confirmées avec des tests possiblement plus sensibles. La
VPN est d’environ 90%.

De 11 stratégies de dépistage proposées, Naucler et al. [2009] ont conclu que le test
basé sur la détection en premiere intention de '’ADN HPV suivi d’un triage cytologique,
avec répétition du test ADN pour les patientes ayant un test cytologique négatif est la

meilleure stratégie de dépistage des lésions précancéreuses du col.

5.2.7 Test HPV et colposcopie

La confirmation d’un test HPV ou d’un FCU positif est faite par colposcopie. Le test
HPV couplé au FCU, confere une sensibilité et une valeur prédictive négative pour les
CIN de haut grade de pres de 100%. L'inconvénient majeur de la colposcopie est la va-
riabilité intra- et inter- observateurs. Cependant, elle reste une technique de référence
car hautement sensible pour reconnaitre les lésions de haut grade, bien que sa spécificité
reste faible (inférieure a 50%) [Mergui et al., 2008]. Pour limiter les surdiagnostics liés
a une évaluation faussement positive de la colposcopie ou encore aux faux positifs gé-
nérés par les biopsies, en particulier les CIN1, et par conséquent les surtraitements, les

patientes peuvent bénéficier d’'un test HPV en dépistage primaire ou secondaire.

5.2.8 Prévalence des HPV

Le cancer du col fait suite a une infection persistante par des HPV- HR [Ho et al., 1995,
Koshiol et al., 2008]. Nos résultats indiquent que des HPV-HR sont retrouvés dans 142
biopsies de cancer sur les 163 étudiées soit dans 87,1% des cas. Dans les frottis-grattages
recueillis chez des femmes témoins, les HPV-HR sont détectés dans 20% des cas. Ces
derniers résultats sont comparables a ceux de Munoz et al. [2003].

Cette prévalence est inférieure a celle retrouvée aux USA et en Europe ou le virus est
détecté dans 97 a 99,7% des cancers invasifs du col [Walboomers et al., 1999]. Ces der-
nieres données ne sont pas retrouvées dans toutes les études faites a travers le monde. En
effet, Katki et al. [2011] estiment que ’ADN des HPV peut étre détecté dans 90 a 100%
des cas, contre 5 a 20% dans les prélevements cervicaux des femmes identifiées comme
témoins.

Cette association virus-cancer est signalée a un taux inférieur dans les pays émergents

ou en voie de développement : elle serait de 80 a 88,4% en Afrique et de 45 a 65,6%
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en Inde [Sankararyanan et al., 2005, Arbyn et al., 2006, Koliopoulos et al., 2007]. Une
méta-analyse réalisée sur 85 études rapportée par ANAES [2004] donne une prévalence
moyenne des HPV-HR de 86,4% (84,8 a 89,5%) dans les cancers du col a I’échelle inter-
nationale.

Les résultats obtenus en Algérie dans des études qui ont fait appel a des laboratoires
étrangers sont discordants. Dans une étude sur la prévalence des HPV dans la région
de Sétif, ou les prélevements ont été adressés par le service de prévention de Sétif (Dr
Hamdi-Chérif) au laboratoire du CIRC, on retrouve une valeur de 75% [Sadouki et al.,
2010a]. De sa part,Hammouda et al. [2011] ont adressé 171 biopsies, rigoureusement
sélectionnés prélevées chez des patientes algériennes, a un laboratoire hollandais dans
le cadre d’une étude cas témoins. Les résultats montrent que la prévalence des HPV est
de 97,7% détectés par le test GP5+/6+. Différentes hypotheses ont été avancées pour
expliquer les variations de la prévalence :

— Variabilité géographique

— Test HPV utilisé

Variabilité géographique

Plus de 100 génotypes de papillomavirus ont été détectés chez I’homme et il est fort
possible que d’autres génotypes restent encore a découvrir. Quelques-uns seulement sont
considérés comme potentiellement oncogenes. Leur classification fait 'objet de révisions
régulieres en raison de I'importance que ces données représentent pour le dépistage des
lésions haut grade et la mise au point de vaccins appropriés.

Dans son rapport, L'agence internationale de recherche sur le cancer [IARC, 2005,
2009] donne une liste d’agents biologiques considérés comme carcinogenes ou proba-
blement carcinogenes. Ils sont classés en quatre catégories (tableau 5.4).

I1 faut souligner le fait que la classification des génotypes est basée principalement sur
des données épidémiologiques. Peu de travaux expérimentaux ont été réalisés dans ce
domaine Schiffman et al. [2009].

Les HPV carcinogenes appartiennent tous au genre alpha (alpha 5, 6, 7, 9 et 11). Les
especes HPV alpha 1-2-3-4-8-10-13-14-15 qui provoquent des affections sans lésions ap-
parentes, (verrues cutanées et génitales, des atypies cytologiques mineures) ne sont pas
représentées.

I1 est a noter que les 13 génotypes reconnus comme «carcinogeness» ou «probablement
carcinogenes» par le groupe de travail de février 2009 ont été détectés dans nos échan-
tillons grace au test INNO-LiPA utilisé dans cette étude.

On releve dans nos résultats I’absence du génotype 66 et la présence, dans 11% des cas,
du génotype 68 alors qu’il n’est que de 0,61% dans la méta-analyse de Schiffman et al.
[2009]. Il faut surtout noter la présence de 9 cas de HPV39 sur les 56 biopsies étudiées

(16%). Ce génotype est considéré comme étant relativement rare (1,29%) dans les études

94



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSION DE L’ETUDE : INTERET DU TEST HPV DANS LE
DEPISTAGE

Tableau 5.4 — Classification des différents HPV-HR selon le pouvoir oncogene IARC

[2009]

Catégories HPV Commentaires

1 16 type HPV le plus puissant; cause un
cancer sur différents sites

1 18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 évidence suffisante pour un cancer
cervical

2A 68 Evidence limitée chez I’homme, forte
évidence expérimentale

2B 26,53,66,67,70,73,82 évidence limitée de cancer cervical
chez I’homme

3 6,11 )

européennes [Schiffman et al., 2009]. Il est retrouvé dans 5% des cancers en Amérique
centrale et en Amérique du Sud [Reithmuller et al., 2002]. Il est détecté chez 22% des
femmes juives dans une consultation de colposcopie en Israel [Grisaru et al., 2008].

L'HPV16 est détecté dans 51,78% des cas dans notre travail. Munoz et al. [2003] sur
la base de données provenant de 9 pays notent une prévalence moyenne de HPV 16 de
58,9%, allant de 43,9% (philippines) a 72,4% (Maroc). Mougin et al. [2001], dans une ana-
lyse de séries de cancers invasifs provenant de 22 pays (Amérique, Europe, Afrique, Asie)
que le génotype HPV16 est le plus fréquemment détecté (51%) suivi du HPV18 (15%). Ils
ont aussi trouvé des taux de 96% au Groenland et de 83% au Danemark. Les génotypes
HPV 16 et 18 sont détectés seuls ou associés dans 73,2% des cas dans ce présent travail.
Des résultats assez proches (72,7%) ont été déja retrouvés au niveau du méme laboratoire
en 1996 par Djennaoui Sadouki et al. [2010b]. Deux études effectuées par Hammouda
et al. [2011] a Alger avec 'aide de laboratoires européens notent la présence prédomi-
nante des HPV16/18 respectivement dans 77,9% et 74,8% des cas respectivement.

Ces données sont importantes, nous l’avons souligné, pour aider a la décision éven-

tuelle d’introduire la vaccination contre le cancer du col dans un pays.

Comparaison des tests HPV en fonction des amorces utilisées

De nombreux tests ont été développés dans le but d’améliorer la détection des HPV. Des
amorces consensus ont été utilisées pour amplifier des régions trés conservées de leurs
génomes, parmi lesquelles MY09/11, GP5+/6+ ou SPF10 sont les plus employées [Saini
et al., 2009]. Toutes ces amorces ciblent la région L1. Les produits d’amplification font
'objet soit d’un dépistage global des HPV-HR ou HPV-BR soit d’une détection spécifique
de chacun des génotypes par l'usage de sondes spécifiques. Les PCR conventionnelles
manquent de standardisation et sont de différentes sensibilités. Les oligonucleotides de
MYO09/MY11 sont dégénérés sur plusieurs sites et créent un amplicon de 450 pb, ils ne

donnent pas toujours une sensibilité parfaite. le GP5+/6+ semble plus sensible et plus
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reproductible que le MY09/11 [Remmerbach et al., 2004].

Munoz et al. [2003] dans une étude réalisée dans 9 pays chez 1918 femmes atteintes
d’un cancer malpighiens ont constaté que la prévalence des cas positifs obtenue a partir
de deux pays (Colombie et Espagne) était nettement inférieure (78,4 a 82,4%) a celle
des 7 autres pays (Brésil, Mali, Maroc, Paraguay, Philippines, Thailande et Pérou) ou la
prévalence est de 95,3 a 97,1%. Ils estiment que la PCR employant les amorces MY09/11
utilisé en Espagne et en Colombie est considéré comme moins sensible que le test utilisant

les amorces GP5+/6+ utilisé dans les 7 autres pays.
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CHAPITRE 6

RESULTATS ET DISCUSSION DE LA
COINFECTION EBV-HPV

6.1 Résultats de l'étude

Les 109 prélevements cervicaux (14 cas cols normaux, 16 lésions cervicales de bas
grade, 21 lésions de haut grade et 58 biopsies) ont fait I'objet d’'une détection de 'EBV
et du HPV. Du fait de I’abondance de cellules dans les biopsies, 1’étude de 1’expression
de I’EBV n’a été réalisée que sur ces prélévements (carcinomes épidermoides). Le plan de

I’étude de la coinfection ainsi que l'expression I’'EBV est présenté dans la figure 4.2.

6.1.1 Fréquences des HPV au niveau du col utérin

L’incidence la plus élevée (95,23%) en HPV-HR a été observée dans le groupe des lé-
sions de haut grade. Elle est significativement plus importante que celle observée dans
les lésions cervicales de bas grade (12,5%). Les femmes a cols normaux de notre étude
n’étaient infectées par les HPV que dans 19,14% des cas, 7,14% étaient HPV-HR posi-
tives, tandis que 12% étaient HPV-BR positives.

Un nombre de 58 biopsies classées histologiquement comme étant des carcinomes épi-
dermoides (ou SCC pour "Squamous Cell Carcinoma") ont fait l'objet de recherche des
HPV-BR et des HPV-HR par PCR et par Hybrid Capture 2 (HC2). Les résultats ont ré-
vélé que parmi les échantillons testés, 51 (88%) étaient positifs en souches HPV-HR (ta-
bleau 6.1). Les 7 cas restants (12%) étaient HPV-HR négatifs. Onze patientes parmi les 51
femmes HPV positives étaient coinfectées par les HPV-HR et HPV-BR.

Dans les mémes biopsies ou nous avons détecté les HPV, le génome de I'EBV a été

recherché par PCR. Le gene BALF-1 de ce virus était la cible de 'amplification. Le produit
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Tableau 6.1 — Détection des virus (EBV et HPV) par PCR dans les cancers, les 1ésions pré-
cancéreuses et les cols normaux

Histo/cyto. (n=109) | HPV-HR positifs EBV p](E)ls;itVif v

(% coinfection EBV-HPV) négatif
R ——_
I . e T
CN (n=14) Eg:’/ Ez;ttllvlcz 22 - i)z) 1 (7,;4%) 1 1

de PCR contenant 660 pb a été révélé par Southern Blot (figure 6.1).

B95-8 H20 1 2 3 4 5 6 7 8
e . ———
B95-8 H20 9 10 11 12 13 14 15 16

660bp P> ’ o B

Figure 6.1 — Southern blot pour détecter I'EBV (amplicons hybridés avec sonde marquée au 2P).
A :voies 1-8 certains parmi les 58 cas de cancer ; B : Voies 9-16 certains parmi les 37
lésions précancéreuses. UADN de la lignée cellulaire B95-8 et l’eau pure (H,O) ont
été utilisés comme controles positifs et négatifs respectivement.

Le tableau 6.1 fait apparaitre 69% des cas de carcinomes épidermoides (SCC) du col
utérin comme porteurs d’EBV. Parmi ces cas, 76,5% sont co-infectés par les HPV-HR. Les
23,5% restantes sont infectées uniquement par les HPV-HR (tableau 6.1). Un seul cas des
carcinomes est HPV-HR négatif, il porte uniquement I’EBV.

Dans le groupe de patientes avec des lésions de haut grade (HSIL), 'EBV a été détecté
dans 38,1% de cas, toutes coinfectées par les HPV-HR. Le seul cas HPV-HR négatif, était
également négatif en EBV. Il y’a environ 2 fois plus de cas positifs en EBV dans les cas des
carcinomes que dans le groupe des hauts grades (69% contre 38,1%). L'EBV est de moins
en moins détecté dans les 1ésions de bas grade (12,5%) ou dans les cols normaux (7,14%).

Il ressort de la comparaison entre les 3 groupes de patientes et les femmes témoins,
que la coinfection par les deux virus HPV et EBV était significativement (p <0,001) plus
fréquente chez les femmes avec un carcinome épidermoide (SCC) et des lésions cervicales

de haut grade (HSIL) que dans les cas de lésions de bas grade (LSIL) et des cols normaux
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(CN) comme le montre la figure 6.2.
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Figure 6.2 — Détection de I'infection uniques (HPV ou EBV) ou de la coinfection (HPV-EBV) chez
les patientes et les sujets normaux : SCC (carcinome épidermoide); HG (Lésions
Haut grade); BG (Lésions Bas grade) et CN (Col normal).

6.1.2 Infection a EBV et aggravation des lésions

Les odds ratio calculés entre les différents groupes de femmes sont présentés dans le
tableau 6.2. Si une patiente est infectée par ’'EBV seul, le risque de développer le cancer
du col utérin est double par rapport aux sujets sains. Dans cette étude I'infection par le
seul HPV-HR fait augmenter le risque d’environ 5 fois. L'infection double (HPV+EBV)
fait apparaitre un odd ratio de 33,6 (IC: 7,7 - 146,3)

Tableau 6.2 — Odds ratio infection, coinfection et aggravation

HPV EBV
Négatif Positif
Négatif 1 2.1(0.1-39.1)
Positif 4.7 (1.5-14.7) 33.6 (7.7-146.3)

6.1.3 Expression de 'EBV dans les tissus cervicaux

Plus de la moitié des échantillons tissulaires cervicaux ont été épuisés lors de leur uti-
lisation dans la recherche de ’ADN des deux virus. Leurs quantités n’étaient pas assez

suffisantes pour rechercher d’autres marqueurs comme les oncogenes protéiques viraux
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et leurs messagers (ARNm). L’étude de ces marqueurs (ARNm de LMP- 1 par RT-PCR et
I’antigene BARF-1 de I’EBV) n’a été possible que dans 23 cas parmi les 58 échantillons
de départ. Par ailleurs, nous n’avions retrouvé que 45 biopsies enrobées dans la paraffine
sur les 58 cas de carcinomes épidermoide (SCC) de départ. Nous avons recherché dans
ces blocs de tissus paraffinés, par immunohistochimie, trois antigéenes de I'EBV (BARF-1,
LMP-1 et EBNA-1) et un antigene L1 de I'HPV.

a) Recherche des messagers de LMP-1

L’ARNm de cet oncogene était d’environ 200 bases. Il a été transcrit a partir de la sé-
quence du gene LMP-1 (ADN) comportant 406 paires de bases. Le premier de ces 2 frag-
ments serait le produit de la réaction RT-PCR, tandis que le second serait le produit de
PCR (figure 6.3). Leur amplification a été réalisée par les mémes amorces.

Comme le montre le tableau 6.3, I'EBV a transcrit son oncogene LMP- 1 dans 30,43%
des biopsies étudiées. Ces biopsies étaient toutes coinfectées par les deux virus, HPV et
EBV. Celles qui portaient seulement un des deux virus n’expriment pas de messagers de
LMP-1, du moins par la méthode de RT-PCR.

Figure 6.3 — Détection de l’expression de LMP-1 dans 7 parmi les 23 carcinomes épidermoides.
La RT-PCR a permis d’obtenir une bande de 406 pb amplifié correspondant a ’ADN
de LMP-1 et une bande de 200 pb correspondant a la séquence d’ARNm de LMP-1.
M : fragments d’ADN de marqueurs moléculaires. C- : controle négatif (H,O).

b) Recherche de la protéine BARF-1 par Western Blot

Toutes les biopsies BARF-1 positives sont coinfectées par les deux virus, HPV et EBV.
Cette fois ci, I'oncogene a été détecté comme protéine par la méthode d’immunoblotting.
Cette protéine BARF-1 a une taille de 29 KDa (figure 6.4). Les résultats de détection
montrent que 21,74% des biopsies sont positives en BARF-1 (tableau 6.3).
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Tableau 6.3 — Relation entre la détection des oncoprotéines de I’EBV (LMP-1 and BARF-1)
et la coinfection (EBV-HPV) dans les biopsies du col de 'utérus

Résultats PCR dans les biop- | Résultats RT-PCR | Résultats immunoblotting

sies (n=23) (LMP-1) BARF-1
7 cas LMP1+ 3 BARF1+
HPV+EBV+ (n=14) 7 cas LMP1- 2 BARFI+
HPV+EBV- (n= 8) Tous négatifs Tous négatifs
HPV-EBV+ (n=1) négatif négatif
BARF1 1 2 3 4 5

Figure 6.4 — Détection de BARF-1 par Western blot dans 5 biopsies du col utérin. La protéine
BARF1 codant pour la protéine 29 kDa a été révélée par un antisérum anti-BARF-1
(Peplll) polyclonal de lapin. La protéine BARF1 produite par le systeme d’adénovi-
rus recombinant a été utilisée comme controéle positif.

6.1.4 Immunohistochimie de marqueurs viraux

L’analyse des 45 biopsies (carcinomes épidermoides) par immunohistochimie (IHC) a
permis la détection de la protéine capsidiale L1 du HPV dans 62% des cas. Cette protéine
est mise en évidence par une coloration marron fluorescente au niveau du cytoplasme et
du noyau des cellules tumorales (figure 6.5D). L'expression d’EBNA-1 est mise en évi-
dence par une coloration du noyau en marron fluorescent (figure 6.5B), tandis que LMP-1
a montré une coloration membranaire (figure 6.5C). La protéine EBNA-1 est la plus dé-
tectée parmi les autres protéines de I’EBV recherchées par IHC. Elle représente 33,33%
des cas, alors que la protéine LMP-1 représente 20% des cas. Des cellules de carcinome
squameux négatives pour EBNA-1 et LMP-1 des protéines sont présentées sur la figure
6.5.
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Figure 6.5 — Détection des antigénes HPV et EBV par immunohistochimie sur des coupes de tissu
du col de 'utérus inclus dans la paraffine. A : carcinome épidermoide visualisé par
coloration a I’heamatoxylin-éosine ; B : cellules de carcinome épidermoide positives
pour EBNA-1; C : cellules de carcinome épidermoide positives en LMP-1; D : cel-
lules positives en HPV ; E : carcinome épidermoide négative en EBNA-1. F : carci-
nome épidermoide négatif pour LMP-1.

102



CHAPITRE 6. RESULTATS ET DISCUSSION DE LA COINFECTION EBV-HPV

6.2 Discussion de l'étude de la coinfection EBV-HPV

6.2.1 Présence de 'EBV dans les biopsies du col utérin

Nos résultats indiquent qu’environ 80% des patientes atteintes de carcinome épider-
moide ou de lésions cervicales sont infectées par les HPV-HR. Nous avions constaté éga-
lement une coinfection EBV-HPYV, détectée chez 67% des patientes impliquées dans cette
étude. L'incidence générale de 'infection par I'EBV a été trouvée dans 69% de ces cas,
ce qui pourrait suggérer son intervention possible dans le développement de ce type de
tumeur. Bien que nos résultats soient en accord avec ceux de quelques travaux précédents
[Nicholls et al., 1997, Landers et al., 1993, Sasagawa et al., 2000], ce type de coinfection
(HPV-EBV) n’est pas admis par tous les auteurs. Si Sasagawa et al. [2000] ont démontré,
par hybridation d’ARN in situ, la présence de 'EBV et I'expression de ses genes EBER-1,
LMP-1 et EBNA, dans des biopsies cervicales. Taylor et al. [1994] et O’Leary et al. [1997],
en utilisant I’hybridation in situ, n’ont pas trouvé le virus dans les tissus cervicaux analy-
sés.

Dans notre étude, nous avons constaté le faible taux d’infection par I'EBV chez les
femmes a col normal (7,1%). La prévalence est allée en augmentant avec 1’évolution des
lésions : bas grade (12,5%), haut grade (38,1%) et cancers invasif (69%). Cela suggere
que ’EBV interviendrait tard dans le processus du développement du cancer du col de
I'utérus. Une investigation plus approfondie est nécessaire pour déterminer si la présence
de I'EBV est un mauvais pronostic pour le développement du cancer du col de 'utérus.
L’EBV agirait comme un cofacteur avec un ou plusieurs agents carcinogenes, peut-étre les

papillomavirus humains, dans la progression finale du cancer invasif.

6.2.2 Expression de 'EBV dans les cellules cervicales

A notre connaissance, nous sommes les premiers a détecter des antigénes de I'EBV dans
le tissu du col de I'utérus par immunohistochimie. Bien que cette technique soit moins
sensible que la PCR, elle a permis de mettre en évidence certains antigenes viraux qui
donnent d’importantes informations au sujet de la coinfection et du role que pourrait
jouer I'EBV dans le développement de la tumeur cervicale.

La différence de sensibilité des différentes techniques utilisées, la PCR, le Western blot
et 'immunohistochimie a trois explications possibles :

— le procédé d’amplification de ’ADN par PCR rend cette technique plus sensible,

— le génome de I'EBV pourrait étre présent (PCR+), mais ses génes ne seraient pas ou

peu exprimés dans les cellules infectées (Western blot négatif et IHC négatif) ,
— les lymphocytes B infiltrant le tissu conjonctif porteurs de 'EBV pourraient conta-

miner les cellules épithéliales. Donc, les résultats positifs obtenus par PCR comme
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seul moyen de détection indiquent seulement la présence de I'EBV dans le tissu du
col utérin, mais pas nécessairement dans les cellules épithéliales.

Il a, par conséquent, fallut rechercher les antigenes ou les transcrits (ARNm) de I'EBV
dans les cellules épithéliales du col. L'THC nous a paru un moyen adéquat a cette fin,
puisqu’elle permet de détecter l'antigéne par le complexe anticorps-antigéne tout en vi-
sualisant et identifiant les cellules épithéliales par leur morphologie. En effet, quelques
cellules carcinomateuses dans les tissus cervicaux apparaissent infectées par I’EBV. Elles
portent la protéine LMP-1 et la protéine EBNA-1 de ce virus (figure 6.5). Ces résultats
sont a considérer avec beaucoup de prudence car :

— rarement mentionné par la littérature mondiale,

— les résultats de Sixbey et al. [1983], depuis plus de 30 ans, concernant le pouvoir de
I’EBV a infecter les cellules exfoliées du col de I'utérus n’'ont jamais été reproduit
jusqu’aujourd’hui.

Les rares études suggérant un role de ce virus laissent espérer que la coinfection par
I’EBV et les HPV-HR pourrait avoir une importante signification dans 1’étiologie du can-
cer du col utérin. Sixbey et al. [1987] ont montré le pouvoir de 'EBV a infecter les cellules
cervicales et son pouvoir a exprimer ses oncogenes dans les cellules épithéliales cervi-
cales. Ce virus serait capable d’infecter des cellules ectocervicales en culture et exprimer
ses antigenes suggérant une association entre la réplication de I’EBV et la différenciation
des cellules épithéliales [Young and Sixbey, 1988]. En plus, des particules d’EBV infec-
tieuses capables de transformer les lymphocytes B ont été isolées a partir de lavages du
col de I'utérus chez des femmes convalescentes de la mononucléose (infection a EBV) ou
chez des femmes EBV-séropositives sans infection aigué.

Plusieurs études ont montré que I’EBV peut se transmettre par voie sexuelle [Voog,
1996, Voog et al., 1997], puis cible le col utérin [Naher et al., 1992, Leigh and Nyirjesy,
2009, Ida et al., 1991].

Dans notre étude, les génes latents de I’'EBV ont été exprimés dans I’épithélium pavi-
menteux. Similaire au nasopharynx, le col peut étre un site de portage chronique de ce
virus. Il est bien admis que I’EBV infecte les lymphocytes B a travers les récepteur CD-
21 (EBV/C3d). Ce récepteur est également présent dans les cellules du col utérin [Young
et al., 1989]. La jonction pavimenteuse du col de l'utérus est la zone ou se produisent
fréquemment la réparation des tissus et 'inflammation, et ou les tumeurs cervicales ma-
lignes associées a l'infection par I’'HPV se développent, en plus de la cervicite chronique

peuvent faciliter I'implantation et la persistance de I’'EBV [Silver et al., 2011].

Conclusion: Les résultats obtenus conduisent a trois interrogations :
— est-il possible que 'infection par 'HPV-HR provoque avec 1’évolution des lésions
précancéreuses la réactivation de 'EBV ?

— L’EBV jouerait-il un role dans 1’évolution des lésions de bas grade vers le cancer
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invasif ?

— Pourrait-on utiliser la recherche de ’'EBV comme test de pronostic de 1’évolution

des lésions vers la malignité ?

La coinfection a récemment été signalée en Irlande, en Amérique du Nord, en Thai-
lande et au Japon [Nicholls et al., 1997, Ekalaksananan et al., 2011]. De notre part, nous
avons montré que la plupart des cancers (67,24%) chez les femmes algériennes étaient
HPV-EBV coinfectées. Un moindre degré de coinfection a été observé dans les lésions
précancéreuses du col utérin. Ceci suggere une assistance possible entre ces deux virus
dans le développement de la tumeur du col. Cette hypothese est renforcée par 1'expres-
sion des oncogenes d’EBV dans les cellules épithéliales cervicales. Cependant, il est clair
que la présence de I'EBV et sa relation avec 'HPV-HR dans l'oncogénese du col de l'utérus

doivent étre plus profondément explorées.

Absence de la mutation h-ras Nous n‘avons détecté aucune mutation dans la famille
des genes h-ras chez tout les groupes de patientes (58 cancers et 37 1ésions cervicales). Ces
données suggerent que le développement de carcinomes épidermoides chez ces patientes
ne dépend pas de l'activité de cet oncogene. Ces résultats sont en concordance avec ceux
de Helfrich et al. [2004] et de O’Leary et al. [1998] qui n'ont pas observé de mutation
de ce gene dans les tumeurs cervical développées sur des souris transgéniques ou sur les
lésions humaines de haut grade (CIN3) respectivement. D’autres études ont par contre
rapporté cette mutation dans le cancer du col de I'utérus [Alonio et al., 2003, Robinson
etal., 2003].La protéine Ras mutée semble activer I'expression des oncoprotéines E6 et E7
[Medina-Martinez et al., 1997]. Elle semble également contribuer a la transformation cel-
lulaire, en coopération avec E6 et E7 dans le modele de la souris transgénique [Scheffner
et al., 1990, Greenhalgh et al., 1994, Alonio et al., 2003].
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La prévalence des HPV dans le cancer du col chez la femme algérienne est intermé-
diaire entre ceux trouvés dans les pays industrialisés et ceux rapportés dans les pays en
voie de développement. Les HPV sont les facteurs de risque les plus importants dans le
développement du cancer du col de 'utérus. Nous disposons actuellement de preuves
suffisantes pour considérer que le test HPV est une méthode efficace pour dépister les
lésions précancéreuses de 1'utérus et par conséquent, en réduire la mortalité.

D’autres cofacteurs semblent importants pour favoriser le développement de la tumeur
cervicale. Dans le laboratoire de I'IPA nous avons étudié la possible implication de 'EBV
dans la genese de ce cancer. Nous avons choisi les démarches et les moyens disponibles
pour donner les preuves de son implication. Les résultats obtenus sont encourageants,
mais il faut les considérer avec beaucoup de précautions, car ce ne sont que des résultats

primaires qui méritent d’étre confirmés.

Conclusions sur le test HPV

Méme si le test HPV n’est pour I'instant pas introduit dans les politiques de dépistage
dans le monde, a ’heure de la vaccination anti-HPV, la chute prévisible des performances
de la cytologie conventionnelle imposera peu a peu le test HPV comme 1'outil incontour-
nable du dépistage du cancer du col utérin.

Utilisé pour le dépistage primaire du cancer du col de l'utérus, le test HPV a fait la
preuve d’une meilleure sensibilité que le FCU, mais d’une spécificité plus faible. L’asso-
ciation du FCU avec le test HPV est un moyen de dépistage performant optimisé et plus
rapide. Le schéma de dépistage idéal semble étre la pratique du test HPV en dépistage
primaire. Une étude cott-efficacité est nécessaire pour envisager cette approche en Algé-
rie. Un test HPV positif nécessitera la réalisation d’'un FCU et seules les patientes ayant

un FCU anormal devraient bénéficier d’'un examen colposcopiques. Les performances
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d’un tel schéma permettraient de rallonger l'intervalle de temps entre deux dépistages
de routine, limitant ainsi les surcotts engendrés par la politique utilisant le FCU seul.

I existe actuellement des tests de biologie moléculaire simples et sensibles. Faut-il les
introduire en Algérie et sous quelle stratégie ? Il est difficile de donner une réponse cer-
taine dans I’état actuel de nos connaissances. Il faudrait auparavant confirmer ou infir-
mer l'insuffisance de la sensibilité des tests de dépistage et étudier la meilleure stratégie
a mettre en place. L'utilisation de ces tests moléculaires sera indispensable pour le suivi
et I’évaluation de I’éventuelle vaccination contre les HPV 16 et 18.

La charge virale est proposée comme un moyen de discrimination des infections ayant
une signification clinique des infections transitoires et sans conséquences. L'extréme va-
riabilité des charges virales observées limite sa pertinence clinique et son utilisation n’est
pour l'instant pas justifiée en pratique courante. Une charge virale élevée est prédictive
de la persistance de I'infection a HPV et d’un risque accru de développer secondairement
un CIN 2-3 ou un cancer infiltrant. L'observation ponctuelle d’une charge virale élevée
ne serait assez concluante, c’est I’évolution et la cinétique de la charge virale qui seraient
la plus prédictive de la persistance et de I’évolution de I'infection ou de sa clairance. Une
charge virale élevée répétée doit étre considérée comme un marqueur de risque de CIN
2-3 ou de cancer du col de l'utérus. Apres le traitement d’un CIN 2-3, elle est également
prédictive d’une infection a HPV persistante, d’une 1ésion résiduelle et/ou d’une réci-
dive post-thérapeutique. Confronté a une charge virale élevée, et ce méme si le FCU est
normal, le clinicien doit impérativement s’assurer de la normalité du col utérin par un
examen colposcopique rigoureux visualisant la totalité de la zone de jonction. En l'ab-
sence de lésion cervicale avérée, une surveillance rapprochée reste indispensable. Il ne
faut pas écarter la possibilité que les divergences observées dans notre travail puissent
étre dues en partie a la répartition géographique des génotypes et aux techniques de dé-
tection utilisées. Il serait utile de lancer a titre pilote au niveau de quelques régions du
pays, le test de dépistage de ’ADN viral pour le triage des ASCUS dont la prévalence est
relativement faible. L'utilisation du test HPV, en premiere intention dans le dépistage,
pourrait étre envisagé dans une de ces régions. Il est important de réfléchir sur la stra-
tégie a adopter dans un environnement propre a I’Algérie afin d’en tirer la maximum de
bénéfices. Il faut noter que quelle que soit la prévalence des génotypes, le couple HPV16-
18 reste prédominant. Ces données sont importantes pour la mise en place éventuelle de

la vaccination.

Coinfection HPV-EBYV et sévérité des lésions

La coinfection par les deux virus HPV et EBV est plus fréquente dans les cas des carci-
nomes épidermoide (SCC) et des lésions cervicales de haut grade (HSIL) que dans les cas
de lésions de bas grade (LSIL) et des cols normaux (CN). Cette coinfection a été retrouvée

associée dans notre étude au risque de la progression de la tumeur cervicale a un taux 33
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fois plus élevé par rapport aux témoins comme le montrent I’'odd ratio entre les patientes.
Cependant, il n’y a pas de différence significative entre le groupe témoin et celui du bas
grade (LSIL).

L’étude des marqueurs de 'EBV (LMP-1, BARF-1, EBNA-1) a révélé une expression ac-
tive de ce virus dans le tissu cervical. Ce sont des arguments en faveur de son implication,
mais des investigations supplémentaires devront avoir lieu pour éclairer son role dans le
cancer du col de I'utérus. Si cette hypothese venait a se vérifier, la coinfection aura une

conséquence sur la vaccination contre ce cancer.
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