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g ?MIre travail avait pour but d’amorcer |'établissement d'une corrélation possible
. I'expression génétique du papillomavirus humain type 16 (HPV16) et la
ération et la différenciation cellulaire. Dans un premier temps, nous avons
loppé les cultures cellulaires et optimisé les conditions d'une technique de
sfection: I'électroporation. Cette technique a été appliquée & la transfection
| ux modeéles cellulaires murins a I'état indifférencié utilisés au cours de ce
de recherche: les myoblastes de rat (cellules L6) et les kératinoblastes de
” La caractérisation du génome du HPV16 dans les lignées cellulaires
tées par le HPV16 a été réalisée par hybridation et analyse de transfert
le type "Southern" 3 I'aide d’une sonde génomique totale du HPV16. Des
;hécifiques a différents cadres de lecture (ORFs) du HPV16 ont également
ilisées pour la caractérisation des clones positifs et pour I'analyse des
ﬁts viraux du virus. L‘état physique du génome du HPV16, I'état
Iromosomique ou intégré, dans les deux lignées cellulaires indifférenciées a

uite caracterisé al'aide de ces sondes moléculaires associées a I’analyse par

s de restriction.
.-

1 e des réarrangements chromosomiques dans les cellules transfectées par

Ce résultat qui est a rapprocher de ceux obtenus dans des cellules

es est important car il est peut é&tre lié a I’activation par les génes viraux
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L’effet du HPV16 sur la croissance cellulaire a été analysé et les caractéres
immortalisation et de transformation, croissance continue et en milieu semi-
e, des lignées contenant le génome complet du HPV16 ont été mis en

ence.

oetoprotéine. Nos résultats montrent qu‘avec les marqueurs étudiés la

au niveau de la transcription, a I’aide de la réaction de polymérisation
édu type "RT-PCR" et I'analyse des transcripts par hybridation de type
Dans les deux niveaux d’expression du HPV16 dans le systéme
:[.6 utilisé une expression transitoire et différentielle a été observée entre

3 et 6 a partir de la mise en culture.
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Dans la seconde partie de notre travail, nous avons essayé d'identifier des
interférences possibles du HPV16 avec la signalisation cellulaire puisque la
~ différenciation aussi bien que la prolifération est tributaire de la signalisation. Pour

~ cela, nous avons étudié I'activité de la protéine kinase C (PKC) car cette enzyme

_calcium, un messager secondaire - dans les cellules normales et transformées, par

:k HPV16 ont été également mesurées. Le Ca?* joue un rble crucial dans
s

Dans la troisiéme partie de ce travail nous avons étudié |'interaction du HPV16

des communications intercellulaires, via les jonctions lacunaires, une voie de
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L'étiologie virale des lésions associées aux virus du papillome (PV) a été décrite

depuis 1907 par Ciuffo. Les PVs ont été étudiés en détail pour la premiére fois en

1933 par Shope et Hirst. Cependant, les études sur leurs propriétés moléculaires

ont progressé lentement jusqu’a I'avant derniére décennie; ceci, & cause de

L/ I"'absence d’un modéle cellulaire permissif adéquat pour la culture du virus in vitro.
Les progrés importants qui ont marqué la biologie moléculaire ont grandement

amelioré I’état de connaissances sur les PVs, depuis que leur structure et leur poids

i moléculaire ont été determinés en 1965 par Crawford et en 1974 par Zur Hausen

et ses collaborateurs.

Les PVs sont groupés avec les polyomavirus dans la famille papovaviridae. La
nomenclature de ces virus est basée sur I’'hdte naturel. |l peut exister plus d’un PV

pour un méme héte avec un sous-classement correspondant par type.

Les PVs montrent également un tropisme tissulaire pour la peau et les
muqueuses. lls sont associés a des lésions spécifiques. Trois types de lésions

sont connus pour les PVs: le papillome, le fibropapillome et le fibrome.

Les PVs ont une grande importance économique, en particulier pour l'industrie
agro-alimentaire ol les infections du PV notamment chez les bovins sont
dévastatrices. De plus, la transmission croisée des PVs entre certains animaux et
méme I'hnomme a été souvent évoquée d’ou I'importance de ce groupe viral en
médecine humaine et vétérinaire. Chez I'homme, plus de 60 types de virus du
B Papillome humain (HPV) ont été identifiés dont la plupart ont été isolés a partir de

. patients présentant de |'épidermodysplasia verruciformis. Les HPVs ont été
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reclassés en 20 groupes distincts selon leur identité de séquence d’ADN. En plus
des lésions bénignes dont la plupart de ces types sont responsables, plusieurs
d’entre eux se montrent régulifrement associés a des lésions malignes d'ol leur
importance médicale. Ces résultats sont autant d’arguments en faveur duréle des
HPVs dans |'évolution vers le cancer (Zur Hausen, 1986). Chez des personnes
atteintes de cancer de la peau on observe la présence du génome du HPV. Les
HPVs sont associés a une incidence élevée du cancer de la peau chez les
récipiendaires de transplantation rénale (Lutzner et a/. 1980; Rudlinger etal. 1986).
80% de ces patients présentent des problémes dermatologiques (Eplanttenier et
al. 1980; Ridlinger et a/. 1986). De plus, |'activation d‘oncogénes cellulaires par
les PVs est souvent rapportée et ce notamment pour le HPV186, virus qui fait
I'objet de ce travail. Il a été caracterisé par Durst et ces collaborateurs en 1983.
La présence du génome des HPVs a été associée au cancer cervical et a d’autres
'Iésiqns génitales (Gissmann et Zur Hausen, 1980). Dans le but de limiter les
désordres associés 3 l'action pathologique de ce virus et dans la perspective
éventuelle de la conception d'un vaccin, il était nécessaire de connaitre les
mécanismes fondamentaux et les facteurs régissant la biologie de ce virus, comme
d’appréhender les rapports de cet agent viral avec I'héte. Les recherches
présentées dans le cadre de cette thése constituent a ces différents niveaux une
contribution expérimentale et théorique a la connaissance de la biologie et de la

pathologie virale du HPV16.



HYPOTHESE DU TRAVAIL




41

L’expression du papillomavirus humain type 16 (HPV16) dans des cellules
transfectées dépend du degré de différenciation de ces cellules. Le
~ patron de l'expression des protéines virales change au cours de la

~ progression des cellules hétes dans leur programme de différenciation.

Le HPV16 a son tour influence la différenciation cellulaire et/ou la
prolifération en bloquant la différenciation cellulaire a une certaine étape

de son programme de telle sorte que la prolifération se poursuit.

""s
2
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L’'état des connaissances sur les relations cellule hdte/parasite chez les
papillomavirus est relativement limité, ce qui souligne l'importance d’une
contribution originale a la connaissance de ces relations. Nous avons élaboré les

objectifs suivants de travail:

1. La cinétique de la différenciation cellulaire dans des lignées cellulaires capables
de se différencier in vitro.

2. L'analyse de |'effet de la différenciation cellulaire sur I’expression génétique du
virus du papillome humain type 16 (HPV16).

3. L’analyse de I'effet potentiel de I'expression du HPV 16 sur la progression de

la différenciation cellulaire.

Deux modéles inédits pour I"étude in vitro du HPV16 ont a été utilisés. Les
lignées transfectées n’appartiennent pas a |I'espéce hote du virus. Le choix de ces

modeles cellulaires hétérologues a été motivé par:

1. le fait que les cellules embryonnaires, des myoblastes de rat et kératinocytes
de souris sont inductibles en ce qui concerne la différenciation.
2. le fait que les processus de signalisation impliqués dans le progrés de la
différenciation sont différents dans les deux systémes.
3. la différenciation est réversible sous certaines conditions, dans l'un des
systémes étudiés.

On a choisi d’étudier plus en détail les résultats obtenus avec le modéle des
myoblastes. Le modeéle kératinocytes a été utilisé seulement a des fins de

comparaison.



REVUE BIBIOLOGRAPHIE




45

te des travaux de recherche réalisés dans ce domaine. Récemment,

revues sur le sujet ont été publiées. Elles couvrent I'aspect moléculaire,

du papillome et leur importance médicale

er du col de I'utérus est le cinquiéme cancer au monde par ordre de

t c‘est le deuxiéme cancer le plus meurtrier chez la femme aprés celui

les indiquent qu’il augmente dans les pays developpés (Parkin et al.
nombreux facteurs, selon plusieurs enquétes épidémiologiques
fagon constante la progression de ce cancer, par exemple: I‘activité
agisme. certains facteurs immunitaires et humoraux et enfin certains
ement transmissibles (Zur Hausen, 1986). La recherche d'un virus
causal des cancers du cervix dure déja depuis plusieurs décennies.
?ﬁerpes simplex de type 2 (HSV2) a été considéré comme un sérieux
s I'absence d’ADN viral dans la majorité des tumeurs et les résultats

Qﬂ.q’uétes épidémiologiques prospectives ont finalement montré que

i &
>

e |
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10me a été trouvé integré dans les cellules tumorales des cancers du col
et al. 1983; Lorincz et a/. 1986). Chez 'hnomme, a ce jour, plus de 60 types
‘le papillome ont été identifiés (Pfistér, 1990). Ces virus n'infectent in
s cellules épithéliales et la production virale est limitée aux kératinocytes
- ce qui pose un probléme majeur pour leur étude, car ce stade de

lion des cellules épithéliales cutanées n’a pas été pour l'instant reproduit

errues de la peau et des organes génitaux sont bien connues comme
L‘ul»amenteuse. Leur origine virale a été démontrée en 1907 par Ciuffo
able de vérifier le premier postulat de Koch (Wilson et Miles, 1975) en
,Vf?iiltrat d’extrait de verrues a des patients volontaires qui ont par la suite
es verrues. Des expériences similaires ont été également réalisées a

aits de condylomes et de papillomes laryngiaux (Rowson et Mahy,
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Le virus du papillome a été isolé pour la premiére fois chez le lapin (Shope et
Hirst, 1933). Les particules virales ont été mises en évidence par microscopie
électronique dans la couche épithéliale de condylomes (Straus et a/. 1950; Dunn
et Ogilvie, 1968; Boyle et a/. 1973) et dans les dysplasies cervicales (Della Torre
et al. 1978; Laverty et al. 1978). Il y a quelques années, Kreider et ses colla-
borateurs (1985) ont obtenu des particules virales matures en combinant des
techniques in vitro et in vivo. Ces auteurs ont infecté in vitro des cellules issues
d’une biopsie, par une suspension virale obtenue de condylomes et aprés greffe au
niveau de la capsule surrénale de souris athymiques ils ont obtenu une prolifération
des cellules cultivées infectées ce qui leur a permis d’obtenir des particules
matures (Kreider et a/. 1985). La détermination de la structure et du poids molécu-
laire de I'’ADN du virus du papillome a été faite & partir d'un isolat de verrue
(Crawford, 1965; Klug et Finch, 1965). L’induction de tumeurs bénignes pouvant
évoluer en tumeurs malignes a été démontrée depuis plus de 50 ans (Rous et
Beard, 1935). Plusieurs types de cancers ont été developpés chez le lapin
domestique a partir de I'agent de Shope (virus du papillome de lapin). Le role
important des carcinogénes et des virus de papillome dans I'induction de cancers
a été souligné (Rous et Kidd, 1936; Rous et Friedewald, 1944). Chez I'homme,
la conversion des papillomes humains en carcinomes des cellules des muqueuses
survient dans trois cas 1) dans la maladie de la peau: épidermis dysplasia
Vérruciformis (EV) (Jablonska et al. 1972), le papillome laryngial chez I'adulte
(Kleinsasser et Cruz, 1973) et la dysplasie cervicale (Zur Hausen, 1977; Meisels

et Fortin, 1976).
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Le role possible des virus du papillome (HPV) dans le développement de cancers
a été renforcé durant les dix derniéres années par la démonstration de la persis-
tance de I’ADN viral et de I'expression des génes de virus de papillomes humains
dans les carcinomes de patients atteints de |'épidermodysplasia verruciformis (EV)
et de cancer ano-génital (Macnab et a/. 1986; Shirasawa et al. 1988; Grubendorf-
Conen, 1987). Le cancer génital notamment du cervix a atteint actuellement
presque le premier rang dans les pays developpés (Parkin et Muir 1988; Chan et

al. 1992).

Les virus de papillomes ont été caractérisés sur le plan cellulaire et moléculaire.
Au niveau cellulaire, 'analyse cytologique des dysplasies cervicales montre des
structures typiques de I'infection par les HPV appelées koilocytes selon la premiére
description de Meisels et Fortin, 1976. L’application des techniques issues de la
biologie moléculaire a permis d’améliorer grandement I’état des connaissances des
virus de papillomes: d‘abord par |'établissement de la pluralité de type de ces virus
(Gissmann et Zur Hausen, 1976; Gissmann et al. 1977; Orth et al. 1977), ensuite
par la caractérisation de ces virus (Gissmann et Zur Hausen, 1980; Gissmann et
al. 1982; Dirst et al. 1983; Boshart et al. 1984; Lorincz et al. 1986; Beaudenon
et al. 1986) et enfin par le clonage de leur ADN dans des vecteurs appropriés (De

Villiers et a/. 1981, Gissmann et al. 1982, Diirst et al. 1983).

Le courant actue! des recherches sur les virus de papillomes tend a mettre le

focus sur la prévention et sur le réle du HPV durant la conversion maligne et les
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approches cliniques pour éviter la conversion des dysplasies en tumeurs (Zur

Hausen, 1986).

1.3 Classification

Les virus du papillome sont classés dans le genre papillomavirus a l'intérieur de
la famille Papoviviridae sur la base de la structure de leur capside et de leur
composition biochimique (Matthews, 1982). Les virus du papillome sont
originellement groupés avec les polyomavirus, second genre dans la famille
Papoviviridae (Matthews, 1982). Chaque genre posséde des antigénes spécifiques
de groupe (Jenson et al. 1980; Shah et a/. 1977). Il n'y a pas de réaction croisée
entre les papillomavirus et les polyomavirus. L'analyse des séquences d’ADN des
virus de papillome et des polyomavirus révéle une différence fondamentale dans
l‘organisation de leur génome. Dans le cas des virus de papillome il y a seulement
un brin codant (Engel et a/. 1983). Dans le cas des polyomavirus les séquences
d’ADN qui codent pour les protéines fonctionnelles et structurales du virus sont
situées sur des brins d’ADN différents (Griffin, 1980). Ceci prouve que les

papillomavirus représentent un groupe distinct.

Les virus du papillome sont extrémement répandus. On en trouve en particulier
chez de nombreux mammiféres comme "homme, le chien, le boeuf, le renne, le
lapin, le mouton, la souris etc. La classification de ces virus est basée sur leur
hote naturel et leur parenté en rapport avec leurs séquences d’ADN (Coggin et Zur

Hausen, 1979). Présentement, chez I'homme, 60 types sont caractérisés sur cette

-
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e (Broker et Botchan, 1986; Kawashima et al. 1986; Beaudenom et a/. 1987a
" ; De Villiers et al. 1989; Grimmel et a/. 1988; Naghashfar et al. 1987; Gross
al. 1988; Adachi et al. 1986; Nuovo et a/. 1988; Shimoda et a/. 1988). Le
eau 1 indique les lésions associés a ces HPV. La classification au niveau de

a été confirmée par une classification sérologique, mais ceci seulement pour

s de papillome humain de types 1 a 5 (Pfister et al. 1987).

différents types de HPV forment une vingtaine de groupes basés sur leur
de séquence d'ADN. Les membres de ces groupes montrent une réaction
.e 13a40%. Cependant, les différents groupes ne montrent pas de relation

conditions d’hybridation de "stringency" elevée.

pes d'HPV des groupes A,B,C,D,0,Q, et R infectent la peau (Pfister et
1 987). Les membres de ce groupe occupent une position spéciale et sont
a des patients EV. Les membres des groupes E,G,H,J,K.M,N,P,S et T
ent I’ADN de HPV isolé a partir de lésions anogénitales ou de muqueuses
roker et Botchan, 1986; Beaudenon et a/. 1987a; Beaudenon et al.
L aghashfar et a/. 1987; Shimoda et a/. 1988). Le groupe L composé du
eprésente un virus dont I’ADN a été détecté dans des maladies de la peau
ganes génitaux (Pfister, 1987). La relation génétique entre les membres
groupes est souvent largement correliée a leurs propriétés pathologiques
a beaucoup d'exceptions. Par exemple, les virus membres des groupe F
fois examinés sur le plan de leurs proprietés pathologiques suivent plutdt

> classification: HPV7 et HPV26 affectant la peau et les HPV40 et HPV51
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A
1 5
N TABLEAU 1. Manifestations pathologiques des principaux papillomavirus humains (HPV).
-4
Types de papillomavirus Lésions Oncogénicité
o : 1 Verrues plantaires profondes -
‘ P 2 Verrues communes -
3 F 3,10,28 Verrues planes des jeunes enfants
"‘ Cas rares d'épidermodysplasie verruciforme -
4 Verrues en déme -
. 5,8 Lésions maculeuses de type
pityriasis versicolor
Sujets atteints
. d‘épidermodysplasie verruciforme
- Association avec immunodéficit
g (par exemple, malades transplantés) +/-
3 6,11 Condylomes ano-génitaux,
papillomes laryngés
Condylomes plats du col de I'utérus -
7 Verrues des bouchers -
9,12,14,15,17,
e 49,20,21,22,23 Epidermodysplasies verruciformes : 12,17,20 + 4+ +
B 24,25,36,40 et autres +/-
. 13.32 Hyperplasies focales orales +/-
' 16,18,31,33 Néoplasies intra-épithéliales
35,39 de la muqueuse génitale
Carcinomes épidermoides du col,
cancers de la vulve ou du pénis ++ +
26,27 Verrues cutanées chez des malades

=
5=

immunodéprimés
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affectant les muqueuses (Broker et Botchan, 1986; De Villiers et a/. 1987; Nuovo

et al. 1988).

1.4 Propriétés du virus du papillome

1.4.1 Structure de la capside

Le virus du papillome posséde une capside cubique de 556 nm de diamétre
(Figure 1) (Finch et Klug, 1965; Klug et Finch, 1965). La capside est composée
de deux protéines structurales codées par le virus (Pfister et Fuchs, 1987). La
masse moléculaire de la capside vide est de 2.35 x 107 determinée sur la base du
coefficient de sédimentation (S,,, w) qui est de 168 (Crawford et Crawford, 1963)
et sa densité dans le chlorure de cesium de 1.29 g/mL (Breedis et a/. 1962). La
protéine majeure de la capside du virus du papillome humain type 1 (HPV1)
posséde une masse moléculaire (Mg) de 57,000 tel que déduit de la séquence
nucléotidique (Danos et al. 1982). Cette My est en accord avec les données
expérimentales (Gissmann et al. 1977; Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen et a/.

1987; Gross et al. 1989; Pfister 1990).

La capside contenant le génome viral posséde un coefficient de sédimentation
{S,0,w) de 300 et une densité dans le gradient de chlorure de cesium de 1.34 g/mL
(Breedis et al. 1962, Crawford et Crawford, 1963). Le virus ne posséde pas de
membrane lipidique (Figure 1), par conséquent il est résistant a I’éther et aux
autres solvants organiques (Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen et al. 1987; Gross

et al. 1989; Pfister 1990).



FIGURE 1 Microscopie électronique du virus du papillome humain type 16
(Grossissement 187500 X). Coloration négative a Il'acide
phosphotungstique.

(La barre représente 100 nm)
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1.4.2 Les protéines structurales de la capside

La capside des virus de papillome est composée d'au moins deux protéines.
Une protéine de masse moléculaire (Mg) de I'ordre de 53 a 59 kDa (Favre et al.
1975; Gissmann et al. 1977; Orth et al. 1977; Lancaster et Olson, 1978; Miiller
et Gissmann, 1978; Pfister et al. 1979) qui répresente 80% des protéines virales
totales (Favre et al. 1975; Salzman et Howley, 1987; Gross et al. 1989; Pfister,

1990).

La protéine mineure a également une masse moléculaire attendue de |'ordre de

50 & 60 K conformément a la séquence nucléotidique de la région codante (Favre

et al. 1975; Meinke et Meinke, 1981; Larsen et a/. 1987; Pilacinski et a/. 1984;
Doorbar et Galpimore, 1987; Banks et a/. 1987a). Cependant une protéine

ek mineure de 76 kDa a été détectée (Komly et al. 1986; Doorbar et al. 1987). Les
protéines de la capside portent des déterminants antigéniques spécifiques de genre
et de type et il est possible d'obtenir un anticorps polyclonal dirigé contre ces
detérminants antigéniques a partir de le particule virale compléte (Jenson et al.

1980; Yaegashi et al. 1992).

. Les génes qui codent pour ces protéines structurales majeures et mineures
o occupent 31% du génome total du virus et ils ne semblent pas nécessaires pour
| la transformation (Figure 2). La transcription de ces génes chez le virus du
papillome bovin (BPV) produits des messagers en grande quantité dans les cellules
kératinocytes bovines au stade de différenciation terminale (Engel et a/. 1983;

Baker et Howley, 1987). Cependant, trés peu de transcripts correspondant a ces




FIGURE 2

Organisation génomique du virus du papillome humain type 16
(HPV16). Représentation des formes circulaire (A) et linéaire (B) des
différents cadres de lecture du HPV 16 et indication des fonctions de
ces différentes régions (B).

A (Adapté de Gross et a/. 1990)

B (Adapté de Pfister 1990)
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génes sont produits dans les cellules transformées /in vitro (Heilman et a/. 1982;

Amtmann et Sauer, 1982; Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen et a/. 1987; Gross

et al. 1989; Pfister, 1990).

1.4.3 Acide nucléique

La capside virale renferme le génome qui est composé d'une molécule d’ADN,
circulaire, double brin (Figure 2). Il est complexé dans le noyau avec des histones
et condensé en nucléosomes (Orth et al. 1978; Chen et al. 1982; Danos et al.
1982). Pour la plupart des isolats de virus de papillome connus, la taille du
génome est de I'ordre de 7900 paires de bases (Orth et a/. 1977, 1978; Chen et
al. 1982; Danos et al. 1982; Schwartz et a/. 1983). La variation est de I’ordre de
10% parmi les virus de papillomes animaux (Pfister et a/. 1979; Campo et al.
1980; Pfister et Meszaros, 1980; Jarrett et a/. 1984; Kremsdorf et al. 1984). Le
pourcentage de la composition en GC du génome du virus de papillome est
relativement bas. La valeur moyenne chez les virus séquencés est de |'ordre de
42,6%. Dans le cas du HPV16 il est seulement de I'ordre de 36,5% (Seedorf et
al. 1985). Par ailleurs, des séquences d"homologie d’ADN des virus de papillomes
humains et animaux, ont été rapportées, par hybridation non spécifique, montrant

presque 30% de "mismatch” (Law et a/. 1979).

1.4.3.1 Organisation du génome du virus du papillome

L'ADN de plusieurs papillomavirus a été séquencé et révele une organisation

génomique comparable (Figure 3). Le génome de ces virus peut se diviser en trois



FIGURE 3

Organisation comparée de différents génomes de papillomavirus
humains (HPV). Compilation des données sur I"organisation des
génomes de 8 HPV, impliqués dans des pathologies différentes.
Les génes précoces fonctionnels sont indiqués par E et les génes
tardifs structuraux par L.

Noter la conservation globale de I’organisation génétique, contrastant
avec les différences notables de séquence entre ces virus,

HPV non oncogeniques (A)

HPV oncogeniques (B}

Les tailles sont relativement similaires d’un groupe 2a lYautre.
L’organisation du genome n’est pas non plus indicative duy potentiel
d’oncogenicité.

Adapté de Pfister et Fuchs, 1987.
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régions (Figure 2}. Une région non codante, de 500 & 1000 paires de bases,

contenant l'origine de réplication de I'ADN et les éléments promoteurs. Les
séquences qui contrdlent la transcription apparaissent dispersées a travers les
régions codantes. Une région précoce, qui code pour 8 polypeptides fonctionnels,
E1 & E8 (E pour "early") de 4000 nucléotides de longeur compose plus de 60% du
génome. Elle code pour des protéines qui sont impliquées dans la réplication de
I’ADN, la transcription et la transformation cellulaire (Figure 2). Une région tardive,
de 2500 a 3000 paires de base code pour deux polypeptides structuraux (L pour
"late"). Les produits de la transcription sont sujets & I'épissage. Les protéines
forment souvent des hybrides, dérivés de plus d’un cadre de lecture ouvert (ORF).
De méme, un ORF peut contenir de I'information pour plus d’une protéine (Salzman

et Howley, 1987; Syrjdnen et al. 1987; Gross et al. 1989; Pfister, 1990).

1.4.3.2 Fonction des régions codantes

1.4.3.2.1 Région précoce

Jusqu’a huit cadres de lecture ouvert (ORF) montrant un chevauchement
peuvent étre détectés dans la région précoce de plusieurs types de papillomovirus.
Tel que proposé par Danos et al. 1983, ces ORFs, sont numérotés de E1 3 E8. Les
ORFs E1, E2, E4, E6 et E7 ont été trouvés dans tous les génomes de virus de
papillomes analysés jusqu’3 présent. E3 a été trouvé seulement chez le virus du
papillome bovin type 1 (PBV1). La localisation de E5 et E8 varie et la séquence

d’acides aminés montre trés peu d’homologie.
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L’'expression de tous ces génes passe par des processus d’épissage et de
maturation trés complexes. Les fonctions de ces différents génes sont décrites ci-
dessous. Les indications apportées sont trés générales et résument des données
acquises sur des HPV différents (Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen, 1987; Gross

et al. 1989; Pfister, 1990).

a) Fonction du cadre de lecture ouvert E1: Cet ORF E1 est le plus long qui soit

ouvert dans le génome de tous les papillomavirus. C’est également I'un des plus
conservés (Seedorf et a/. 1985). Ce géne est impliqué dans la réplication
extrachromosomique du génome viral (Lusky et Botchan 1984; Waldeck et al.
1984) et dans son maintien a |I'état de plasmide dans les cellules infectées (Lusky
et Botchan, 1985). Il code pour une protéine de 600 résidus, dont le domaine C-
terminal hautement conservé est riche en acides aminés basiques ce qui suggére
une possibilité d'intéraction de cette protéine avec I’ADN. Cette partie C-terminale
présente une certaine homologie avec les séquences des antigénes T du SV40 et
du polyome et plus particuliérement avec les séquences codant pour la région de

la protéine se fixant a I’ADN (Clertant et Seif, 1984).

b) Fonction du cadre de lecture ouvert E2: Cet ORF est composé de trois

domaines conservés de facon trés différente parmi les différents papillomavirus
(Giri et al. 1985; Dartmann et al. 1986; McBride et Howley, 1991). Par exemple,
la région codante pour la partie N-terminale de la protéine est trés bien conservée,
alors que la partie codant pour la partie C-terminale est plus variable. Ce géne

complexe contient lui méme une séquence du type "TATA Box", qui pourrait
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permettre une initiation interne de la transcription (Spalholz et a/. 1985; Kleiner et
al. 1986) et |'utilisation d’un codon ATG d’initiation situé environ au niveau du
premier tiers du géne. La position exact varie avec le type de PV. La région E2

pourrait ainsi générer deux protéines, de masses molaires de 41 et 35 kDa.

Les produits du géne E2 exercent des fonctions de régulation de premiére
importance (Seeberger et al. 1987). Le premier correspondant a la totalité du géne
{protéine de 45 kDa) est un transactivateur qui interagit avec une région activatrice
de la transcription située dans la région non codante du génome et active
I'expression des génes viraux (Spalholz et a/. 1985; Haugen et a/. 1987). Ceci a
été particulierement bien étudié dans le systéme BPV ou la région E2 code pour
une protéine régulatrice de la transcription mais ces effets peuvent étre différents
selon le type de virus considéré. Ainsi, le produit E2 peut &tre inhibiteur en
position trans chez les HPV16 et HPV18. La protéine de 35 kDa, codée par les
deux tiers du géne dans la partie 3’ terminale, semble &tre un inhibiteur de la
transcription. Ces deux produits d’'un méme géne exercent donc des effets
compensateurs sur la régulation de la transcription. L’expression des génes viraux
dépendrait ainsi du rapport de masse entre ces deux produits, donc du rapport

entre les types de transcription, compléte ou partielle, de E2.

c) Fonction du cadre de lecture ouvert E3 et E8: Ces génes n’ont qu’une existence
théorique. Ills sont détectés dans les séquences de plusieurs papillomavirus.
Cependant, il ne sont définis que par les analyses de séquence qui font apparaitre

des cadres de lectures ouverts dans certains cas.
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d) Fonction du cadre de lecture ouvert E4: L'ORF E4 chevauche le cadre de lecture

E2 dans tous les génomes des papillomavirus connus. Le produit de E4 pourrait
intervenir dans la maturation de la particule virale, donc au niveau d’un mécanisme
tardif, et serait alors improprement classé parmi les fonctions précoces (Doorbar
et al. 1986; Nasseri et al. 1987). |l s’agit d'une protéine de 17 kDa qui est

abondamment exprimée dans le cytoplasme des cellules (Doorbar et al. 1986).

e) Fonction du cadre de lecture ouvert E6: L'ORF E5 correspond & une courte
région traductible, que I'on ne trouve que chez certains papillomavirus et dont la
localisation dans le génome est variable et qui est impliqué dans la transformation
(Goldstein et a/. 1991; Leechanachai et al. 1992). Le géne E5 semble plus
spécifique des virus présentant le double tropisme épithélial et fibroblastique (Yang
et al. 1985; Schiller et al. 1984). Ce géne est systématiquement conservé chez
les virus induisant des fibropapillomes, tel que le papillomavirus bovin, et peut
transformer in vitro, a lui seul, des cellules fibroblastiques de souris. 1l code pour
une petite protéine membranaire 'hydrophobe de 50 acides aminés, dont la
séquence n'est pas trés conservée parmi les différents papillomes, mais dont les
propriétés physicochimiques sont similaires: en particulier, ce polypeptide de 7

kDa (Schlegel et al. 1986) est capable de se dimériser pour donner une masse

moléculaire de 15 kDa.

f) Fonction du cadre de lecture ouvert E6: Cette région est importante pour la
transformation cellulaire (Androphy et al. 1985; Schiller, 1984; Kanda et al. 1991).

On trouve systématiquement des produits de transcription de E6, dans les cellules



62

de carcinome de certains animaux ou humains, comme les carcinomes cervicaux
a4 HPV (Banks et a/. 1987; Halbert et a/. 1992), notamment le HPV16 (Androphy
et al. 1987; Smotkin et Wettstein, 1987). Le géne E6 peut transformer certaines
cellules en culture a condition de le placer sous le contrble d'un promoteur fort
(Matlashewski et al. 1987a). Ce géne code pour une protéine basique de 15.5

kDa, se fixant a I’ADN et exercant vraisemblablement des fonctions de régulation.

g) Fonction du cadre de lecture ouvert E7: Comme I'ORF E6, I'ORF E7 joue un rdle

important dans la capacité du virus a transformer les cellules hétes (Smotkin et al.
1987, Seedorf et a/. 1987; Phelps et al. 1992). Les deux cadres E6 et E7 sont
d’'ailleurs toujours localisés de la méme facon sur le génome de différents
papillomavirus et codent pour des protéines présentant globalement les mémes
caractéristiques (Berg et a/. 1986). Le géne E7 intervient dans le maintien de la
réplication (Lusky et Botchan, 1985) du virus a I’état épisomal en augmentant le
nombre de copies présentes dans le noyaux des cellules infectées, et joue
également un rdle dans la transformation. 1l code pour une protéine cytoplasmique

phosphorylée (Smotkin et Wettstein, 1986) d’environ 17 a 20 kDa chez le HPV16.

1.4.3.2.2 Région tardive

a) Fonction du cadre de lecture ouvert L1: Cet ORF est hautement conservé entre

les différents papillomavirus (Fuchs et a/. 1986). Ce cadre correspond a un géne
tardif qui code pour une protéine majeure de la capside virale. |l porte les

antigénes de groupes communs a tous les papillomavirus, ainsi que certains
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nes spécifiques (Pfister, 1984; Salzman et Howley, 1987; Syrjénen et al.

Gross et al. 1989; Pfister, 1990).

iction du cadre de lecture ouvert L2: Cet ORF est moins conservé que le
L1. Il correspond a un autre g&ne tardif codant pour la protéine mineure de
side et portant également certains déterminants antigéniques (Meinke et
e, 1981; Chen et al. 1982; Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen et al. 1987;

et al. 1989; Pfister, 1990).

3.3 Fonction de la région non-codante

les génomes de papillomavirus comportent une région non codante située
fin du cadre L1 et le début du cadre de lecture E6. Cette localisation est
le, mais sa taille est variable allant de 500 3 1000 pb. Cette région non-
est complexe et comporte vraisemblablement un ensemble de signaux de

. gouvernant I'expression du génome viral et sa multiplication. Cette

ipliqués dans les carcinomes on y trouve un site homologue de I'activateur
nes sensibles aux corticostéroides. Cette séquence permettrait un contrdle
ar les récepteurs des hormones stéroidiennes (Salzman et Howley, 1987;

X
n et al. 1987; Gross et al. 1989; Pfister, 1990).
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2. PROPRIETES BIOLOGIQUES DES PAPILLOMAVIRUS ET IMPORTANCE DE LA

DIFFERENCIATION CELLULAIRE

2.1 Interaction virus du papillome - cellule héte

Les papillomavirus présentent in vivo un tropisme strict pour les kératinocytes
des épithéliums en cours de différenciation (Croissant et a/. 1985; Jarrett 1985,
Kreider et Bartlett, 1985; Halbert et a/. 1992; Hummel et a/. 1992; Meyers et al.
1992). lls ne s’expriment et ne se répliquent qu’en association étroite avec les
processus de différenciation terminale des épithéliums stratifiés (Figure 4), soit de
la peau, soit des muqueuses (Kreider et Barlett, 1985; McCance 1986; Hummel
et al. 1992; Mevyers et al. 1992). Avant de décrire ces interactions, rappelons la
morphologie générale de la peau et les processus de différenciation épidermique

chez I'homme (Orth et Favre 1985; Alberts et a/. 1986; Darnell et a/. 1988).

2.1.1 Structure et différenciation des épitheliums stratifiés

2.1.1.1 Lapeau

La peau est un organe complexe composé d’un épiderme séparé du derme sous-
jacent par une membrane basale riche en collagéne, en laminine et en

glycosaminoglycanes (Alberts et a/. 1986; Darnell et al. 1988).

L'épiderme est constitué de plusieurs couches cellulaires superposées,

représentant différentes étapes de différenciation des kératinocytes. Reposant

directement sur la membrane basale, se trouvent les cellules basales, en
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prolifération active, stratum germinativum. Les cellules filles issues de la divisions
des cellules basales ou (cellules supra-basales) ne se divisent plus, mais entament
un processus de différenciation et de migration vers la surface de I'épiderme qui
les conduira a former successivement le stratum spinosum (couche de Malpighi),
le stratum granulosum puis le stratum corneum (encore appelé couche cornée). Le
stratum spinosum est ainsi nommé par référence aux structures d’aspect épineux
présentes a la surface des kératinocytes et correspondant aux nombreux
dermosomes. La couche granuleuse doit son nom 2 la présence de granules de
kératohyéline, riches en filagrine. Le stratum corneum est composé de cornéocytes
anuclées contenant des réseaux denses de kératine et de filagrine et d'une
enveloppe formée de protéines polymérisées par pontages inter-protéiques. Cette
couche cornée est la barriére isolante conférant a la peau sa résistance a 'eau, a
la chaleur, & I'abrasion. Les cellules cornées se desquament et sont remplacées
régulierement par de nouvelles cellules sous-jacentes. La différenciation des
cellules épidermiques est donc un processus continu; elle s’accompagne, depuis
la membrane basale jusqu’a I'enveloppe cornée, de I'activation et de I'extinction
successives de génes codant pour différentes kératines caractéristiques. Ces
kératines sont des constituants du cytosquelette cellulaire que I‘on trouve
spécifiquement dans les cellules épithéliales (Alberts et al. 1986; Breitburd, 1987;

Taichman et Laporta, 1987; Darnell et a/. 1988).

Le derme est une matrice fibreuse complexe, de nature conjonctive, contenant

principalement des fibroblastes (qui servent de support et élaborent le collagéne,
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I'élastine, les glycosaminoglycanes et les glycoprotéines de structure), des

histiocytes et des cellules sanguines (Alberts et a/. 1986; Darnell et a/. 1988).

2.1.1.2 Les mugueuses

Les épithéliums muqueux se différencient globalement de la méme maniére,
mais ils contiennent des kératines différentes et ne forment jamais de couche
cornée. De plus, ces épithéliums internes sont maintenus.dans un état humidifié

grace a des glandes sécrétrices (Alberts et al. 1986; Darnell et al. 1988).

2.2 La dépendance de la réplication du virus sur la différenciation cellulaire

La différenciation des épithéliums stratifiés est donc un processus complexe,
progressif, qui fait intervenir I'expression successive de programmes génétiques
différents. On connait de nombreux marqueurs de différenciation dont les
expressions sont modulées, au niveau transcriptionnel, dans les différentes
couches de I'épiderme. L'obligation, pour le virus, de se développer de facon
séquentielle dans ces différentes cellules et de parcourir les différentes étapes de
son cycle de multiplication en relation étroite avec des niveaux précis de
différenciation (Figure 4), implique que son expression dépend de signaux
semblables 4 ceux gouvernant la mise en oeuvre des programmes de différenciation
successifs. C’est 18 un exemple d’adaptation particuliérement sophistiqué d'un
virus & un contexte physiologique particulier (Orth et al. 1977; Breitburd, 1987;

Taichman et Laporta, 1987).
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2.3 Cycle de développement du virus de papillome et différenciation cellulaire

Apreés infection, les virus du papillome peuvent se maintenir a |'état latent dans
les cellules basales (Frenzy et a/. 1985), mais se développent et se multiplient dans
les kératinocytes en cours de différenciation (Figure 4) (Taichman et Laporta,
1987; Orth et al. 1977; McCance et al. 1988). Par hybridation in situ, on peut
détecter une réplication végétative de I’ADN viral dans les couches supra-basales,
mais la production des protéines de capside et les assemblages de virions n“ont lieu
que dans les couches superficielles de l'épiderme. Le cycle de développement du
virus est étroitement synchronisé avec la différenciation en strates des épithéliums

(Figure 4) (Orth et al. 1977; Taichman et Laporta, 1987; Breitburd, 1987).

Le cycle infectieux d'un virus de papillome humain est schématisé dans la
Figure 4. Aprés infection des cellules basales, le virus se réplique dans les
kératinocytes pour donner des particules virales au niveau des couches supérieures
de |'épiderme. Ces particules virales sont disséminées lors de la desquamation des
cornéocytes et peuvent réinfecter un nouvel hdte. L’infection par un virus de
papillome n’aboutit cependant pas systématiquement a.la production de nouveaux
virions. Dans certains cas, |'infection par certains types particuliers de ces virus
peut aboutir & un développement non-productif et induire alors un état pré-tumoral
pouvant évoluer vers un carcinome sous l'influence de facteurs génétiques ou épi-

génétiques (Figure 4) (lkenberg, 1989).




FIGURE 4

Cycle de développement du virus du papillome dans les lésions
bénignes et malignes (A) et synchronisation de la réplication virale en
fonction de la différenciation cellulaire (B).

On voit que in vitro, I’'assemblage des virions ne se produit que dans
les cellules en voie de différenciation terminale. L’infection, par
contre, atteint seulement les cellules basales peu différenciées (A).
La synchromisation entre la maturation de la particule virale et la
différenciation des cellules infectées est explicitée en B.

(A) Adapté de Taichman et Laporta, 1987.

(B) Adapté de Auborn et Steinberg, 1990.
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2.4 Expression du virus du papillome et différenciation cellulaire

L‘expression du virus dans les épithéliums en voie de différenciation entraine
‘toute une série de modifications anatomiques, comme I'épaississement des
ouches spineuses et granuleuses et I'hypertrophie des couches cornées. Ceci
'. ,émble indiquer un bloquage de la différenciation terminale responsable de la

 desquamation. Au niveau intracellulaire, les infections par les virus de papillomes

,",».caractérisent par des modifications diverses, variables selon le type de virus et

antigénes viraux dans les noyaux des cellules infectées (Meisels et Fortin,

] 976; Meisels et a/. 1977; Salzman et Howley, 1987; Syrj4nen et al. 1987; Gross

‘ .‘

't al. 1989; Pfister, 1990).

vl

Ces associations étroites entre les processus de différenciation et le
veloppement du virus expliquent I'insuccés des essais de culture du virus in vitro
lichman et a/. 1984; Kreider et al. 1985; Salzman et Howley, 1987; Syrjdnen

al. 1987; Gross et al. 1989; Pfister, 1990).
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3. LES VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN (HPV)

3.1 Etude et caractérisation des virus de papillome humain (HPV)

Chez I'lhomme, les effets pathologiques des papillomes dépendent a la fois du
sous-type viral et de sa cible tissulaire (Pfister et Fuchs, 1987). L'infection peut
se produire au niveau de bréches cutanées, par contact direct ou indirect (le virus
est trés résistant), par transmission sexuelle ou encore par infection péri-natale.
Le rdle du systéme immunitaire dans le développement de ces infections n’est pas
encore clarifié (Seski et al. 1978; Jablonska et a/. 1979; Obalek et al. 1980;
Jablonska et Orth, 1983; Zur Hausen, 1986). Il semble cependant que les
infections latentes soient communes, et que |‘on observe souvent le
déclenchement brutal de verrues chez des malades immunodéprimés (Hsu, 1974),
soit chimiquement a l'issue de traitements post greffes (Penn, 1986; Blohme et
Bryuger, 1985), soit spontanément comme au cours de la grossesse (Berg et
Lampe, 1981; Sillman et a/. 1984), ou de certains cancers et plus récemment du
SIDA (Rudlinger et al. 1988). Les facteurs d’activation du développement de ces
virus sont inconnus. De plus, les virus des papillomes humains comprennent de
nombreux types différents et l'infection par I'un quelconque de ces virus ne
confére aucune résistance vis-a-vis des autres. On connait ainsi des cas ou plus
de dix types différents d’'HPV se sont développés simultanément chez le méme
malade notamment dans des cas d'épidermodysplasia verruciformis) (Jablonska et

Orth, 1985).
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Jusqu’a ce jour les papillomavirus humains ne peuvent pas étre cultivés in vitro
(Broker et Botchanv‘f"’ 1986; Gross et al. 1989; Pfister, 1990). La seule possibilité
d'étudier leur fonctionnement est de construire des plasmides chimériques,
comportant des génes provenant de virus HPV associés & un marqueur dominant
permettant une sélection positive des cellules portant ce type de plasmide. Les
connaissances sur le fonctionnement moléculaire de ces virus proviennent presque
exclusivement des données de séquences obtenues 3 partir de génomes viraux
clonés (De Villiers et al. 1981; Gissmann et a/. 1982; Durst et al. 1983; Law et al.

1979; Boshart et al. 1984, Lorincz et al. 1986; Beaudenon et al. 1986).

L'utilisation de sondes moléculaires clonées a également permis de mettre en
évidence |'existence de nombreux sous-types viraux dans des Iésions bénignes ou
malignes de la peau et des muqueuses (Law et al. 1979; De Villier et al. 1981;
Gissmann et al. 1982; Diirst et al. 1983; Boshart et a/. 1984; Beaudenon et al.
1986; Manos et al. 1989). Contrairement a la démarche classique suivie pour
tous les autres virus, on ne dispose pratiquement pas d’'anticorps ayant permis de
définir des groupes et des différences sérologiques entre les virus. Seuls, les types
1 et 4 sont connus pour &tre sérologiquement différents (Pfister, 1990). Les
distinctions sont basées sur les différences que I'on mesure par hybridation entre
les génomes viraux. Les génomes viraux, ainsi typés par hybridation, clonés et
séquencés a partir de préldévements provenant de lésions variées, présentent une
extraordinaire diversité. Si I’on retrouve une organisation globale identique des
cadres de lecture (Figure 3), les homologies de séquences nucléiques descendent

fréquemment au-dessous de 50%. Les ADN de certains types d’HPV ne
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présentent aucune réaction d’hybridation croisée (types 1, 2, 4, 7), alors que
d’autres présentent des hybridations partielles (par exemple, environ 30% entre les
HPV 2, 3, 10 et 28, ou encore de 5 3 40% d'homologie entre les HPV 5, 8, 12,
14, 19, 23 et 26). On dénombre actueliement chez 'homme une soixantaine de
sous-types différents (Pfister, 1990). Deux papillomavirus sont reconnus comme
différents lorsque les homologies de séquences entre leur génome respectif

descendent au dessous de 50% (Wickenden et a/. 1985).

3.2 Aspects pathologiques des virus de papillome humain (HPV)

Les syndromes cliniques et les manifestations pathologiques des infections par
HPV, sont variées et difficiles a décrire succinctement. On peut cependant
souligner la grande variété des pathologies dans lesquelles tous ces virus sont
impliqués (Tableau 1). Ces virus sont les agents étiologiques de verrues palmaires,
plantaires, profondes ou superficielles, de verrues ano-génitales, de condylomes,
de papillomes laryngés, de I'épidermodysplasie verruciforme ainsi que de certaines
hyperplasies focales orales. Enfin, certains sous-types des virus de papillomes sont
également impliqués dans le développement des cancers du tractus génital male

et femelle (Gross, 1987; Oriel, 1987; Phelps et al. 1992; Chan et al. 1992).

3.2.1 Virus de papillome humain (HPV) et cancers génitaux

3.2.1.1 Epidémiologie

Nous évoquerons principalement dans cette partie I'historique des relations

entre les cancers génitaux humains et les papillomavirus (Syrjanen, 1987). Ces
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relations sont maintenant bien établies sur la base de nombreuses données
épidémiologiques et biochimiques. A titre d'exemple, on peut rappeler que les
fameuses cellules Hela, mises en culture il y a prés de 40 ans & partir d'un
adénocarcinone du col de |'utérus, se sont avérées des cellules transformées par
le HPV 18, contenant de I’ADN viral 3 I'état intégré et exprimé dans ces cellules de

facon constitutive (Schwartz et a/. 1987).

Depuis longtemps, le développement de cancers du col de 'utérus et d’autres
cancers de la femme ou de I'homme est associé a des facteurs de risque évoquant
une étiologie infectieuse (Oriel, 1987; Syrjdnen, 1987). La fréquence de ces
cancers est reliée a la promiscuité sexuelle, a la précocité dans les rapports, au
nombre de partenaires, & une mauvaise hygiéne et 3 des épisodes infectieux
multiples (Zur Hausen, 1977; Zur Hausen, 1982; Syrjdnen 1984; Syrjdnen et al.
1984). Lafréquence des cancers cervicaux est aussi proportionnelle ala fréquence
des cancers du pénis (Gross et al. 1986), bien que ces derniers soient beaucoup
plus rares (Villa et Lopes, 1986). Dans les régions ol le nombre de cancers
cervicaux est élevé, le nombre de cancers du pénis I'est proportionnellement. Des
études statistiques ont également montré que la probabilité d’apparition de cancers
du pénis est plus élevée chez les hommes dont la partenaire a développé un cancer
du col que dans une population témoin. Tous ces facteurs suggérent fortement
Fintervention d’un agent contagieux, dont la transmission se ferait par voie

vénérienne (Syrjdnen, 1987).
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La recherche d’un agent infectieux transmissible sexuellement a conduit a
suspecter des virus tels que I'herpés et le cytomégalovirus, mais sans qu‘aucune
relation réellement convaincante n’ait jamais été établie avec ces agents infectieux

(Salzman et Howley, 1987; Syrjénen et a/. 1987).

L'idée d’une association entre des Iésions papillomateuses et le développement
de cancers était une autre hypothése. Il est extrémement difficile d’établir avec
certitude qu’un virus est impliqué dans une étiologie tumorale humaine - pour des
raisons pratiques et éthiques évidentes. Les critéres classiques (association
systématique du virus avec la tumeur, induction de tumeur de méme type chez
I'animal par le virus isolé, étude des effets transformants in vitro ne sont que
partiellement remplis dans le cas des HPV et des cancers génitaux, et la mise en
évidence de cette association a été un long processus, faisant intervenir de

nombreuses observations cliniques et histologiques (Pfister, 1990).

Il fallait tout d’abord comprendre |'étiologie infectieuse des Iésions génitales
bénignes ou malignes. Les condylomes et verrues des voies génitales sont des
MST communes et font partie des maladies vénériennes transmissibles connues
depuis I’Antiquité. On sait & présent que ce sont les virus des papillomes qui sont
les agents de ces dysplasies affectant les muqueuses de I'appareil génital. Les
papillomavirus provoquent également des Iésions au niveau d’autres muqueuses,
comme des papillomes laryngés (type 6 et 11, 30 et 40) et des hyperplasies
épithéliales focales orales (type 13, 32). Le; papillomes laryngés apparaissent

surtout sur les cordes vocales, la muqueuse laryngée et au niveau de la trachée.
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L’hyperplasie épithéliale hyperfocale orale, quant a elle, est une affection rare de

la muqueuse buccale, ne touchant que certaines populations (Syrjanen, 1987).

De nombreuses observations cytologiques suggéraient des corrélations entre
I"aspect des lésions pré-cancéreuses et I'aspect de lésions a papillomavirus (Figure
5). C'est la présence de koilocytes, cellules comportant des inclusions
cytoplasmiques caractéristiques, qui évoqua une infection par un papillomavirus.
Des koilocytes étaient en effet fréquemment présents dans des frottis provenant
de femmes affectées de lésions génitales bénignes ou malignes (Meisels et al.
1984). Ces hypothéses sur le rble des papillomavirus ne trouvérent leur
conformation que grice au clonage des génor;les des HPV et aux hybridations
entre ces sondes et I'’ADN de cellules provenant des lésions génitales (Gismann et

al. 1982; Diirst et al. 1983).

C’est dans des verrues génitales (condylomes) dont on connaissait la nature
infectieuse que furent observées pour la premiére fois des particules virales de type
papillome, et c’est également & partir de ces lésions que fut cloné le virus HPV6
(De Villier et al. 1981). A partir de cette premiére sonde, de nombreux autres virus
furent isolés qui permirent a leur tour le clonage d’autres types de virus HPV (Dirst
et al. 1983; Gismann et al. 1982; Boshart et a/. 1984; Lorincz et al. 1986;
Beaudenon et a/. 1986). La présence de génomes d'HPV, intégrés dans I’ADN
cellulaire de tumeurs ou de lésions pré-cancéreuses génitales (Figure 4), est

maintenant bien établie (Wettstein, 1990).



FIGURE 5

Modele de progression de la transformation par le virus du papillome
humain type 16 (HPV16) (A). Fréquence d’infection du cervix par le
HPV par analyse du type southern au cours de I’évolution vers la
transformation maligne. L’'axe de x dans le graphique B correspond
aux différentes étapes de la transformation tel que schématisé en C.
(B) et progression des lésions et changements histologiques au cours
de la néoplasie intra-épithéliale cervicale (C).

(A) Adapté de Matlashewski, 1989.

(B) et (C) Adapté de Jenson et Lancaster, 1990.
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Les études épidémiologiques ont également fait ressortir que la progression
tumorale des lésions pré-néoplasiques pouvait se dérouler sur plus d’une dizaine
d’années (Syrjanen et al. 1985). Une trés longue latence peut donc séparer la
primo-infection par un papillomavirus de I’apparition de la tumeur (Syrjdnen et al.
1985). Cette observation est renforcée par les analyses des co-facteurs pouvant
favoriser I’apparition des cancers génitaux (Zur Hausen, 1982; Vessy, 1986). En
plus des épisodes infectieux multiples qui semblent nettement avoir un effet
aggravant, certains facteurs d’environnement jouent également un rble bien établi.
L’environnement et les habitudes de vie pésent sur le développement de ces
cancers, et I’'on mesure a présent l'importance de co-facteurs comme le tabac: la
probabilité de développer un carcinome du col est plus élevée chez les femmes
fumeuses que chez les non-fumeuses (Vessy, 1986). Cette association statistique
a suscité des études biochimiques qui ont révélé la présence de nicotine et de
produits de la combustion du tabac dans le mucus cervical. Cette localisation
particuliére de composés dont on connait les effets carcinogénes suggére une
intervention directe au niveau des cellules épithéliales et suggére aussi, maintenant
que lI'on a établi la présence et |I'expression de virus dans ces tumeurs, un

phénomeéne de co-cancérogénése (Jablonska et Orth 1985).



78

3.2.2 Virus du papillome humain type 16 (HPV16), son importance et son

implication dans le transformation cellulaire

3.2.2.1 Transformation in vivo

Ce sont les HPV de type 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39 (Tableau 1) et 42 qui
affectent spécifiquement les muqueuses génitales. Ces différents sous-types
peuvent se diviser en deux groupes selon leurs effets, estimés sur des bases
anatomo-pathologiques. Le premier groupe comprend les types 6 et 11, virus a
faible risque que |'on retrouve dans de nombreuses lésions différentes comme des
condylomes du col, des condylomes ano-génitaux et aussi dans des papillomes du
larynx et des dysplasies cervicales (Gissmann et al. 1982; Gissmann et a/. 1983;
Lehn et al. 1984; Halbert et al. 1992; Yaegashi et a/. 1992). lls ne sont jamais
associés a des carcinomes épidermoides, on ne les retrouve que dans les lésions
bénignes de type papillomateux (Gissmann et Zur Hausen, 1980). La présence de
tels sous-types est donc un élément de pronostic trés favorable pour la personne
atteinte. Le second groupe comprend les autres types qui, en revanche, sont
considérés comme des virus dangereux. On les trouve associés, par exemple, a
des néoplasies intra-épithéliales aneuploides, a des carcinomes épidermoides du col
et a des carcinomes de la vulve et du pénis (Boshart et al. 1984; Schwartz et al.
1985; Yee et al. 1985). Les HPV 16 et 18, par exemple, ont été isolés & partir de
carcinomes cervicaux et semblent des virus dont la présence conduit & un

pronostic d’évolution défavorable. La détection de papillomavirus de type 16 et
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18 dans des lésions précancéreuses devrait donc amener a prendre des attitudes

préventives particuliéres (Zur Hausen et Schneider, 1986).

L’utilisation de sondes moléculaires a permis le développement des recherches
épidémiologiques et a abouti & montrer que plus de 90% des cellules cancéreuses
provenant de carcinomes du col contenaient bien des génomes de virus HPV
intégrés dans le génome cellulaire. En particulier, ces sondes ont permis d’établir
des corrélations entre les infections a HPV et les probabilités de développement de
carcinomes cervicaux (Law et al. 1979; De Villier et a/. 1981; Gissmann et al.
1982; Dirst et al. 1983; Boshart et al. 1984; Beaudenon et a/. 1986). Plus de 5%
des femmes en bonne santé, apparemment asymptomatiques, sont actuellement
porteuses de lésions génitales & HPV (De Villiers et al. 1987; Fuchs et al. 1988).
Cette proportion s'éléve a plus de 35% chez les femmes présentant des problémes
gynécologiques et suivies plus attentivement. Parmi les virus détectés, les types
16 et 18 sont largement représentés. La recherche d’infections virales chez les
partenaires des femmes touchées par de telles infections s’est révélée positive, les
mémes types viraux étant alors présents dans des microlésions du pénis (Gross et

al. 1986; Villa et Lopes, 1986).

Toutes ces études épidémiologiques, qui sont actuellement en plein essor,
tendent & montrer qu’il n'y a pas de cancer du col utérin sans infection préalable
a papillomavirus, attestée par la présence de génomes viraux intégrés a I"’ADN

cellulaire dans la majorité des cas (Manos et al. 1989).
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3.2.2.1.1 Présence de génome du virus de papillome humain (HPV1 6) dans

les eancers génitaux

Les études sur la structure et I'expression des génomes des papillomavirus dans
les cellules cancéreuses ont surtout été menées a partir de carcinomes contenant
les sous-types HPV 16 et 18 (Durst et a/. 1983; Lorincz et a/. 1987; Band et al.
1991; Chan et a/. 1992; Phelps et al. 1992). Ces deux virus présentent des
organisations similaires, aussi bien dans leurs parties codantes que dans leur région
régulatrice non-codante (Figure 3). La région régulatrice comporte méme des
structures exactementidentiques chez ces deux virus. Ces homologies se reflétent
vraisemblablement dans la similitude des tropismes et des effets pathologiques de
ces deux virus. On peut cependant noter certaines différences dans les cancers
associés aux types 16 et 18. Le type HPV16 est surtout présent dans des
carcinomes squameux, chez les femmes agées, alors que le type HPV18 est
retrouvé principalement dans les adénocarcinomes de femmes plus jeunes, dont
F'évolution est plus préoccupante. Les cellules Hel a, isolées dans les années 1950
a partir d’un adénocarcinome du col prélevé chez une jeune femme, comportent,
comme on |'a déja vu, un génome de type HPV18 intégré dans I’ADN cellulaire
(voir section 3.2.1.1). |l peut donc é&tre important de bien différencier ces deux
virus, et I'on dispose pour cela de sondes spécifiques correspondant a des

séquences différentes de leurs génomes.

Si les génomes viraux sont présents a |’état libre dans les verrues, les

épidermodysplasies verruciformes et de fagcon générale dans la majorité des lésions
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bénignes provoquées par les HPV (Gissmann et a/. 1983; Lehn et al. 1984), en

revanche, les génomes viraux sont intégrés au génome cellulaire dans les cellules
cancéreuses, et en particulier dans les carcinomes génitaux (Wettstein, 1990). Les
sites d'intégration de ces virus ne semblent pas, jusqu’a présent, correspondre a
des /oci particuliers comme chez d'autre papovaridae, bien que l'on ait trouvé
certains proto-oncogénes cellulaires dans le voisinage de certains génomes viraux
intégrés. Le pouvoir oncogéne du virus semble donc dépendre surtout de ses
propres génes transformants et de leur dérégulation, plutét que d’'une quelconque
activité de mutagénese par insertion. Certains auteurs pensent méme que

I'intégration n’est pas une condition obligatoire a I'oncogenése.

En effet, si les sites d'intégration dans le génome cellulaire semblent aléatoires,
le site d’ouverture du génome viral est, lui, toujours localisé dans la méme région
(Schwartz, 1987). Dans les cellules de carcinomes, les génomes des HPV
s'intégrent toujours de la méme maniére, parfois au niveau du géne E1 mais
surtout au niveau du géne E2 (Schwartz et al. 1985; Schwartz, 1987). Dans le
cas d’intégration des HPV16 ou 18 cartographiées, ¢’est toujours I’'un de ces deux
génes qui est inactivé. Outre la perte de E2 par interruption du géne, on observe
le plus souvent une délétion des régions tardives, mais le maintien systématique
des cadres de lectures E6 et E7. Cette localisation particuliére du site de cassure
du génome viral, qui a pour effet de couper le cadre de lecture E2, supprimera ou
modifiera profondément son produit. L’expression des génes viraux, et en
particulier celle des génes transformants E6 et E7 qui sont normalement contrélés

par le produit de E2, sera ainsi dérégulée.
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. 3.2.2.1.2  Expressiondu virus de papillome humain (HPV16) dans les cancers
'

génitaux

a) Régulation de la transcription des génes E6 et E7 du HPV16 associés a la
3

:- transformation
4

{ On dispose actuellement de nombreuses lignées cellulaires provenant de

. garcinomes cervicaux permettant d’analyser a la fois les structures des sites
: ~ d’intégration et I'expression des génes viraux. Dans toutes ces lignées, les génes
" E6 et E7 sont exprimés a des niveaux élevés (Schneider Grédndicke et Schwartz,
- 1986; Smotkin et Wet;tstein, 1986; Shirasawa et a/. 1991; Reuter et al. 1991;
Phelps et al. 1992). Cette transcription extrémement active contraste avec les
niveaux d’expression beaucoup plus discrets que I'on trouve dans les cellules
: transformées par le BPV. Cette transcription intense se produit en |'absence de
tout transactivateur viral et semble due a des activateurs constitutifs et spécifiques

des cellules des épithéliums génitaux (Syrjanen, 1987; Band et a/. 1991; Halbert

etal. 1992).

L'absence ou la destruction du cadre de lecture E2, que I'on retrouve dans la
trés grande majorité des insertions des génomes viraux, est certainement a I’ origine
de cette transcription intense (Smotkin et a/. 1986). En effet, le cadre E2 code &
1a fois pour un trans-activateur et pour un répresseur, grace a I'utilisation d’un site
alternatif d‘initiation de la transcription. Ii est probable que la régulation par ce
dernier produit ne peut plus s’exercer dans les cellules contenant des génomes

d'HPV intégrés au niveau de E2. Les activateurs constitutifs ou inductibles peuvent
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alors fonctionner sans retenue. La région non-codante des HPV16 et 18 contient
en effet une série de motifs pouvant stimuler la transcription et en particulier, un
activateur dont le fonctionnement est stimulé par la présence des glucocorticoides
(Syrjanen, 1987). Ces hormones peuvent transmettre leurs signaux grice a des
récepteurs nucléaires. Les hormones diffusent dans la celluie et se fixent sur une
protéine nucléaire ayant de I’affinité pour ’ADN. La fixation de I’hormone sur son
récepteur provoque une transition allostérique dans cette protéine, qui lui permet
alors de reconnaitre spécifiquement des séquences situées en amont de certains
génes. L’interaction entre le récepteur nucléaire et ces séquences activera alors
la transcription des génes adjacents. Ainsi, les hormones diffusibles, dont font
partie les glucocorticoides, agissent directement au niveau de ['expression
génétique par l'intermédiaire de ces récepteurs. La présence des recepteurs est
indispensable a cette action, ce qui implique que les celluies capables de répondre
a un effecteur donné seront exclusivement celles exprimant le récepteur nucléaire

correspondant (Pater et a/. 1988; Gross et al. 1987).

Les régions non codantes des HPV16 et 18 comportent une séquence de type
GGTACANNNTGTTCT, reconnue par le récepteur nucléaire des glucocorticoides
(Gross, 1987; von Knebel Doeberitz et a/. 1991; Pater et a/. 1992). 1l a été montré
par des expériences de protection contre les attaques nucléasiques, que cette
séquence est bien reconnue par un récepteur des glucocorticoides (von Knebel
Doeberitz et a/. 1991). Lorsque le géne CAT est placé sous le contrdle de la région
non-codante de I'HPV16, son expression devient dépendante de la présence de

glucocorticoides et dépend étroitement du type cellulaire (Pater et a/. 1992). Des
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expériences de dissection moléculaire de la région non-codante montrent en effet
que, chez les HPV16 et 18, cette région contient de multiples séquences
d’activation de la transcription, soit inductibles, soit constitutives, mais spécifiques
de certaines cellules. La combinaison de ces différents éléments aboutit a une
stimulation intense de la transcription, pouvant multiplier plus de 100 fois son

niveau de base (von Knebel Doeberitz et a/. 1991).

b) Produit de la transcription de géne E6 et E7

Les transcripts exprimés dans les cellules cancéreuses font également I’objet
de modifications post-transcriptionnelles particulieres. Dans les carcinomes
cervicaux, le produit primaire de transcription du géne E6 subit un épissage
facultatif, générant ainsi un sous-messager codant pour une protéine E6’
(Cornelissen et al. 1990; Shirasawa et al. 1991). Cette protéine, qui n'est produite
que dans les lignées tumorales et exclusivement par les HPV 16 et 18, partage avec
E6 la séquence du coté N-terminal, mais est différente et plus courte du coté C-
terminal. Enfin, 'on observe souvent I'expression d’ARN messagers hybrides,
transcrits a la fois a partir de séquences cellulaires adjacentes au point d’insertion

du génome virale et & partir des génes viraux E6/E7 (Shirasawa et a/. 1989).

Les génes E6 et E7 des HPV16 et 18 peuvent transformer des cellules in vitro
(Banks-et al. 1991, Matlashewski et a/. 1987, 1988; Matlashewski 1989; Halbert
etal. 1992; Phelps et al. 1992). Les fonctions et les effets des protéines codées
par ces deux génes sont encore inconnus, mais l'on sait que leur pouvoir

transformant nécessite un niveau élevé d’expression (expression de leurs génes
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sous le contréle d’un promoteur fort, comme celui de SV 40) et la coopération d’un
autre oncogéne, comme v-ras v-fos, p 53 et Rb (Band et a/. 1991). Cette
coopération supporte I'idée que la présence d'un génome viral exprimant E6 et E7
est nécessaire, mais pas suffisante pour le développement de cancers génitaux
{(Matlashewski et al. 1987; Dyson et al. 1989; Band et a/. 1991; Crook et al.
1991). In vivo, le long temps de latence pouvant séparer le moment de l'infection
par le virus de celui du développement de la tumeur, indique que des événements
génétiques supplémentaires sont certainement requis. Le virus, par l'intermédiaire
de I'expression des génes E6 et E7, joue probablement un rdle d’initiation, propice
a une progression tumorale ultérieure. Le réle oncogénique du géne E5 du HPV16

a été également rapporté (Leechanachai et a/. 1992; Pim et al. 1992).

On sait que la présence de certains composés provenant de |’alimentation ou
de certains modes de vie (tabac) favorisent I’apparition des cancers du col (Zur
Hausen, 1982; Vessy, 1986). Les effets potentialisateurs de substances comme
le tabac correspondent vraisemblablement & des actions de type mutagéne,
pouvant entrainer des activations oncogéniques. La mise en évidence in vitro
d’effets directs de dérivés de goudrons sur des proto-oncogénes pouvant étre
activés par mutation fournit un modeéle presque trop simple des événements de co-
cancérogénése qui sont vraisemblablement responsables de |'apparition des
cancers papillomavirus-dépendants (Land et a/. 1983; Ruley, 1983; Syrjinen et

Kellokoski, 1990).
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3.2.2.2 Transformation cellulaire in vitro

La premiére tentative de transformation in vitro avec du HPV a été rapportée en
1972 par Butel sur des cellules dérivées de plusieurs espéces (humain, singe, lapin,
souris et cochon d’Inde). Aucun changement morphologique n’a été observé mais
la durée de vie a été prolongée. Une stimulation de la synthése d’ADN cellulaire
a été observée aprés l'injection du HPV dans des cellules embryonnaires de rein
humain et dans des fibroblastes de prépuce humain (Lancaster et Meinke 1975).
Il faut noter qu'a cette époque, le probléme d'hétérogénéité et de types de HPV

n’était pas encore connu.

Les virus du papillome ne peuvent pas étre propagés en cuiture /n vitro. Les
propriétés de transformation du HPV ont donc été étudiées essentiellement par
transfection d’ADN de HPV cloné et la plupart des données sur la transformation
cellulaire /in vitro par le HPV ont été obtenues sur des modeéles cellulaires murins

(Matlashewski et a/. 1988; Denis et al. 1989; Matlashewski, 1989; Banks et al/.

$991).

Le Tableau 2 résume la littérature concernant la transformation cellulaire in
vitro. Les kératinocytes et les fibroblastes humains ont été transformés in vitro par
le HPV16 (Dirst et al. 1987; Pirisi et al. 1987). L'immortalisation par le HPV16
a €té demontrée sur des kératinocytes de prépuce (Dirst et al. 1987; Sterling et
al. 1990). .Par ailleurs, auctne des lignées cellulaires de kératinocytes
transformées par le HPV16 n’ont montré d’activité tumorogénique dans les souris

nudes (Dirst et al. 1987; Pirisi et al. 1987; Kaur and McDougall, 1988). Cette



(0661 ‘31sin@ 18 uuewssiH 3p gidepy),

‘(auIwislap uou) pu

"{,Alde3, 820938id 8ugDn) 3

L6661 ‘e 19 )qnzauewoy

8861 /e 18 epue)y + pu +  S2jA00unedy  SWWOH
L861 ‘e 13 isiid + pu +  S9lAd0UIlBIZY  SWIWOH
L8611 ‘e 13 1sud + pu + $91SB|qOJql{ SWWOH
72661 ‘e 13 aqeuelepp
L8611 ‘e 18 epue) (£3) + £3'93 pu LAg ley
6861 ‘7e J@ oleg (£3'93°L3) + £393'£3'93 pu
L861 “/e 13 epuey * pu 4 LA € ey
0661 1sIng 19 UUBWSSID
L8611 " uspsnop (£3) + £3'93 + €1E€ HIN sSinog
8861 ‘7e 13 epoN + pu i3 €LE HIN SHNOS
9861 ‘e 19 eme)NWNS | + + pu €LE HIN  sunog
9861 ‘e 1@ olownseA + pu + €1€ HIN S1IN0g
0661 ‘72 19 wyonbiue|
¥861 ‘e 39 Suem + pu + LZLD  sunos
anbiwousbsnog 19|dwo)
$80U3.3}9Y uoBWIoSURI ] _awousn sa|njje) 310H

(9LAdH) 91 adA1

ulewny swojjided np snuiA 3| Jed sauleWNY 18 S9|BWIUE SB|N||30 SAP 0/1/A U/ UOIIBWIOSURIL 'Z NVYIIgVL



88
observation n‘est pas suprenante du fait que la carcinogenése en général est un
processus qui procéde par étapes successives. Le HPV est un facteur nécessaire

mais pas suffisant dans le développement du cancer génital humain (Gissmann,

1988).

3.3 Bioloagie moléculaire: outil de prévention systématique dans les cancers

aénitaux associés au virus de papillome humain (HPV)

Paradoxalement, c’est avec les virus des papillomes, dont on ne connait encore
gue peu de chose par rapport aux masses de données accumulées sur d’autres
virus, que des applications des techniques de diagnostic dérivées de la biologie

- moléculaire pourraient se développer le plus rapidement. Les observations
- épidémiologiques, qui mettent en évidence une association entre un pronostic
ﬁgéfavorable d’évolution de lésions prénéoplasiques du tractus génital et la présence
‘de certains types de HPV, peuvent en effet conduire a des mesures de prévention
. sSystématiques. Des sondes correspondant aux différents types de HPV sont dés
4 présent disponibles, et les techniques d’analyses se simplifient de plus en plus
(Banks et a. 1987a). On peut citer, en particulier, la mise au point de la technique
de polymerisation en chaine dite de "PCR" (polymerase chain reaction) (Saiki et a/.
1985), qui permet d’envisager des détections de séquences virales rares de
Maniére routiniére. Cette technique consiste 3 amplifier la séquence que I'on
recherche en utilisant deux oligonucléotides de synthése (Grégoire et al. 1989;
Manos et a/, 1989). Les deux oligonucléotides s’hybrident de part et d’autre de

la Séquence, ce qui fournit des amorces pour une ADN polymérase. Chaque

1
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’séquence est ainsi dupliquée une premiére fois. On dénature ensuite, et les
oligonucléotides en excés vont a nouveau s’hybrider sur les ADN d’origine et les
ADN néosynthétisés pour permettre un nouveau cycle de réplication. Par une
multiplication de ces cycles de dénaturation/—hybridation/élongétion, on arrive
rapidement a amplifier le signal par un facteur de 10° (Saiki et a/. 1985; Mullis et
Faloona, 1987). Une séquence unigue devient ainsi facilement détectable par des
sondes froides. Il est possible d’imaginer par cette méthode une recherche de
génomes viraux dans des frottis et un typage précis. Des actions thérapeutiques
et préventives peuvent alors étre élaborées avec un ciblage bien défini, en fonction
du sous-type viral détecté (Rotenberg et al. 1989; Young et a/. 1989; Johnson et
al. 1990; Snijders et al. 1990; Bavin et a/. 1993; Margall et a/. 1993). Toutes ces

approches et ces exploitations pratiques sont actuellement en pleine évolution.
4. GENERALITES SUR LA PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

4.1 Concept de la différenciation cellulaire

La différenciation d’une cellule determinée est due a8 des génes exprimés de
maniére sélective et temporelle et dont les produits permettent a la cellule
d'exprimer un phénotype distinct. La différenciation terminale constitue donc
I'étape finale du développement cellulaire. Sur le plan moléculaire, la
différenciation est un ensemble continu d’événements agissant sur une série de

génes différents dont le produit final est identifiable.
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La différenciation cellulaire est un processus continu de développement de la
spécificité cellulaire depuis le stade de I'oeuf fecondé jusqu’a I'acquisition d’un
type cellulaire précis. Un oeuf fécondé est qualifié de totipotent parce qu’il donne
npaissance & un organisme entier par une succession de divisions et de
spécialisations cellulaires. Au fur et 2 mesure de la progression du développement,
le nombre et le type de cellules que peut former une cellule parentale sont de plus
en plus restreints. Les cellules souches de deux ou trois lignées sont dites
pluripotentes. Enfin, les cellules destinées a développer un seul {ype cellulaire, bien

qgu'elles soient encore embryonnaires, sont appelées unipotentes.

Le degré de différenciation cellulaire peut étre evalué par I'expression de
certains marqueurs au cours du programme de différenciation d’un type cellulaire
donné. |l est possible de distinguer deux grands groupes de marqueurs de

différenciation cellulaire:

- les marqueurs de différenciation cellulaires universels

- les marqueurs de différenciation cellulaires spécifiques

4.1.1 Marqgueurs de différenciation cellulaire universels

Il s'agit de protéines normalement exprimées chez toutes les cellules, d’ou le
nom dé marqueur cellulaire universel dont I'exemple type est I'actine. Plus en
détail, I'actine des muscles squelettiques ne represente que l'un des six types
différents d’actine synthétisées dans les cellules des vertébrés. Toutes les espéces

d‘eucaryotes, sauf les plus primitives, possédent de multiples génes d‘actine
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codant pour des protéines légérement différentes, exprimées dans des tissus
différents ou a des stades différents du développement. Les génes d’actine sont
extremement conservés. Les molécules d’actine d’origine radicalement différente
sont fonctionnellement interchangables. Les principales propriétés des molécules
d’actine extraites du muscle squelettique sont donc partagées par les molécules
d’actine de tous les autre tissus, d’ou la qualification de I'actine comme marqueur

de différenciation universel (Huxley, 1969; Franke et a/. 1978).

4.1.2 Marqueurs de différenciation cellulaire spécifiques

Il s’agit de marqueurs de différenciation cellulaires qui sont exprimés de facon
différentielle au cours du programme de différenciation ou qui sont propres a un
type cellulaire. Par exemple, la kératine est spécifique des cellules épithéliales, la
myosine des cellules musculaires, les neurofilaments (Vielkind et a/. 1989) des
cellules neurales. Parmi les protéines que |I’on rencontre dans la plupart des
cellules et qui sont exprimées de fagon différentielle au cours du programme de
différenciation, il y a la fibronectine {(Hynes, 1982), la vimentine (Franke et al.

1979) et le N-CAM (Moore et al. 1987).

La fibronectine est une composante majeure de la matrice extracellulaire que
I'on trouve dans tous les tissus (Hay, 1981). |l s’agit d’une glycoprotéine qui se
trouve sous forme d’'aggrégats de grandes dimensions dans |I'espace extracellulaire.
La majeure partie de la protéine n’est pas directement liée aux cellules, une fraction
se fixe & la surface des fibroblastes et & celle d'autres cellules lorsqu’elles sont

cultivées. La fibronectine commenca & attirer I'attention dés qu‘on découvrit
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qu’elle était présente en quantité infime a la surface de fibroblastes dérivés de
tumeurs contrairement a un taux élevé chez les fibroblastes normaux (Yamada et

Oiden, 1978; Ruoglahti et a/. 1981; Hynes, 1982).

La vimentine est une composante des filaments intermédiaires de masse
moléculaire de 55 kDa qui pourrait étre copolymérisée avec d’autres sous-unités
spécifiques du type cellulaire. C’est une protéine retrouvée dans les fibroblastes

et beaucoup d’autres types cellulaires (Franke et a/. 1979).

Les N-CAM sont des molécules intercellulaires d'adhésion originellement
identifiées dans des cellules neurales (N-CAM). Ce sont des glycoprotéines de
masse moléculaire de 145 kDa responsables des liaisons entre cellules. Les N-
CAM sont également exprimées dans les myoblastes (Covault et al. 1986; Moore

et al. 1987).

La kératine est une protéine fibreuse insoluble exprimée dans les cellules
épithéli‘ales. Il y a de nombreux types différents de kératines codés par une
importante famille de génes, qui a probablement évolué par duplications et
mutations & partir d’'un géne ancestral. Différents types de kératines sont
produites dans différentes couches de I'épiderme. Elles sont donc fonction du

degré de différenciation des cellules épithéliales (Fuchs et Green, 1980).

L'évaluation qualitative et quantitative des produits d’expression de ces
marqueurs de différenciation cellulaire constitue une bonne indication sur |'état de

la cellule.
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4.2 Corrélation entre la croissance et la différenciation cellulaire

Traditionnellement, la croissance et la différenciation ont été considérées
comme mutuellement exclusives. Au début de I'embryogénése, la croissance
cellulaire est intense mais plus tard, au moment de la différenciation, les cellules
ne se divisent pas aussi fréquemment. Les cellules différenciées de maniére
terminale ont perdu leur potentiel de réplication. Un bon exemple est celui des
cellules de la peau; les kératinocytes. Cette relation négative entre la croissance
et la différenciation peut également étre observée dans les cellules en culture in
vitro. Par exemple, les myoblastes continuent leur croissance en culture cellulaire
in vitro, mais lorsqu’ils sont soumis & certaines conditions réduisant leur
croissance, la différenciation terminale en syncytium puis en myocytes se produit
(Yaffe, 1968). L'état terminal de la différenciation est clairement incompatible

avec la croissance et la division cellulaire (Cheng et al. 1974).

4.3 Modeéles cellulaires d’étude de la prolifération et de la différenciation

4.3.1 Les myoblastes

En culture cellulaire in vitro, les myoblastes gardent leur capacité de
prolifération, et leur capacité de fusionner et de se différencier en myotubes en
réponse a un changement approprié dans les conditions de culture (Yaffe, 1969)

et ce modéle a été utilisé notamment par Kubo (1991c).
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4.3.2 Différenciation des myoblastes

Les myoblastes en culture in vitro se différencient de fagcon synchrone si I'on
modifie de facon appropriée le milieu de culture (par exemple en substituant le
sérum de cheval au sérum bovin). lls représentent donc un modéle pratique pour
I’étude moléculaire du contrble de I’expression génique pendant le différenciation.
La différenciation des myoblastes nécessite des. changements coordonnés de
I'expression de nombreux génes. Dans I'état prolifératif, le produit de ces génes
est absent ou présent en trés faible quantité. Cependant, une fois la différenciation
induite, un grand nombre de protéines caractéristiques apparaissent tels que les
récepteurs d’acéthylcholine (Merlie et a/. 1977). La synthése de ces protéines

devient détectable juste avant la fusion (Yaffe, 1969).

4.4 Interaction virus et prolifération/différenciation cellulaire

Plusieurs mécanismes ont été proposés afin de tester la transformation cellulaire
qui aboutit a la stimulation de la prolifération et l'inhibition de la différenciation
(Reiss et al. 1989). Les polypeptides codés par les virus oncogénes peuvent
altérer un composant cellulaire unique qui a son tour affecte une grande variété de
fonctions cellulaires pour donner naissance au phénotype néoplasique ou bien le
produit de I'oncogéne peut lui méme altérer directement différents composants de
la cellule. De nombreux chercheurs pensent que la deuxiéme alternative est plus

vraisemblable (Band et a/. 1991; Inoue et al. 1992; Shay et al. 1993).
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Méme si les produits de la traduction de nombreux oncogénes semblent affecter
beaucoup de fonctions cellulaires différentes, il est possible que seuls quelques uns
de ces effets soient nécessaires 3 la cancérisation (Shay et al. 1993). Si la division
anarchique se 'trouve au coeur du phénotype néoplasique, la différence
fondamentale distinguant une cellule cancéreuse d’une cellule normale pourrait étre
son incapacité a s’arréter au point de restriction (R) du cycle dans les conditions
qui provoquent |'arrét des cellules normales. Peu ou pas de cellules néoplasiques
cultivées in vitro, ne sont arrétées de maniére préférentielle au point R (Shay et al.
1993). Au lieu de cela, elles arrétent leur croissance en des points trés divers du
cycle cellulaire en particulier quand elles sont privées de nourriture ou soumises a
des conditions toxiques. Une maniére pour les oncogénes de perturber le
mécanisme normal de régulation de la croissance est d’empécher la différenciation
cellulaire normale dans une cellule qui conserve ainsi un potentiel de croissance
illimité. En fait, de nombreuses cellules tumorales sont moins bien différenciées
que leurs équivalents normaux (Smith et a/. 1979). Les cellules cancéreuses sont
immortalisées et a la différence des cellules normales, elle n‘ont pas une durée de
vie limitée en culture. Beaucoup de virus associés a I’oncogénese peuvent conférer

I'immortalité a leur celiule hote (Auersperg et al. 1991; Rochford et a/. 1993).

Par ailleurs, un virus tumoral peut simplement surcharger la cellule hote avec le
produit d’un géne cellulaire normal intervenant dans le contrdle de la division
cellulaire (ou non). Il semble que ce soit uniquement a cause de la présence
excessive de ce produit que la cellule transformée soit entrainée a proliférer de

fagcon anarchique, ce qui engage la cellule sur une voie de la malignité et inhibe son
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potentiel d’évolution dans son programme de différenciation (Bishop, 1981;

Oskarsson et al. 1980).

5. METHODES D’ETUDES DE LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

5.1 Méthodes d’études usuelles

Il existe plusieurs lignées de cellules embryonnaires peu différenciées telles que
les myoblastes L6 de rat (Yaffe, 1968; Yaffe, 1969; Kidokoro 1975), C2 de souris
(Caffrey ‘et al. 1989) qui permettent de suivre certaines étapes de la
différenciation. Des cultures primaires de plusieurs types d’animaux tel que le
poulet (Kano et al. 1987; Hune et Thomas 1989; Kano et al. 1989), le rat (Frelin
et al. 1984; Gonoi et al. 1985; Cognard et al. 1986; Weiss et Horn, 1986, Beam
et Knudson, 1988) la souris (Beam et Knudson, 1988; Gonoi et Hasegawa, 1988)
et aussi I'homme (Trautmann et a/. 1986) sont aussi utilisées dans ce but. Toutes
les études citées ci-dessus ont été axées sur les modifications morphologiques qui
accompagnent les différents stades de la différenciation. Chaque stade est associé
a '’expression génétique de marqueurs spécifiques. Il existe différentes techniques
utilisant les marqueurs de différenciation. Elles sont liées soit a des antigénes
spécifiques soit a des réactions enzymatiques également spécifiques comme la
transglutaminase pour les kératinocytes (Lichti et a/. 1988). La microscopie
électronique (Abercrombie et a/. 1971; McNutt et a/. 1971; Goldman et Knipe,
1972; McNutt, 1973; Izzard et Lochner, 1976) ou optique permettent de suivre
par marquage immunologique le produit d’un géne donné. Les analyses en

microscopie de fluorescence sont cependant le plus souvent utilisées (Hynes,
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1973; Hynes et Bye, 1974; Ali et al. 1977; Mautner et Hyne, 1977; Naheri et

Mosher, 1978). L’analyse qualitative et quantitative d’antigénes se fait souvent
par marquage immunologique en cytométrie de flux (Horan et al. 1975; Hand et a/.
1978; Leary et al. 1976; Elmendorf et a/. 1988). L’expression génétique peut étre
également étudiée au niveau du produit de la transcription. Son évaluation
transcription a l'aide des techniques d’hybridation standard est souvent limitée 2
cause de son manque de sensibilité (Thomas et a/. 1989; Singer-Sam et al. 1990).
Pour cette raison plusieurs groupes ont préferé le réaction de polymérisation en
chaine pour la détection des ARN messagers spécifiques aprés transcription reverse
en ADN (Harbarth et Vosberg, 1988; Murakawa et a/. 1988; Rappolee et a/. 1989;

Doherty et al. 1989; Becker-André et Hahlbrock, 1989; Singer-Sam et a/. 1990).

5.2 Meécanismes impliqués dans la différenciation cellulaire

Aussi bien les processus liés a la prolifération que ceux liés a la différenciation
sont contrblés par la signalisation cellulaire. Les principaux roles y sont tenus par
les kinases, qui transmettent les signaux extracellulaires et les amplifient, et les
messagers secondaires comme: cAMP, GTP et Ca?*. La figure 6 indique comment
la phospholipase produit le diacylglycerol (DAG) et I'inositol phosphate (IP3) qui
mobilise le calcium. Le DAG est un effecteur obligatoire des protéines kinase C et

le calcium est un activateur de ces méme kinases.



FIGURE 6

Relations entre l'ion calcium et |'activation de la protéine kinase C
(PKC). (A) Effecteurs et domaines de la protéine kinase C (B).
D'aprés Pelmont, 1989.

en A: on note que la phospholipase ¢ degrade son substrat en IP3
(inositol triphosphate) et DG (diacylglycérol). Ce dernier est un
effecteur obligatoire de la PKC. L’enzyme conventionnelle est aussi
dépendante du calcium. Le cation provient soit d’un influx exogéne,
soit de sa libération des compartiments intracellulaires.

en B: la réaction de la phospholipase C est détaillée ainsi que les
effets de différents lipides et du calcium sur le domaine régulateur.
C’est a ce niveau également qu’agissent les esters du phorbol, dont
le TPA.



stimulation par
un ligand PHOSPHOLIPASE C ce2*

: J, A  extérieur
|

i

1

. : ! ;i activation d'une kinase 51

: . ERAN SEHH Y, spécifique:i:i:

B
MOMBIANE | | e,
P|P2 sphingoglycolipides  phosphatidylcholine
n
phosphol:pase C ﬂ phospholipase A2
m sphingosine et acides gras 1ysophospha-

1ysosphingolipides insaturés tidylcholine

esters de
\PHORBOL

autophosphoru]atlon V' phosphorylation

des protéines cibles

mobilisation du Ca2*

4

- gctivations
multiples




929

5.2.2 Etude du calcium intracellulaire

Le calcium a des effets pléiotropiques et il est essentiel a la vie des organismes.
L’impact du calcium sur la croissance cellulaire et la différenciation a été revu par
Hennings et a/. 1980 et de plus recemment par Whitfield (1990). Le calcium est

inducteur de la différenciation dans les deux modeles cellulaires utilisés dans ce

travail.
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Le réle du calcium (Ca?*) comme messager intracellulaire a été souligné il y a
100 ans par les observations de Ringer 1883 sur les contractions du muscle
cardiaque qui dépendent de la présence de Ca?* extracellulaire. Par la suite,
I'induction de la contraction des myofibres par le Ca?* a été demontrée (Heilbrunn
1940, Heilbrunn et Wiercinski, 1947; Ebashi et Kodama, 1965; Szentgyérgy et al.

1973; Dabrowska et al. 1978).

Dans les muscles, I'importance du calcium dans la contraction est bien
documentée. Nous nous limiterons ici aux études réalisées sur les canaux
calciques au cours de la myogénése dans les cellules musculaires squelettiques.
Il existe plusieurs types de canaux calciques qui peuvent étre présents dans
différents types cellulaires. Les patrons de ces canaux évoluent au cours du
développement et de la différenciation. De tels changements sont rapportés chez
les cellules primaires cultivées in vitro de plusieurs espéces animales telles que le
poulet (Kano et a/. 1987, 1989), la souris (Gonoi et Hasegawa, 1988), le rat
(Beam et Knudson, 1988). Pour les myoblastes, la réponse au calcium au cours
des différentes étapes de la différenciation a été étudiée (Caffrey et al. 1989).
Dans les myoblastes embryonnaires L6, Kubo, 1991a, 1991b signale une faible
entrée de calcium en réponse a la dépolarisation de la membrane et I'absence
probable de canaux de type T, mais il n'y a pas d'autre travaux détaillés
concernant I'entrée de calcium dans les myoblastes L6. Dans la lignée C2 de
myoblastes de souris un canal cationique dépendant du voltage a été identifié. Il
apparait quand les cellules sont orientées (Franco et Jeffrey, 1989, Caffery et al.

1989, Kubbo, 1991¢c). Trois types de canaux apparaissent au stade préfusion.
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Ce sont des canaux spécifiques opérés par des récepteurs muscarinique et
purinergique sensibles a |'acétylcholine et aux prostaglandines, respectivement.
Les trois voies métaboliques peuvent séparément induire la fusion ou agir en
synergie (Cossu et al. 1987; Entwistle et a/. 1988; Lohmann et a/. 1991). Le
calcium peut aussi étre libéré des compartiments du réticulum sarcoplasmique, par
deux sortes de canaux liés a des récepteurs de phosphate inositol (iP,R) et de la
ryanidine (RYR) (Endo et Nadel-Ginard, 1987; Berridge, 1988, 1993). Dans les
kératinocytes, si le role du Ca?* dans la prolifération et la différenciation a été
étudié (Hennings et al. 1980; Lichti et Yuspa, 1988) on n'a pas beaucoup

d‘information sur les canaux calciques correspondants.

Récemment, le développement de nouvelles technologies a permis d’associer
les changements de la concentration du Ca?* intracellulaires {Ca?*] aux stimuli
extracellulaires et aux réponses cellulaires. La mesure de la réponse calcique peut
étre suivie a I'aide de I'imagerie (Timothy 1989, 1992). Une autre technique, la
spectrophotométrie permet également la mesure de calcium intracellulaire (Morley
etal. 1992). Ces techniques n‘ont été appliquées aux cellules L6 que par Chandra
et al. 1989 pour mesurer le calcium intracellulaire. Par ailleurs, les variations de
la concentration en [Ca?*] ont été mesurées dans d’autres modeéles cellulaires

(Cheung 1980; Tsien 1981).

5.2.3 Communication intercellulaire

Les jonctions lacunaires (GJ) permettantla communication intercellulaire ont été

demontrées pour la premiére fois par des études structurales et
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éléctrophysiologiques dans des synapses de neurones (Furchpan et Potter, 1959;
Robertson, 1960; Hama, 1961; Watanaba et Grundfest, 1961). Ces structures
sont bien caractérisées en microscopie électronique (Robertson, 1963). Les
jonctions lacunaires ont été par la suite observées dans tous les types de tissus
comme le tissu nerveux de plusieurs poissons, les muscles lisses et cardiaques
(Dewery et Barr, 1962) et entre les épitheliums et les glandes sécrétrices
(Loewenstein, 1966). Le clonage moléculaire des ADN complémentaires de
certaines connexines (la protéines des jonctions lacunaires) a été realisé par Paul,
1986. Les connexines sont hautement conservées dans tout le régne animal et
végétal. Ces canaux permettent le passage de molécules de petit poids moléculaire
(jusqu'a 1000 Da) entre cellules adjacentes (Loewenstein, 1966). Elles contribuent
ainsi a I'homogénisation de la concentration des petites molécules dans un champ
cellulaire. Elles sont maintenant considérées comme une véritable voie de
signalisation car elles régissent le transfert de cellule 3 cellule de tous les
messagers secondaires (Muallem et a/. 1993). Leur contrdle par les hormones de
croissance et leur régulation intra-cellulaire positive ou négative résulte de la
phosphorylation de sites spécifiques par diverses kinases et par la protéine
d’adhésion N-CAM. C’est ainsi que |'activation de la protéine kinase C diminue les
échanges intercellulaires. Le fonctionnement des jonctions lacunaires est aussi
modulé par les effecteurs de la différenciation cellulaire (Guo et al. 1992). Par
exemple, I'acide rétinoique augmente |'ouverture des canaux lacunaires et exerce
donc une action positive sur la différenciation alors que les ions calcium et la

protéine kinase C ont une action plus complexe.



MATERIEL ET METHODES




104

PARTIE A: Etablissement de lignées cellulaires contenant le génome complet du

HPV16

1. CULTURE CELLULAIRE

Les cellules embryonnaires utilsées dans le cadre de ce travail sont dans un état
relativement indifférencié. Il s’agit de systémes cellulaires inductibles. Le modele
des cellules murines: myoblastes de rat sera désigné par I’abréviation L6 dans le
texte. Ces mémes cellules transfectées par le virus du HPV16 elles seront
désignées par HPV16-L6. De la méme maniére |'autre modéle des kératinocytes
isolés de I'épiderme de souris nouveau-né Balbc/MK sera appelé Balbc/MK. Les
cellules transfectées par le HPV16 seront nommées HPV16-Balbc/MK. On fera
référence a des cellules transformées quand les cellules transfectées formeront des
colonies dans I’agar semi-solide ou qu’elles deviendront indépendantes des facteurs

de croissance.

1.1 Conditions générales de culture

Les cellules ont été maintenues en culture en flacons de 25, 75 ou 150 cm? de
surface. Pour divers tests, les cellules ont été également cultivées en boites de

Petri de 35, 60 et 100 mm de diamétre (Corning Glass Work, Corning, NY, USA).

Afin de maintenir les cellules dans un état indifférencié, nous avons utilisé le
milieu de culture EMEM (Eagle minimum essential medium), a faible teneur en
calcium (0,05 mM Ca?*) additio<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>