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Notre travail avait pour but d'amorcer l'établissement d'une corrélation possible 

entre l'expression génétique du papillomavirus humain type 16 (HPV16) et la 

prolifération et la différenciation cellulaire. Dans un premier temps, nous avons 

développé les cultures cellulaires et optimisé les conditions d'une technique de 

transfection: l'électroporation. Cette technique a été appliquée à la transfection 

des deux modèles . cellulaires murins à l'état indifférencié utilisés . au cours de ce 

projet de recherche: les myoblastes de rat (cellules L6) et les kératinoblastes de 

souris. La caractérisation du génome du HPV 16 dans les lignées cellulaires 

transfectées par le HPV16 a été réalisée par hybridation et analyse de transfert 

d'ADN de type "Southern" à l'aide d'une sonde génomique totale du HPV16. Des 

sondes spécifiques à différents cadres de lecture (ORFs) du HPV16 ont également 

été utilisées pour la caractérisation des clones positifs et pour l'analyse des 

transcripts viraux du virus. L'état physique du génome du HPV16, l'état 

extrachromosomique ou intégré, dans les deux lignées cellulaires indifférenciées a 

été ensuite caracterisé à l'aide de ces sondes moléculaires associées à l'analyse par 

enzymes de restriction. 

l'étude des réarrangements chromosomiques dans les cellules transfectées par 

le HPV16 a montré des altérations spécifiques des chromosomes dans toutes les 

ceUufes transfectées et l'apparition de "doubles minutes" dans environ 50% des 

cellules. Ce résultat qui est à rapprocher de ceux obtenus dans des cellules 

humaines est important car il est peut être lié à l'activation par les gènes viraux 

d'oncogènes cellulaires qui coopèrent avec ceux du virus dans l'induction de la 

tumorogénèse. 
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L'effet du HPV16 sur la croissance cellulaire a été analysé et les caractères 

d'immortalisation et de transformation, croissance continue et en milieu semi­

solide, des lignées contenant le génome complet du HPV16 ont été mis en 

évidence. 

L'effet du HPV16 sur la différenciation cellulaire a été également évalué avec 

des marqueurs de différenciation, étudiés par cytofluorométrie et immuno­

fluorescence, tel que la fibronectine, la vimentine, l'actine et le N-CAM ainsi que 

l'alpha foetoprotéine. Nos résultats montrent qu'avec les marqueurs étudiés la 

différenciation cellulaire terminale est bloquée par le HPV16 à un stade 

intermédiaire. Ces modifications au niveau moléculaire ont été confirmées par des 

changements morphologiques et structuraux dus à la présence du HPV16. Le 

stade de bloquage de la différenciation a été identifié pour les myoblastes comme 

celui qui précède la fusion, un stade bien défini du programme de différenciation 

des cellules musculaires. 

L'expression génétique du HPV16 au cours du programme de différenciation a 

été évaluée au niveau de la transcription, à l'aide de la réaction de polymérisation 

en chaîne du type "RT-PCR" et l'analyse des transcripts par hybridation de type 

•Northern". Dans les deux niveaux d'expression du HPV16 dans le système 

cellulaire L6 utilisé une expression transitoire et différentielle a été observée entre 

les jours 3 et 6 à 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 HPV 16 avec la signalisation cellulaire puisque la 

différenciation aussi bien que la prolifération est tributaire de la signalisation. Pour 

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

semble jouer un rôle de pivot au niveau de la décision pour une cellule de 

progresser ou non dans les étapes de la différenciation. Nos travaux ont montré 

une activation substantielle de la PKC dans les cellules L6 transformées par le 

HPV16. Des fluctuations dans la concentration endogène et l'influx des ions 

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

le HPV16 ont été également mesurées. Le Ca2 + joue un rôle crucial dans 

l'activation de la PKC et des processus liés à la prolifération et la différenciation 

cellulaire. 

Dans la troisième partie de ce travail nous avons étudié l'interaction du HPV16 

et des communications intercellulaires, via les jonctions lacunaires, une voie de 

signalisation qui assure la répartition intercellulaire des messagers secondaires et 

joue un rôle majeur dans l'acquisition de l'homéostasis. La cytométrie de flux à 

l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre la connexine 43, protéine structurale 

des jonctions lacunaires, la microscopie électronique et les techniques permettant 

d'évaluer la capacité des échanges intercellulaires ont été utilisées pour cette partie 

du travail. L'ensemble des résultats concernant l'évaluation des communications 

cellulaires révèle une altération des échanges intercellulaires associée à la 

transformation cellulaire par le HPV16. 
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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 première fois en 

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

ont progressé lentement jusqu'à l'avant dernière décennie; ceci, à cause de 

l'absence d'un modèle cellulaire permissif adéquat pour la culture du virus in vitro. 

Les progrès importants qui ont marqué la biologie moléculaire ont grandement 

amelioré l'état de connaissances sur les PVs, depuis que leur structure et leur poids 

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 l'hôte naturel. Il peut exister plus d'un PV 

pour un même hôte avec un sous-classement correspondant par type. 

Les PVs montrent également un tropisme tissulaire pour la peau et les 

muqueuses. Ils sont associés à 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 où les infections du PV notamment chez les bovins sont 

dévastatrices. De plus, la transmission croisée des PVs entre certains animaux et 

même l'homme a été souvent évoquée d'où l'importance de ce groupe viral en 

médecine humaine et vétérinaire. Chez l'homme, plus de 60 types de virus du 

papillome humain (HPV) ont été identifiés dont la plupart ont été isolés à partir de 

patients présentant de l'épidermodysp/asia 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 régulièrement associés à des lésions malignes d'où leur 

importance médicale. Ces résultats sont autant d'arguments en faveur du rôle des 

HPVs dans l'évolution vers le cancer (Zur Hausen, 1986). Chez des personnes 

atteintes de canc.er de la peau on observe la présence du génome du HPV. Les 

HPVs sont associés à une incidence élevée du cancer de la peau chez les 

récipiendaires de transplantation rénale (Lutzner et al. 1980; Rüdlinger et al. 1 986). 

80% de ces patients présentent des problèmes dermatologiques (Eplanttenier et 

al. 1980; Rüdlinger et al. 1986). De plus, l'activation d'oncogènes cellulaires par 

les PVs est souvent rapportée et ce notamment pour le HPV16, virus qui fait 

l'objet de ce travail. Il a été caracterisé par Dürst et ces collaborateurs en 1983. 

La présence du génome des HPVs a été associée au cancer cervical et à d'autres 

lésions génitales (Gissmann et Zur Hausen, 1980). Dans le but de limiter les 
1 

désordres associés à l'action pathologique de ce virus et dans la perspective 

éventuelle de la conception d'un vaccin, il était nécessaire de connaître les 

mécanismes fondamentaux et les facteurs régissant la biologie de ce virus, comme 

d'appréhender les rapports de cet agent viral avec l'hôte. Les recherches 

présentées dans le cadre de cette thèse constituent à ces différents niveaux une 

contribution expérimentale et théorique à la connaissance de la biologie et de la 

pathologie virale du HPV16. 
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L'interaction entre la différenciation cellulaire et la régulation de l'expression 

génétique de virus autres que les papillomavirus est rapportée dans la littérature 

(Lafemia et Hayward, 1986). Dans le cas des papillomavirus, J'importance de l'état 

de différenciation cellulaire de J'hôte est souvent suggérée ou soulignée: 

cependant, aucune étude systématique destinée à élucider les relations entre la 

différenciation cellulaire et l'expression génétique virale n'a été entreprise ce qui 

nous a incité a en faire l'objet de ce travail. Nos hypothèses de travail sont de 

deux ordres: cinétique et mécanistique. 

1• hypothèse: Hypothèse d'ordre cinétique. 

- 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 hôtes dans leur programme de différenciation. 

- le HPV16 à son tour influence la différenciation cellulaire et/ou la 

prolifération en bloquant la différenciation cellulaire à une certaine étape 

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

2i6Mo hypothèse: Hypothèse d'ordre mécanistique. 

- Le mécansime ou les mécanismes impliqués dans les inter-relations 

différenciation cellulaire/expression du HPV16 sont contrôlés par la 

signalisation cellulaire . 
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L'état des connaissances sur les relations cellule hôte/parasite chez les 

papillomavirus est relativement limité, ce qui souligne l'importance d'une 

contribution originale à 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 l'effet de la différenciation cellulaire sur l'expression génétique du 

virus du papillome humain type 16 (HPV 16). 

3. L'analyse de l'effet potentiel de l'expression du HPV16 sur la progression de 

la différenciation cellulaire . 

Deux modèles inédits pour l'étude in vitro du HPV16 ont a été utilisés. Les 

lignées transfectées n'appartiennent pas à l'espèce hôte du virus. Le choix de ces 

modèles 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. Je fait que les processus de signalisation impliqués dans le progrès de la 

différenciation sont différents dans les deux systèmes. 

3. la différenciation est réversible sous certaines conditions, dans l'un des 

systèmes étudiés. 

On a choisi d'étudier plus en détail les résultats obtenus avec le modèle des 

myoblastes. Le modèle kératinocytes a été utilisé seulement à des fins de 

comparaison. 
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INTRODUCTION 

L'intêret et l'importance des papillomavirus sont illustrés par l'augmentation 

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

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

cellulaire, immunologique et pathologique des papillomavirus (Matlashewski, 1989; 

Voosden, 1989; Gross et al. 1989; Syrjanen 1987; Salzman et Howley, 1987; 

Pfister, 1990). 

1. GÉNÉRALITÉS 

1 . 1 Les virus du papillome et leur importance médicale 

Le cancer du col de l'utérus est le cinquième cancer au monde par ordre de 

6quence et c'est le deuxième cancer le plus meurtrier chez la femme après celui 

du sein. Il est plus fréquent dans les pays en voie de développement, mais de 

têcentes études indiquent qu'il augmente dans les pays developpés (Parkin et al. 

988). De nombreux facteurs, selon plusieurs enquêtes épidémiologiques 

luencent de façon constante la progression de ce cancer, par exemple: l'activité 

xuelle, le tabagisme, certains facteurs immunitaires et humoraux et enfin certains 

virus sexuellement transmissibles (Zur Hausen, 1986). La recherche d'un virus 

comme agent causal des cancers du cervix dure déjà depuis plusieurs décennies. 

virus de l'herpes simplex de type 2 (HSV2) a été considéré comme un sérieux 

candidat, mais l'absence d'ADN viral dans la majorité des tumeurs et les résultats 

des enquêtes épidémiologiques prospectives ont finalement montré que 
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ce virus ne joue probablement pas de rôle dans la genèse du cancer du col de 

t'utérus (Vonka et al. 1987; Vousden 1989). Au contraire, il existe maintenant de 

nouveau arguments pour incriminer certains types de virus de papillomes humains 

infectant te tractus génital (Meisels et Fortin, 1976; Della Torre et al. 1978; 

Gissmann et Zur Hausen, 1980; Dürst et al. 1983; Dürst et al. 1987; Boshart et 

111. 1984; Lorincz et al. 1986; Beaudenon et al. 1986; Zur Hausen, 1986). Parmi 

les facteurs responsables du cancer du col de l'utérus, I'HPV16 a été identifié et 

son génome a été trouvé integré dans les cellules tumorales des cancers du col 

(Dürst et al. 1983; Lorincz et al. 1986). Chez l'homme, à ce jour, plus de 60 types 

de virus de papillome ont été identifiés (Pfister, 1990). Ces virus n'infectent in 

vivo que les cellules épithéliales et la production virale est limitée aux kératinocytes 

matures, ce qui pose un problème majeur pour leur étude, car ce stade de 

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

en laboratoire. 

1.2 Historique 

Les verrues de la peau et des organes génitaux sont bien connues comme 

tumeur<S papulamenteuse. Leur origine virale a été démontrée en 1907 par Ciuffo 

qui fut capable de vérifier le premier postulat de Koch (Wilson et Miles, 1975) en 

Injectant le filtrat d'extrait de verrues à des patients volontaires qui ont par la suite 

developpé des verrues. Des expériences similaires ont été également réalisées à 

P&rtir d'extraits .de condylomes et de papillomes laryngiaux (Rowson et Mahy, 

1' 
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Le virus du papillome a été isolé pour la première fois chez le lapin (Shope et 

Hürst, 1933). Les particules virales ont été mises en évidence par microscopie 

électronique dans la couche épithéliale de condylomes (Straus et al. 1950; Dunn 

et Ogilvie, 1968; Boyle et al. 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 après 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 al. 1985). La détermination de la structure et du poids molécu­

laire de l'ADN du virus du papillome a été faite à 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 à partir de l'agent de Shope (virus du papillome de lapin). Le rôle 

important des carcinogènes et des virus de papillome dans l'induction de cancers 

a été souligné (Rous et Kidd, 1936; Rous et Friedewald, 1944). Chez l'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 l'adulte 

(Kieinsasser et Cruz, 1973) et la dysplasie cervicale (Zur Hausen, 1977; Meisels 

et Fortin, 1976). 
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Le rôle possible des virus du papillome (HPV) dans le développement de cancers 

a été renforcé durant les dix dernières années par la démonstration de la persis­

tance de l'ADN viral et de l'expression des gènes de virus de papillomes humains 

dans les carcinomes de patients atteints de l' épidermodysplasia verrucitormis (EV) 

et de cancer ano-génital (Macnab et al. 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, l'analyse cytologique des dysplasies cervicales montre des 

structures typiques de l'infection par les HPV appelées koilocytes selon la première 

description de Meisels et Fortin, 1976. L'application des techniques issues de la 

biologie moléculaire a permis d'améliorer grandement l'état des connaissances des 

virus de papillomes: d'abord par l'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; Dürst 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 al. 1981, Gissmann et al. 1982, Dürst et al. 1983) . 

Le courant actuel des recherches sur les virus de papillomes tend à mettre Je 

focus sur la prévention et sur le rôle 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 à l'intérieur de 

la famille Papoviviridae sur la base de la structure de leur capside et de leur 

composition biochimique (Matthews, 1 982). Les virus du papillome sont 

originellement groupés avec les polyomavirus, second genre dans la famille 

Papoviviridae (Matthews, 1982). Chaque genre possède des antigènes spécifiques 

de groupe (Jenson et al. 1980; Shah et al. 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 révèle 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 al. 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 extrêmement répandus. On en trouve en particulier 

chez de nombreux mammifères comme l'homme, le chien, le boeuf, le renne, le 

lapin, le mouton, la souris etc. La classification de ces virus est basée sur leur 

hôte naturel et leur parenté en rapport avec leurs séquences d'ADN (Coggin et Zur 

Hausen, 1979). Présentement, chez l'homme, 60 types sont caractérisés sur cette 
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base (Broker et Botchan, 1986; Kawashima et ak l986; Beaudenom et al. 1987a 

et b; De Villiers et al. 1989; Grimmel et al. 1988; Naghashfar et al. 1987; Gross 

et al. 1988; Adachi et al. 1986; Nuovo et al. 1988; Shimoda et al. 1988). Le 

Tableau 1 indique les lésions associés à ces HPV. La classification au niveau de 

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

tes virus de papillome humain de types 1 à 5 (Pfister et al. 1 987). 

Les différents types de HPV forment une vingtaine de groupes basés sur leur 

identité de séquence d'ADN. Les membres de ces groupes montrent une réaction 

croisée de 1 à 40%. Cependant, les différents groupes ne montrent pas de relation 

sous des conditions d'hybridation de "stringency" elevée. 

Les types d'HPV des groupes A,B,C,D,O,Q, et R infectent la peau (Pfister et 

Fuchs, 1987). Les membres de ce groupe occupent une position spéciale et sont 

associés à des patients EV. Les membres des groupes E,G,H,J,K,M,N,P,S et T 

comprennent l'ADN de HPV isolé à partir de lésions anogénitales ou de muqueuses 

orales (Broker et Botchan, 1986; Beaudenon et al. 1987a; Beaudenon et al. 

1987b; Naghashfar et al. 1987; Shimoda et al. 1988). Le groupe L composé du 

HPV34 représente un virus dont l'ADN a été détecté dans des maladies de la peau 

et des organes génitaux (Pfister, 1987). La relation génétique entre les membres 

de ces groupes est souvent largement correllée à leurs propriétés pathologiques 

mais il Y a beaucoup d'exceptions. Par exemple, les virus membres des groupe F 

et 1, une fois examinés sur le plan de leurs proprietés pathologiques suivent plutôt 

une autre classification : HPV7 et HPV26 affectant la peau et les HPV40 et HPV51 



TABLEAU 1. Manifestations pathologiques des principaux papillomavirus humains (HPV). 

Types de papillomavirus 

2 

3,10,28 

4 

5,8 

6,11 

7 

9,12,14,15,17, 
19,20,21 ,22,23 

24,25,36,40 

13,32 

16,18,31,33 
35,39 

26,27 

HPV oncogénique ( +) . 

HPV non oncogénique (-) . 

Adapté de Pfister 1987. 

Lésions 

Verrues plantaires profondes 

Verrues communes 

Verrues planes des jeunes enfants 
Cas rares d' épidermodysplasie verruciforme 

Verrues en dôme 

Lésions maculeuses de type 
pityriasis versicolor 

Sujets att~ints 
d' épidermodysplasie verruciforme 
Association avec immunodéficit 

(par exemple, malades transplantés) 

Condylomes ana-génitaux, 
papillomes laryngés 

Condylomes plats du col de l'utérus 

Verrues des bouchers 

Epidermodysplasies verruciformes : 12,17,20 
et autres 

Hyperplasies focales orales 

Néoplasies intra-épithéliales 
de la muqueuse génitale 

Carcinomes épidermoïdes du col, 
cancers de la vulve ou du pénis 

Verrues cutanées chez des malades 
immunodéprimés 

Oncogénicité 

+ 1-

+++ 
+ /-

+1-

+++ 
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affectant les muqueuses (Broker et Botchan, 1986; De Villiers et al. 1987; Nuovo 

et al. 1988) . 

1 .4 Propriétés du virus du papillome 

1.4.1 Structure de la capside 

Le- virus du papillome possède une capside cubique de 55 nm de diamètre 

(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 (520, w) qui est de 168 (Crawford et Crawford, 1963) 

et sa densité dans le chlorure de cesium de 1.29 g/mL (Breedis et al. 1962). La 

protéine majeure de la capside du virus du papillome humain type 1 (HPV1) 

possède une masse moléculaire (MR) de 57,000 tel que déduit de la séquence 

nucléotidique (Danes et al. 1982) . Cette MR est en accord avec les données 

expérimentales (Gissmann et al. 1977; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 

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

La capside contenant le génome viral possède un coefficient de sédimentation 

(S20,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 possède pas de 

membrane lipidique (Figure 1), par conséquent il est résistant à l'éther et aux 

autres solvants organiques (Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 1987; Gross 

et al. 1989; Pfister 1990). 
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FIGURE 1 Microscopie électronique du virus du papillome humain type 16 
(Grossissement 187500 X). Coloration négative à l'acide 
phosphotungstique. 
(La barre représente 1 00 nm) 
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1.4.2 les orotéines structurales de la capside 

la capside des virus de papillome est composée d'au moins deux protéines. 

Une protéine de masse moléculaire (MR) de l'ordre de 53 à 59 kDa (Favre et al. 

1975; Gissmann et al. 1977; Orth et al. 1977; lancaster et Oison, 1978; Müller 

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 l'ordre de 

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

et al. 1975; Meinke et Meinke, 1981; larsen et al. 1987; Pilacinski et al. 1984; 

Doorbar et Galpimore, 1987; Banks et al. 1987a). Cependant une protéine 

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 à partir de le particule virale complète (Jenson et al. 

1980; Yaegashi et al. 1992). 

Les gènes qui codent pour ces protéine~S structurales majeures et mineures 

occupent 31% du génome total du virus et ils ne semblent pas nécessaires pour 

la transformation (Figure 2). La transcription de ces gènes 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 al. 1983; 

Baker et Howley, 1987). Cependant, très peu de transcripts correspondant à ces 
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FIGURE 2 Organisation génomique du virus du papillome humain type 16 
(HPV16). Représentation des formes circulaire (A) et linéaire (8) des 
différents cadres de lecture du HPV16 et indication des fonctions de 
ces différentes régions (8). 
A (Adapté de Gross et al. 1990) 
8 (Adapté de Pfister 1990) 
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gènes sont produits dans les cellules transformées in vitro (Heilman et al. 1982; 

Amtmann et Sauer, 1982; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 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 l'ordre de 7900 paires de bases (Orth et al. 1977, 1978; Chen et 

al. 1982; Danos et al. 1982; Schwartz et al. 1983). La variation est de l'ordre de 

10% parmi les virus de papillomes animaux (Pfister et al. 1979; Campo et al. 

1980; Pfister et Meszaros, 1980; Jarrett et al. 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 l'ordre de 

42,6%. Dans le cas du HPV16 il est seulement de l'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 al. 1979). 

1.4.3.1 Organisation du génome du virus du papillome 

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

génomique comparable (Figure 3). Le génome de ces virus peut se diviser en trois 
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régions (Figure 2). Une région non codante, de 500 à 1000 paires de bases, 

contenant l'origine de réplication de l'ADN et les éléments promoteurs. Les 

séquences qui contrôlent la transcription apparaissent dispersées à travers les 

régions codantes. Une région précoce, qui code pour S polypeptides fonctionnels, 

E1 à ES (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 

l'ADN, la transcription et la transformation cellulaire (Figure 2). Une région tardive, 

de 2500 à 3000 paires de base code J)our deux polypeptides structuraux (L pour 

" late"l. Les produits de la transcription sont sujets à l'épissage. Les protéines 

forment souvent des hybrides, dérivés de plus d'un cadre de lecture ouvert (ORF). 

De même, un ORF peut contenir de l'information pour plus d'une protéine (Salzman 

et Howley, 19S7; Syrjanen 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'à huit cadres de lecture ouvert (ORF) montrant un chevauchement 

peuvent être détectés dans la région précoce de plusieurs types de papillomavirus. 

Tel que proposé par Danos et al. 19S3, ces ORFs, sont numérotés de E1 à ES. Les 

ORFs E1, E2, E4, E6 et E7 ont été trouvés dans tous les génomes de virus de 

papillomes analysés jusqu'à présent. E3 a été trouvé seulement chez le virus du 

papillome bovin type 1 (PBV1 ). La localisation de E5 et ES varie et la séquence 

d'acides aminés montre très peu d'homologie. 
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L'expression de tous ces gènes passe par des processus d'épissage et de 

maturation très complexes. Les fonctions de ces différents gènes sont décrites ci­

dessous. Les indications apportées sont très générales et résument des données 

acquises sur des HPV différents (Salzman et Howley, 1987; Syrjanen, 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 l'un des plus 

conservés (Seedorf et al. 1985). Ce gène est impliqué dans la réplication 

extrachromosomique du génome viral (Lusky et Botchan 1984; Waldeck et al. 

1984) et dans son maintien à l'état de plasmide dans les cellules infectées (Lus ky 

et Botchan, 1985). Il code pour une protéine de 600 résidus, dont le domaine C­

terminal hautemènt conservé est riche en acides aminés basiques ce qui suggère 

une possibilité d'intéraction de cette protéine avec l'ADN. Cette partie C-terminale 

présente une certaine homologie avec les séquences des antigènes T du SV40 et 

du polyome et plus particulièrement avec les séquences codant pour la région de 

la protéine se fixant à l'ADN (Ciertant et Se if, 1984). 

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

domaines conservés de façon très 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 très bien conservée, 

alors que la partie codant pour la partie C-terminale est plus variable. Ce gène 

complexe contient lui même une séquence du type "TATA Box", qui pourrait 
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permettre une initiation interne de la transcription (Spalholz et al. 1985; Kleiner et 

al. 1986) et l'utilisation d'un codon ATG d'initiation situé environ au niveau du 

premier tiers du gène. 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 gène E2 exercent des fonctions de régulation de première 

importance (Seeberger et al. 1987). Le premier correspondant à la totalité du gène 

(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 

l'expression des gènes viraux (Spalholz et al. 1985; Haugen et al. 1987). Ceci a 

été particulièrement bien étudié dans le système BPV où la région E2 code pour 

une protéine régulatrice de la transcription mais ces effets peuvent être différents 

selon le type de virus considéré. Ainsi, le produit E2 peut être inhibiteur en 

position trans chez les· HPV16 et HPV18. La protéine de 35 kDa, codée par les 

deux tiers du gène dans la partie 3' terminale, semble être un inhibiteur de la 

transcription. Ces deux pr.9duits d'un même gène exercent donc des effets 

compensateurs sur la régulation de la transcription. L'expression des gènes viraux 

dépendrait ainsi du rapport de masse entre ces deux produits, donc du rapport 

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

c) Fonction du cadre de lecture ouvert E3 et ES: Ces gènes n'ont qu'une existence 

théorique. Ils sont détectés dans les séquences de plusieurs papillomavirus. 

Cependant, il ne sont définis que par les analyses de séquence qui font apparaître 

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). Il 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 ES: L'ORF ES correspond à une courte 

région traductible, que l'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 al. 1991; leechanachai et al. 1992). Le gène E5 semble plus 

spécifique des virus présentant le double tropisme ~pithélial et fibroblastique (Yang 

et al. 1985; Schiller et al. 1984). Ce gène est systématiquement conservé . chez. 

les virus induisant des fibropapillomes, tel que le papillomavirus bovin, et peut 

transformer in vitro, à lui seul, des cellules fibroblastiques de souris. Il code pour 

une petite protéine membranaire hydrophobe de 50 acides aminés, dont la 

séquence n'est pas très 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; Ka nd a et al. 1991 ). 

On trouve systématiquement des produits de transcription de E6, dans les cellules 
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de carcinome de certains animaux ou humains, comme les carcinomes cervicaux 

à HPV (Banks et al. 1987; Halbert et al. 1992), notamment le HPV16 (Androphy 

et al. 1987; Smotkin et Wettstein, 1987). le gène E6 peut transformer certaines 

cellules en culture à condition de le placer sous le contrôle d'un promoteur fort 

(Matlashewski et al. 1987a). Ce gène code pour une protéine basique de 15.5 

kDa, se fixant à l'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 rôle 

important dans la capacité du virus à transformer les cellules hôtes (Smotkin et al. 

1987, Seedorf et al. 1987; Phelps et al. 1992). les deux cadres E6 et E7 sont 

d'ailleurs toujours localisés de la même façon sur le génome de différents 

papillomavirus et codent pour des protéines présentant globalement les mêmes 

caractéristiques (Berg et al. 1986). Le gène E7 intervient dans le maintien de la 

réplication (Lusky et Botchan, 1985) du virus à l'état épisomal en augmentant le 

nombre de copies présentes dans le noyaux des cellules infectées, et joue 

également un rôle dans la transformation. Il code pour une protéine cytoplasmique 

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

1.4.3.2.2 Région tardive 

a) Fonction du cadre de lecture ouvert L 1: Cet ORF est hautement conservé entre 

les différents papillomavirus (Fuchs et al. 1986). Ce cadre correspond a un gène 

tardif qui code pour une protéine majeure de la capside virale. Il porte les 

antigènes de groupes communs à tous les papillomavirus, ainsi que certains 
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antigènes spécifiques (Pfister, 1984; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 

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

b) fonction du cadre de lecture ouvert L2: Cet ORF est moins conservé que le 

cadre L 1 . Il correspond à un autre gène tardif codant pour la protéine mineure de 

1a capside et portant également certains déterminants antigéniques (Meinke et 

Meinke, 1981 ; Chen etal .. . 1982; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 1987; 

Gross et al. 1989; Pfister, 1990) . 

1.4.3.3 Fonction de la région non-codante 

Tous les génomes de papillomavirus comportent une région non codante située 

entre la fin du cadre L1 et le début du cadre de lecture E6. Cette localisation est 

invariable, mais sa taille est variable allant de 500 à 1 000 pb. Cette région non-

codante est complexe et comporte vraisemblablement un ensemble de signaux de 

régulation gouvernant l'expression du génome viral et sa multiplication. Cette 

région comporte à la fois des signaux de polyadénylation permettant par exemple 

la terminaison de la transcription des ORF tardifs, et les signaux d'initiation 

impliqués dans la transcription de nombreux messagers précoces. On y trouve une 

structure de type promoteur comportant une "TATA box", ainsi que des 

activateurs de la transcription. Chez certains virus de papillome, notamment les 

HPVs impliqués dans les carcinomes on y trouve un site homologue de l'activateur 

des gènes sensibles aux corticostéroïdes. Cette séquence permettrait un contrôle 

positif par les récepteurs des hormones stéroidiennes (Salzman et Howley, 1987; 
1.. 

Syrjinen et al. 1987; Gross et al. 1989; Pfister, 1990). 
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2. PROPRIÉTÉS BIOlOGIQUES DES PAPILLOMAVIRUS ET IMPORTANCE DE LA 

DIFFÉRENCIATION CELLUlAIRE 

2. 1 Interaction virus du papillomè - cellule hôte 

Les papillomavirus présentent in vivo un tropisme strict pour les kératinocytes 

des épithéliums en cours de différenciation (Croissant et al. 1985; Jarrett 1985, 

Kreider et Bartlett, 1985; Halbert et al. 1992; Hummel et al. 1992; Meyers et al. 

1992) . Ils 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; Meyers et al. 1992) . Avant de décrire ces interactions, rappelons la 

morphologie générale de la peau et les processus de différenciation épidermique 

chez l'homme (Orth et Favre 1985; Alberts et al. 1986; Darnell et al. 1988). 

2.1 .1 Structure et différenciation des épitheliums stratifiés 

2. 1 . 1 . 1 La peau 

la peau est un organe complexe composé d'un épiderme séparé du derme sous­

jacent par une membrane basale riche en collagène, en laminine et en 

glycosaminoglycanes (Alberts et al. 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 l'épiderme qui 

les conduira à former successivement le stratum spinosum (couche de MalpighJ1, 

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 à la surface des kératinocytes et correspondant aux nombreux 

dermosomes. La couche granuleuse doit son nom à 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 barrière isolante conférant à la peau sa résistance à l'eau, à 

la chaleur, à l'abrasion. Les cellules cornées se desquament et sont remplacées 

régulièrement par de nouvelles cellules sous-jacentes. La différenciation des 

cellules épidermiques est donc un processus continu; elle s'accompagne, depuis 

la membrane basale jusqu'à l'enveloppe cornée, de l'activation et de l'extinction 

successives de gènes codant pour différentes kératines caractéristiques. Ces 

kératines sont des constituants du cytosquelette cellulaire que l'on trouve 

spécifiquement dans les cellules épithéliales (Alberts et al. 1986; Breitburd, 1987; 

Taichman et Laporta, 1987; Darnell et al. 1988). 

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

principalement des fibroblastes (qui servent de support et élaborent le collagène, 
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t'élastine, les glycosaminoglycanes et les glycoprotéines de structure), des 

histiocytes et des cellules sanguines (Alberts et al. 1986; Darne li et al. 1988) . 

2.1.1.2 Les muqueuses 

Les épithéliums muqueux se différencient globalement de la même manière, 

mais ils contiennent des kératines différentes et ne forment jamais de couche 

cornée. De plus, ces épithéliums internes sont maintenus dans un état humidifié 

grâce à 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 l'expression successive de programmes génétiques 

différents. On connaît de nombreux marqueurs de différenciation dont les 

expressions sont modulées, au niveau transcriptionnel, dans les différentes 

couches de l'épiderme. L'obligation, pour le virus, de se développer de façon 

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 à ceux gouvernant la mise en oeuvre des programmes de différenciation 

successifs. C'est là un exemple d'adaptation particulièrement sophistiqué d'un 

virus à 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 

Après infection, les virus du papillome peuvent se maintenir à l'état latent dans 

les cellules basales (Frenzy et al. 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 J'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. Après infection des cellules basales, le virus se réplique dans les 

kératinocytes pour donner des particules virales au niveau des couches supérieures 

de l'épiderme. Ces particules virales sont disséminées lors de la desquamation des 

cornéocytes et peuvent réinfecter un nouvel hôte. L'infection par un virus de 

papillome n'aboutit cependant pas systématiquement à la production de nouveaux 

virions. Dans certains cas, l'infection par certains types particuliers de ces virus 

peut aboutir à 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, 1 989) . 
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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 (8). 
On voit que in vitro, l'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 la porta, 1987. 
(8) Adapté de Auborn et Steinberg, 1990. 
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2.4 Expression du virus du papillome et différenciat ion cellulaire 

L'expression du virus dans les épithéliums en voie de différenciation entraîne 

toute une série de modifications anatomiques, comme l'épaississement des 

couches spineuses et granuleuses et l'hypertrophie des couches cornées. Ceci 

semble indiquer un bloquage de la différenciation terminale responsable de la 

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

se caractérisent par des modifications çfiverses, variables selon le type de virus et 

l'organe affecté. On observe par exemple des inclusions cytoplasmiques, des 

vacuolisations (ou koïlocytoses) (Meisels et al. 1981; Salzman et Howley, 1987; 

Syrjanen et al. 1987; Gross et al. 1989; Pfister, 1990) et des modifications du 

spectre d'expression des kératines. La ko't1ocytose est une modification 

caractéristique de l'infection par les virus de papillome : c'est une vacuolisation 

cytoplasmique des cellules provoquant l'apparition de cavitations périnucléaires, 

avec des bords irréguliers et présentant des amas denses autour de la cavitation; 

les cellules portant ces modifications sont appelées koïlocytes . Enfin, on a trouvé 

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

1976; Meisels et al. 1977; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 1987; Gross 

et al. 1989; Pfister, 1990). 

Ces associations étroites entre les processus de différenciation et le 

développement du virus expliquent l'insuccès des essais de culture du virus in vitro 

fTaichman et al. 1984; Kreider et al. 1985; Salzman et Howley, 1987; Syrjanen 

et al. 1987; Gross et al. 1 989; Pfister, 1990) . 

,, 
! 
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3. LES VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN (HPV) 

3. 1 Étude et caractérisation des virus de papillome humain {HPV> 

Chez l'homme, les effets pathologiques des papillomes dépendent à la fois du 

sous-type viral et de sa cible tissulaire (Pfister et Fuchs, 1987). L'infection peut 

se produire au niveau de brèches cutanées, par contact direct ou indirect (le virus 

est très résistant), par transmission sexuelle ou encore par infection péri-natale. 

Le rôle du système immunitaire dans le développement de ces infections n'est pas 

encore clarifié (Seski et al. 1978; Jablonska et al. 1979; Obalek et al. 1980; 

Jablonska et Orth, 1983; Zur Hausen, 1986). Il semble cependant que les 

infections latentes soient communes, et que l'on observe souvent le 

déclenchement brutal de verrues chez des malades immunodéprimés (Hsu, 1974), 

soit chimiquement à l'issue de traîtements post greffes (Penn, 1986; Blohme et 

Bryuger, 1985), soit spontanément comme au cours de la grossesse (Berg et 

Lampe, 1981; Sillman et al. 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 l'un quelconque de ces virus ne 

confère aucune résistance vis-à-vis des autres. On connaît ainsi des cas où plus 

de dix types différents d'HPV se sont développés simultanément chez le même 

malade notamment dans des cas d'épidermodysplasia verruciformis) (Jablonska et 

Orth, 1985). 
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Jusqu'à ce jour les papillomavirus humains ne peuvent pas être cultivés in vitro 

(Broker et Botchan~ 1986; Gross et al. 1989; Pfister, 1990). La seule possibilité 

d'étudier leur fonctionnement est de construire des plasmides chimériques, 

comportant des gènes provenant de virus HPV associés à 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 à partir de génomes viraux 

clonés (De Villiers et al. 1981; Gissmann et al. 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 l'existence de nombreux sous-types viraux dans des lésions bénignes ou 

malignes de la peau et des muqueuses (Law et al. 1979; De Villier et al. 1981; 

Gissmann et al. 1982; Dürst et al. 1983; Boshart et al. 1984; Beaudenon et al. 

1986; Manos et al. 1989). Contrairement à 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 être sérologiquement différents (Pfister, 1 990). Les 

distinctions sont basées sur les différences que l'on mesure par hybridation entre 

les génomes viraux. Les génomes viraux, ainsi typés par hybridation, clonés et 

séquencés à partir de prélèvements provenant de lésions variées, présentent une 

extraordinaire diversité. Si l'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, 1 0 et 28, ou encore de 5 à 40% d'homologie entre les HPV 5, 8, 12, 

14, 19, 23 et 26). On dénombre actuellement chez l'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 al. 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 à 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 ana-génitales, de condylomes, 

de papillomes laryngés, de l' 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 mâle 

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 Epidémioloqie 

Nous évoquerons principalement dans cette partie l'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 près de 40 ans à partir d'un 

adénocarcinone du col de l'utérus, se sont avérées des cellules transformées par 

le HPV 18, contenant de l'ADN viral à l'état intégré et exprimé dans ces cellules de 

façon constitutive (Schwartz et al. 1987). 

Depuis longtemps, le développement de cancers du col de l'utérus et d'autres 

cancers de la femme ou de l'homme est associé à des facteurs de risque évoquant 

une étiologie infectieuse (Oriel, 1987; Syrjanen, 1987). la fréquence de ces 

cancers est reliée à la promiscuité sexuelle, à la précocité dans les rapports, au 

nombre de partenaires, à une mauvaise hygiène et à des épisodes infectieux 

multiples (Zur Hausen, 1977; Zur Hausen, 1982; Syrjanen 1984; Syrjanen et al. 

1984). la fréquence des cancers cervicaux est aussi proportionnelle à la fréquence 

des cancers du pénis (Gross et al. 1986), bien que ces derniers soient beaucoup 

plus rares (Villa et Lopes, 1986). Dans les régions où le nombre de cancers 

cervicaux est élevé, le nombre de cancers du pénis l'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 suggèrent fortement 

l'intervention d'un agent contagieux, dont la transmission se ferait par voie 

vénérienne (Syrjanen, 1987). 

·~ .. 
~ . 
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la recherche d'un agent infectieux transmissible sexuellement a conduit à 

suspecter des virus tels que l'herpès et le cytomégalovirus, mais sans qu'aucune 

relation réellement convaincante n'ait jamais été établie avec ces agents infectieux 

(Salzman et Howley, 1987; Syrjanen et al. 1987). 

l'idée d'une association entre des lésions papillomateuses et le développement 

de cancers était une autre hypothèse. n est extrêmement difficile d'établir avec 

certitude qu'un virus est impliqué dans une étiologie tumorale humaine pour des 

raisons pratiques et éthiques évidentes. les critères classiques (association 

systématique du virus avec la tumeur, induction de tumeur de même type chez 

l'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 l'étiologie infectieuse des lésions génitales 

bénignes ou malignes. Les condylomes et verrues des voies génitales sont des 

MST communes et font partie des maladies vénériennes transmissibles connues 

depuis l'Antiquité. On sait à présent que ce sont les virus des papillomes qui sont 

les agents de ces dysplasies affectant les muqueuses de l'appareil génital. les 

papillomavirus provoquent également des lésions 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). Les 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 à elle, est une affection rare de 

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

De nombreuses observations cytologiques suggéraient des corrélations entre 

l'aspect des lésions pré-cancéreuses et l'aspect de lésions à papillomavirus (Figure 

5). C'est la présence de koïlocytes, cellules comportant des inclusions 

cytoplasmiques caractéristiques, qui évoqua une infection par un papillomavirus. 

Des koïlocytes étaient en effet fréquemment présents dans des frottis provenant 

de femmes affectées de lésions génitales bénignes ou malignes (Meisels et al. 

1984). Ces hypothèses sur le rôle des papillomavirus ne trouvèrent leur 

conformation que grâce au clonage des génomes des HPV et aux hybridations 

entre ces sondes et l'ADN de cellules provenant des lésions génitales (Gismann et 

al. 1982; Dürst et al. 1983). 

C'est dans des verrues génitales (condylomes) dont on connaissait la nature 

infectieuse que furent observées pour la première fois des particules virales de type 

papillome, et c'est également à partir de ces lésions que fut cloné le virus HPV6 

(De Villier et al. 1981 ). A partir de cette première sonde, de nombreux autres virus 

furent isolés qui permirent à leur tour le clonage d'autres types de virus HPV (Dürst 

et al. 1983; Gismann et al. 1982; Boshart et al. 1984; Lorincz et al. 1986; 

Beaudenon et al. 1986). La présence de génomes d'HPV, intégrés dans l'ADN 

cellulaire de tumeurs ou de lésions pré-cancéreuses génitales (Figure 4), est 

maintenant bien établie (Wettstein, 1990). 
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FIGURE 5 Modèle 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 l'évolution vers la 
transformation maligne. L'axe de x dans le graphique 8 correspond 
aux différentes étapes de la transformation tel que schématisé en C. 
(8) et progression des lésions et changements histologiques au cours 
de la néoplasie intra-épithéliale cervicale (C). 
(A) Adapté de Matlashewski, 1989. 
(8) 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 très longue latence peut donc séparer la 

primo-infection par un papillomavirus de l'apparition de la tumeur (Syrjanen et al. 

1985). Cette observation est renforcée par les analyses des co-facteurs pouvant 

favoriser l'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 rôle bien établi. 

L'environnement et les habitudes de vie pèsent sur le développement de ces 

cancers, et l'on mesure à 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 

particulière de composés dont on connaît les effets carcinogènes suggère une 

intervention directe au niveau des cellules épithéliales et suggère aussi, maintenant 

que l'on a établi la présence et l'expression de virus dans ces tumeurs, un 

phénomène de co-cancérogénèse (Jablonska et Orth 1985). 
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3.2.2 Virus du papillome humain t ype 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 à 

faible risque que l'on retrouve dans de nombreuses lésions différentes comme des 

condylomes du col, des condylomes ana-génitaux et aussi dans des papillomes du 

larynx et des dysplasies cervicales (Gissmann et al. 1982; Gissmann et al. 1983; 

lehn et al. 1984; Halbert et al. 1992; Yaegashi et al. 1992). Ils ne sont jamais 

associés à des carcinomes épidermoïdes, 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 très 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, à 

des néoplasies intra-épithéliales aneuploïdes, à des carcinomes épidermoïdes du col 

et à 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 à partir de 

carcinomes cervicaux et semblent des virus dont la présence conduit à un 

pronostic d'évolution défavorable. la détection de papillomavirus de type 16 et 



79 

1 8 dans des lésions précancéreuses devrait donc amener à prendre des attitudes 

préventives particulières (Zur Hausen et Schneider, 1986). 

L'utilisation de sondes moléculaires a permis Jè développement des recherches 

épidémiologiques et a abouti à 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 à HPV et les probabilités de développement de 

carcinomes cervicaux (Law et al. 1979; De Villier et al. 1981; Gissmann et al. 

1982; Dürst et al. 1983; Boshart et al. 1 984; Beaudenon et al. 1986). Plus de 5% 

des femmes en bonne santé, apparemment asymptomatiques, sont actuellement 

porteuses de lésions génitales à HPV {De Villiers et al. 1987; Fuchs et al. 1988). 

Cette proportion s'élève à plus de 35% chez les femmes présentant des problèmes 

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 révèlée positive, les 

mêmes types viraux étant alors présents dans des microlésions du pénis (Gross et 

al. 1986; Villa et Lapes, 1986). 

Toutes ces études épidémiologiques, qui sont actuellement en plein essor, 

tendent à montrer qu'il n'y a pas de cancer du col utérin sans infection préalable 

à papillomavirus, attestée par la présence de génomes viraux intégrés à l'ADN 

cellulaire dans la majorité des cas (Ma nos et al. 1989). 
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3.2.2.1.1 Présence de génome du virus de papillome humain (HPV16) dans 

les cancers génitaux 

Les études sur la structure et l'expression des génomes des papillomavirus dans 

les cellules cancéreuses ont surtout été menées à partir de carcinomes contenant 

les sous-types HPV 16 et 18 {Dürst et al. 1983; Lorincz et al~ 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 même des 

structures exactement identiques chez ces deux virus. Ces homologies se reflètent 

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 âgées, alors que le type HPV18 est 

retrouvé principalement dans les adénocarcinomes de femmes plus jeunes, dont 

l'évolution est plus préoccupante. Les cellules Hela, isolées dans les années 1950 

à partir d'un adénocarcinome du col prélevé chez une jeune femme, comportent, 

comme on l'a déjà vu, un génome de type HPV18 intégré dans l'ADN cellulaire 

{voir section 3.2.1.1 ). Il peut donc être important de bien différencier ces deux 

virus, et l'on dispose pour cela de sondes spécifiques correspondant à des 

séquences différentes de leurs génomes. 

Si les génomes viraux sont présents à l'état libre dans les verrues, les 

épidermodysplasies verruciformes et de façon générale dans la majorité des lésions 
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bénignes provoquées par les HPV (Gissmann et al. 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'à présent, correspondre à 

des loci particuliers comme chez d'autre papovaridae, bien que l'on ait trouvé 

certains proto-oncogènes cellulaires dans le voisinage de certains génomes viraux 
•.:· 

intégrés. Le pouvoir oncogène du virus semble donc dépendre surtout de ses 

propres gènes transformants et de leur dérégulation, plutôt que d'une quelconque 

activité de mutagènese par insertion. Certains auteurs pensent même que 

l'intégration n'est pas une condition obligatoire à l'oncogenèse. 

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 même région 

(Schwartz, 1987). Dans les cellules de carcinomes, les génomes des HPV 

s'intègrent toujours de la même manière, parfois au niveau du gène E1 mais 

surtout au niveau du gène E2 (Schwartz et al. 1985; Schwartz, 1987). Dans le 

cas d'intégration des HPV 1 6 ou 18 cartographiées, c'est toujours l'un de ces deux 

gènes qui est inactivé. Outre la perte de E2 par interruption du gène, on observe 

le plus souvent une délétion des régions tardives, mais le maintien systématique 

des cadres de lectures E6 et E7. Cette localisation particulière 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 gènes viraux, et en 

particulier celle des gènes transformants E6 et E7 qui sont normalement contrôlés 

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

génitaux 

a) Régulation de la transcription des gènes E6 et E7 du HPV16 associés à la 

transformation 

On dispose actuellement de nombreuses lignées cellulaires provenant de 

carcinomes cervicaux permettant d'analyser à la fois les structures des sites 

d'intégration et l'expression des gènes viraux. Dans toutes ces lignées, les gènes 

E6 et E7 sont exprimés à des niveaux élevés (Schneider Grandicke et Schwartz, 

1986; Smotkin et Weitstein, 1986; Shirasawa et al. 1991; Reuter et al. 1991; 

Phelps et al. 1992). Cette transcription extrêmement active contraste avec les 

niveaux d'expression beaucoup plus discrets que l'on trouve dans les cellules 

transformées par le BPV. Cette transcription intense se produit en l'absence de 

tout transactivateur viral et semble due à des activateurs constitutifs et spécifiques 

des cellules des épithéliums génitaux (Syrjanen, 1 987; Band et al. 1991; Hal bert 

et al. 1992). 

L'absence ou la destruction du cadre de lecture E2, que l'on retrouve dans la 

très grande majorité des insertions des génomes viraux, est certainement à l'origine 

de cette transcription intense (Smotkin et al. 1986). En effet, le cadre E2 code à 

la fois pour un trans-activateur et pour un répresseur, grâce à l'utilisation d'un site 

alternatif d'initiation de la transcription. Il est probable que la régulation par ce 

dernier produit ne peut plus s'exercer dans les çellules 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 glucocorticoïdes 

(Syrjanen, 1987). Ces hormones peuvent transmettre leurs signaux grâce à des 

récepteurs nucléaires. Les hormones diffusent dans la cellule et se fixent sur une 

protéine nucléaire ayant de l'affinité pour J'ADN. La fixation de l'hormone sur son 

récepteur provoque une transition allostérique dans cette protéine, qui lui permet 

alors de reconnaître spécifiquement des séquences situées en amont de certains 

gènes. L'interaction entre le récepteur nucléaire et ces séquences activera alors 

la transcription des gènes adjacents. Ainsi, les hormones diffusibles, dont font 

partie les glucocorticoïdes, agissent directement au niveau de l'expression 

génétique par l'intermédiaire de ces récepteurs. La présence des recepteurs est 

indispensable à cette action, ce qui implique que les cellules capables de répondre 

à un effecteur donné seront exclusivement celles exprimant le récepteur nucléaire 

correspondant (Pater et al. 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 glucocorticoïdes 

(Gross, 1987; von Knebel Doeberitz et al. 1991; Pater et al. 1992). Il a été montré 

par des expériences de protection contre les attaques nucléasiques, que cette 

séquence est bien reconnue par un récepteur des glucocorticoïdes (von Knebel 

Doeberitz et al. 1 991). Lorsque le gène CA T est placé sous le contrôle de la région 

non-codante de I'HPV16, son expression devient dépendante de la présence de 

glucocorticoïdes et dépend étroitement du type cellulaire (Pater et al. 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 à une 

stimulation intense de la transcription, pouvant multiplier plus de 1 00 fois son 

niveau de base (von Knebel Doeberitz et al. 1 991). 

b) Produit de la transcription de gène E6 et E7 

Les transcripts exprimés dans les cellules cancéreuses font également l'objet 

de modifications post-transcriptionnelles particulières. Dans les carcinomes 

cervicaux, le produit primaire de transcription du gène E6 subit un épissage 

facultatif, générant ainsi un sous-messager codant pour une protéine ea· 

(Cornelissen et al. 1990; Shirasawa et al. 1991). Cette protéine, qui n'est produite 

que dans les lignées tumorales et exclusivement par les HPV1 6 et 18, partage avec 

E6 la séquence du côté N-terminal, mais est différente et plus courte du côté C-

terminal. Enfin, l'on observe souvent l'expression d' ARN messagers hybrides, 

transcrits à la fois à partir de séquences cellulaires adjacentes au point d'insertion 

du génome virale et à partir des gènes viraux E61E7 (Shirasawa et al. 1989). 

Les gènes E6 et E7 des HPV16 et 18 peuvent transformer des cellules in vitro 

(Banks·etal. 1991, Matlashewski etal. 1987, 1988; Matlashewski 1989; Halbert 

et al. 1992; Phelps et al. 1992). Les fonctions et les effets des protéines codées 

par ces deux gènes sont encore inconnus, mais l'on sait que leur pouvoir 

transformant nécessite un niveau élevé d'expression (expression de leurs gènes 
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sous te contrôle d'un promoteur fort, comme celui de SV 40) et la coopération d'un 

autre oncogène, comme v-ras v-fos, p 53 et Rb (Band et al. 1991). Cette 

coopération supporte l'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 al. 1991; Crook et al. 

1991). ln 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 l'expression des gènes E6 et E7, joue probablement un rôle d'initiation, propice 

à une progression tumorale ultérieure. le rôle oncogénique du gène ES du HPV16 

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

On sait que la présence de certains composés provenant de l'alimentation ou 

de certains modes de vie (tabac) favorisent l'apparition des cancers du col (Zur 

Hausen, 1982; Vessy, 1986). Les effets potentialisateurs de substances comme 

le tabac correspondent vraisemblablement à des actions de type mutagène, 

pouvant entraîner des activations oncogéniques. La mise en évidence in vitro 

d'effets directs de dérivés de goudrons sur des proto-oncogènes pouvant être 

activés par mutation fournit un modèle presque trop simple des événements de co­

cancérogénèse qui sont vraisemblablement responsables de l'apparition des 

cancers papillomavirus-dépendants {Land et al. 1983; Ruley, 1983; Syrjanen et 

Kellokoski, 1990). 

. .. 



86 

3.2.2.2 Transformation cellulaire in vitro 

La première tentative de transformation in vitro avec du HPV a été rapportée en 

1972 par Butel sur des cellules dérivées de plusieurs espèces (humain, singe, lapin, 

souris et cochon d'Inde). Aucun changement morphologiql:Je n'a été observé mais 

la durée de vie a été prolongée. Une stimulation de la synthèse d'ADN cellulaire 

a été observée après 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'à cette époque, le problème d'hétérogénéité et de types de HPV 

n'était pas encore connu. 

Les virus du papillome ne peuvent pas être propagés en culture in 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 modèles cellulaires murins 

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

1991). 

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 '(Dürst et al. 1987; Pirisi et al. 19?7). L'immortalisation par le HPV16 

a été demontrée sur des kératinocytes de prépuce (Dürst et al. 1987; Sterling et 

al. 1990). ."Par ailleurs, aucune des lignées cellulaires de kératinocytes 

transformées par le HPV16 n'ont montré d'activité tumorogénique dans les souris 

nudes (Dürst etal. 1987; Pirisi etal. 1987; Kaur and McDougall, 1988). Cette 

------------...... 
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observation n'est pas suprenante du fait que la carcinogenèse en général est un 

processus qui procède par étapes successives. Le HPV est un facteur nécessaire 

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

1988). 

3.3 Biologie moléculaire: outil de prévention systématigue dans les cancers 

génitaux associés au virus de papillome humain (HPV) 

Paradoxalement, c'est avec les virus des papillomes, dont on ne connaît encore 

que 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 

défavorable d'évolution de lésions prénéoplasiques du tractus génital et la présence 

de certains types de HPV, peuvent en effet conduire à des mesures de prévention 

systématiques. Des sondes correspondant aux différents types de HPV sont dès 

à présent disponibles, et les techniques d'analyses se simplifient de plus en plus 

(Banks et al. 1987a). On peut citer, en particulier, la mise au point de la technique 

de polymerisation en chaîne dite de "PCR" (polymerase chain reaction) (Saiki et al. 

1985), qui permet d'envisager des détections de séquences virales rares de 

manière routinière. Cette technique consiste à amplifier la séquence que l'on 

recherche en utilisant deux oligonucléotides de synthèse (Grégoire et al. 1989; 

Manas et al. 1989). les deux oligonucléotides s'hybrident de part et d'autre de 

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

'• 
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séquence est ainsi dupliquée une première fois. On dénature ensuite, et les 

oligonucléotides en excès vont à 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/élongation, on arrive 

rapidement à amplifier le signal par un facteur de 106 (Saiki et al. 1985; Mullis et 

Faloona, 1987). Une séquence unique 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 être élaborées avec un ciblage bien défini, en fonction 

du sous-type viral détecté (Rotenberg et al. 1989; Young et al. 1989; Johnson et 

al. 1990; Snijders et al. 1990; Bavin et al. 1993; Margall et al. 1993). Toutes ces 

approches et ces exploitations pratiques sont actuellement en pleine évolution. 

4. GÉNÉRALITÉS SUR LA PROLIFÉRATION ET LA DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE 

4.1 Conceot de la différenciation cellulaire 

La différenciation d'une cellule determinée est due à des gènes exprimés de 

manière sélective et temporelle et dont les produits permettent à la cellule 

d'exprimer un phénotype distinct. La différenciation terminale constitue donc 

l'étape finale du développement cellulaire. Sur le plan moléculaire, la 

différenciation est un ensemble continu d'évènements agissant sur une série de 

gènes 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 l'oeuf fecondé jusqu'a J'acquisition d'un 

type cellulaire précis. Un oeuf fécondé est qualifié de totipotent parce qu'il donne 

naissance à un organisme entier par une succession de divisions et de 

spécialisations cellulaires. Au fur et à 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 à développer un seuf type cellulaire, bien 

qu'elles soient encore embryonnaires, sont appelées unipotentes. 

le degré de différenciation cellulaire peut être eva lué par l'expression de 

certains marqueurs au cours du programme de différenciation d'un type cellulaire 

donné. Il 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 Marqueurs de différenciation cellulaire universels 

Il s'agit de protéines normalement exprimées chez toutes les cellules, d'où le 

nom de marqueur cellulaire universel dont t'exemple type est t'actine. Plus en 

détail, t'actine des muscles squelettiques ne represente que l'un des six types 

différents d'actine synthétisées dans les cellules des vertébrés. Toutes les espèces 

d'eucaryotes, sauf les plus primitives, possèdent de multiples gènes d'actine 
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codant pour des protéines lègérement différentes, exprimées dans des tissus 

différents ou a des stades différents du développement. Les gènes 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'où la qualification de l'actine comme marqueur 

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

4.1.2 Marqueurs de différenciation cellulaire spécifiques 

Il s'agit de marqueurs de différenciation cellulaires qui sont exprimés de façon 

différentielle au cours du programme de différenciation ou qui sont propres à un 

type cellulaire. Par exemple, la kératine est spécifique des cellules épithéliales, la 

myosine des cellules musculaires, les neurofilaments (Vielkind et al. 1989) des 

cellules neurales. Parmi les protéines que l'on rencontre dans la plupart des 

cellules et qui sont exprimées de façon 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 

l'on trouve dans tous les tissus (Hay, 1981 ). Il s'agit d'une glycoprotéine qui se 

trouve sous forme d'aggrégats de grandes dimensions dans l'espace extracellulaire. 

La majeure partie de la protéine n'est pas directement liée aux cellules, une fraction 

se fixe à la surface des fibroblastes et à celle d'autres cellules lorsqu'elles sont 

cultivées. La fibronectine commença à attirer l'attention dès qu'on découvrit 
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qu'elle était présente en quantité infime à la surface de fibroblastes dérivés de 

tumeurs contrairement à un taux élevé chez les fibroblastes normaux (Yamada et 

Olden, 1978; Ruoglahti et al. 1981; Hynes, 1982). 

La vimentine est une composante des filaments intermédiaires de masse 

molécu1aire de 55 kDa qui pourrait être 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 al. 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 

épithéliales. Il y a de nombreux types différents de kératines codés par une 

importante famille de gènes, qui a probablement évolué par duplications et 

mutations à partir d'un gène ancestral. Différents types de kératines sont 

produites dans différentes couches de l'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 l'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 l'embryogénèse, 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 manière 

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 être 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 à 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 Modèles 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 à un changement approprié dans les conditions de culture (Yaffe, 1969) 

et ce modèle a été utilisé notamment par Kubo ( 1 991 c). 
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4.3.2 Différenciation des myoblastes 

Les myoblastes en culture in vitro se différencient de façon synchrone si l'on 

modifie de façon appropriée le milieu de culture (par exemple en substituant le 

sérum de cheval au sérum bovin). Ils représentent donc un modèle pratique pour 

l'étude moléculaire du contrôle de l'expression génique pendant le différenciation. 

La différenciation des myoblastes nécessite des. changements coordonnés de 

l'expression de nombreux gènes. Dans l'état prolifératif, le produit de ces gènes 

est absent ou présent en très faible quantité. Cependant, une fois la différenciation 

induite, un grand nombre de protéines caractéristiques apparaissent tels que le.s 

récepteurs d'acéthylcholine (Merlie et al. 1977). La synthèse 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 à la stimulation de la prolifération et l'inhibition de la différenciation 

(Reiss et al. 1989). Les polypeptides codés par les virus oncogènes peuvent 

altérer un composant cellulaire unique qui à son tour affecte une grande variété de 

fonctions cellulaires pour donner naissance au phénotype néoplasique ou bien le 

produit de l'oncogène peut lui même altérer directement différents composants de 

la cellule. De nombreux chercheurs pensent que la deuxième alternative est plus 

vraisemblable (Band et al. 1991; lnoue et al. 1992; Shay et al. 1993). 
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Même si les produits de la traductio(l de nombreux oncogènes semblent affecter 

beaucoup de fonctions cellulaires différentes, il est possible que seuls quelques uns 

de ces effets soient nécessaires à 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 être 

son incapacité à s'arrêter au point de restriction (R) du cycle dans les conditions 

qui provoquent l'arrêt des cellules normales. Peu ou pas de cellules néoplasiques 

cultivées in vitro, ne sont arrêtées de manière préférentielle au point R (Shay et al. 

1993). Au lieu de cela, elles arrêtent leur croissance en des points très divers du 

cycle cellulaire en particulier quand elles sont privées de nourriture ou soumises à 

des conditions toxiques. Une manière pour les oncogènes de perturber le 

mécanisme normal de régulation de la croissance est d'empêcher 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 al. 1979). Les cellules cancéreuses sont 

immortalisées et à la différence des cellules normales, elle n'ont pas une durée de 

vie limitée en culture. Beaucoup de virus associés à l'oncogènese peuvent conférer 

l'immortalité à leur cellule hôte (Auersperg et al. 1991; Rochford et al. 1993). 

Par ailleurs, un virus tumoral peut simplement surcharger la cellule hôte avec le 

produit d'un gène cellulaire normal intervenant dans le contrôle de la division 

cellulaire (ou non). Il semble que ce soit uniquement à cause de la présence 

excessive de ce produit que la .cellule transformée soit entraînée à proliférer de 

façon 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. MÉTHODES D'ÉTUDES DE LA DIFFÉRENCIATION 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, Bearn 

et Knudson, 1988) la souris (Bearn et Knudson, 1988; Gonoi et Hasegawa, 1988) 

et aussi l'homme (Trautmann et al. 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 

à l'expression génétique de marqueurs spécifiques. Il existe différentes techniques 

utilisant les marqueurs de différenciation. Elles sont liées soit à des antigènes 

spécifiques soit à des réactions enzymatiques également spécifiques comme la 

transglutaminase pour les kératinocytes (Lichti et al. 1988). La microscopie 

électronique (Abercrombie et al. 1971; McNutt et al. 1971; Goldman et Knipe, 

1972; McNutt, 1973; lzzard et Lochner, 1976) ou optique permettent de suivre 

par marquage immunologique le produit d'un gène 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'antigènes se fait souvent 

par marquage immunologique en cytométrie de flux (Horan et al. 1975; Ha nd et al. 

1978; Leary et al. 1976; Elmendorf et al. 1988). L'expression génètique peut être 

également étudiée au niveau du produit de la transcription. Son évaluation 

transcription à l'aide des techniques d'hybridation standard est souvent limitée à 

cause de son manque de sensibilité (Thomas et al. 1989; Singer-Sam et al. 1990). 

Pour cette raison plusieurs groupes ont préferé le réaction de polymérisation en 

chaîne pour la détection des ARN messagers spécifiques après transcription reverse 

en ADN (Harbarth et Vosberg, 1988; Mura kawa et al. 1988; Rappolee et al. 1989; 

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

5.2 Mécanismes impliaués dans la différenciation cellulaire 

Aussi bien les processus liés à la prolifération que ceux liés à la différenciation 

sont contr.ôlés par la signalisation cellulaire. Les principaux rôles y sont tenus par 

les kinases, qui transmettent les signaux extracellulaires et les amplifient, et les 

messagers secondaires comme: cAMP, GTP et Ca2 +. La figure 6 indique comment 

la phospholipase produit le diacylglycerol (DAG) et l'inositol phosphate (IP3) qui 

mobilise le calcium. Le DAG est un effecteur obligatoire des protéines kinase Cet 

le calcium est un activateur de ces même kinases. 



FIGURE 6 Relations entre l'ion calcium et l'activation de la protéine kinase C 
(PKC). (A) Effecteurs et domaines de la protéine kinase C (8). 
D'après Pelmont, 1 989. 
en A: on note que la phospholipase c 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 exogène, 
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 à ce niveau également qu'agissent les esters du phorbol, dont 
le TPA. 
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5.2.1 Protéine kinase C 

Le rôle de la protéine kinase C (PKC) une thréonine/sérine phosphorylase dans 

les processus de prolifération et de différenciation est bien documenté (Nishizuka, 

1984a; Nishizuka, 1984b). L'activité PKC au niveau de la membrane et du cytosol 

peut être analysée séparément (Chakravarthy et al. 1991 ). Plusieurs isoformes de 

la PKC ont été identifiées (Coussens et al. 1986; Ohno et al. 1988) et leur ADN 

complémentaire a été cloné et exprimé (Knopf et al. 1986; Ono et al. 1988 et 

Oliver et Parker, 1991). Le patron d'expression des isoformes de la PKC diffère 

d'un type de cellule à l'autre et est corrélé à leur origine (Bacher et al. 1991; 

Leibersperger et al. 1991; Koide et al. 1992; Saido et al. 1992). Le rôle possible 

de la PKC dans la différenciation des myoblastes et leur fusion a été rapporté 

(Farzaneh et al. 1989; David et al. 1990) . L'évolution de la PKC au cours de la 

différenciation des myoblastes a été rapportée (Ennaji et al. 1992c). Récemment, 

un nouveau membre de la famille PKC spécifique des cellules musculaires 

squelettiques a été décrit (Os ad a et al. 1992). 

5.2.2 Étude du calcium intracellulaire 

Le calcium a des effets pléiotropiques et il est essentiel à la vie des organismes. 

L'impact du calcium sur la croissance cellulaire et la différenciation a été revu par 

Hennings et al. 1980 et de plus recemment par Whitfield (1990). Le calcium est 

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

travail. 
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Le rôle du cal'cium (Ca2 +) comme messager intracellulaire a été souligné il y a 

100 ans par fes observations de Ring er 1 883 sur les contractions du muscle 

cardiaque qui dépendent de la présence de Ca2 + extracellulaire. Par la suite, 

l'induction de la contraction des myofibres par le Ca2 + a été demontrée (Heilbrunn 

1940, Heilbrunn et Wiercinski, 1947; Ebashi et Kodama, 1965; Szentgyôrgy et al. 

1973; Dabrowska et al. 1978). 

Dans les muscles, l'importance du calcium dans la contraction est bien 

documentée. Nous nous limiterons ici aux études réalisées sur les canaux 

calciques au cours de la myogénèse dans les cellules musculaires squelettiques. 

Il existe plusieurs types de canaux calciques qui peuvent être 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 espèces animales telles que le 

poulet (Kano et al. 1987, 1989), la souris (Gonoi et Hasegawa, 1988), le rat 

(Bearn 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, 1991 a, 199.1 b signale une faible 

entrée de calcium en réponse à la dépolarisation de la membrane et l'absence 

probable de canaux de type T, mais il n'y a pas d'autre travaux détaillés 

concernant l'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 

apparaît 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 à l'acétylcholine et aux prostaglandines, respectivement. 

Les trois voies métaboliques peuvent séparément induire la fusion ou agir en 

synergie (Cossu et al. 1987; Entwistle et al. 1988; Lohmann et al. 1991). Le 

calcium peut aussi être libéré des compartiments du réticulum sarcoplasmique, par 

deux sortes de canaux liés à des récepteurs de phosphate inositol (iP 3 R) et de la 

ryanidine (RYR) (Endo et Nadei-Ginard, 1987; Berridge, 1988, 1993). Dans les 

kératinocytes, si le rôle du Ca2 + 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 ta concentration du Ca2 + intraçellulaires [Ca2 +] aux stimuli 

extracellulaires et aux réponses cellulaires. La mesure de ta réponse calcique peut 

être suivie à l'aide de l'imagerie (Timothy 1989, 1992). Une autre technique, la 

spectrophotométrie permet également la mesure de calcium intracellulaire (Morley 

et al. 1992). Ces techniques n'ont été appliquées aux cellules L6 que par Cha nd ra 

et al. 1989 pour mesurer le calcium intracellulaire. Par ailleurs, les variations de 

la concentration en [Ca2 +] ont été mesurées dans d'autres modèles cellulaires 

(Cheung 1980; Tsien 1981 ). 

5.2.3 Communication intercellulaire 

Les jonctions lacunaires (GJ) permettant la communication intercellulaire ont été 

demontrées pour la première fois par des études structurales et 
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éléctrophysiologiques dans des synapses de neurones (Furchpan et Potter, 1 959; 

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 règne animal et 

végétal. Ces canaux permettent le passage de molécules de petit poids moléculaire 

(jusqu'à 1 000 Da) entre cellules adjacentes (Loewenstein, 1966). Elles contribuent 

ainsi à l'homogénisation de la concentration de.s petites molécules dans un champ 

cellulaire. Elles sont maintenant considérées comme une véritable voie de 

signalisation car elles régissent le transfert de cellule à cellule de tous les 

messagers secondaires (Muallem et al. 1993). Leur contrôle 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 l'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, l'acide rétinoïque augmente l'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 . 
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PARTIE A: Établissement de lignées cellulaires contenant le génome complet du 

HPV16 

1 . CUL TURE CELLULAIRE 

Les cellules embryonnaires utilsées dans le cadre de ce travail sont dans un état 

relativement indifférencié. Il s'agit de systèmes cellulaires inductibles. Le modèle 

des cellules murines: myoblastes de rat sera désigné par l'abréviation L6 dans le 

texte. Ces mêmes cellules transfectées par le virus du HPV16 elles seront 

désignées par HPV16-L6. De la même manière l'autre modèle des kératinocytes 

isolés de l'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 à des cellules transformées quand les cellules transfectées formeront des 

colonies dans l'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 cm2 de 

surface. Pour divers tests, les cellules ont été également cultivées en boites de 

Petri ~e 35, 60 et 100 mm de diamètre (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), à faible teneur en 

calcium (0,05 mM Ca2 +) additionné de 10% (v/v) de sérum de veau foetal (SVF) 

(Gibco .Canada, Burlington, Ont., Canada). Les milieux comportent les additions 
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suivantes: 50 pg/mL de gentamycine, 1% de pyruvate de sodium (1 00 mM) 

(Gibco Canada), 1% de solution de nucléosides (Gibco Canada), 1% d'une solution 

d'acides aminés non essentiels (Gibco Canada) et 1% de glutamine (100 mM) 

(Gibco Canada) renouvelée toutes les deux semaines. 

À confluence du feuillet cellulaire, les cellules on été dispersées à l'aide d'une 

solution de trypsine (0.25% p/v) dans un tampon salin phosphate (PBS) sans 

calcium ni magnésium, pH 7.8 (Gibco Canada) et réensemencées à une 

concentration de 0.5 à 1 x 105 cellules/cm2 de surface suivant la lignée cellulaire: 

les cellules viables ont été énumérées à l'aide d'un hématiemètre, en utilisant 

l'exclusion du trypan bleu (1% (p/v)) selon la méthode décrite par Payment et 

Trudel 1989. 

Une banque de cellules, pour chaque type de lignée cellulaire utilisée, a été 

préparée dans du milieu EMEM contenant 10% (v/v) de SVF et 10% (v/v) de 

diméthyl sulfoxyde (DMSO) et conservée à -192°C dans un congélateur à azote 

liquide (Union Carbide, USA). Les cultures cellulaires ont été incubées en 

atmosphère contenant 5% de C02 à 3rC dans une étuve humidifiée. 

1.2 Sérum 

Le sérum utilisé au cours de ce travail est le SVF (Gibco Canada). Le sérum à 

été d'abord décomplémenté à 56°C pendant 30 minutes et ensuite dialysé pour 

éliminer le calcium. Finalement le sérum est filtré (.22 p) et congelé à -200C 

jusqu'à son utilisation. 
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1.3 Déscriotion des. lignées cellulaires 

1.3. 1 Cellules murines l6 

Ces cellules provenant d'une culture primaire de myoblastes de rat ont été 

grâcieusement fournies par le Dr. Yaffe (Salk lnstitute, San Diego, CA, USA) 

(Yaffe, 1968). Elles étaient à leur 3e passage au moment de leur réception au 

laboratoire. les cellules ont été mises en culture tel que décrit dans le section 1.1. 

et précédemment (Ennaji et al. 1992a). Ces cellules ont été utilisées entre les 3e 

et 1 oe passages in vitro car que leur capacité à former un syncytium diminue avec 

le nombre de passages. Les cultures cellulaires ont été trypsinisées une à deux fois 

par semaine tel que décrit dans le section 1 . 1 . 

1.3.2 Cellules murines kératinocytes 

Ces cellules nous ont été fournies grâcieusement par le Dr. James Whitfield 

(Institut des Sciences Biologiques, Conseil National de Recherche du Canada, 

Ottawa., Ont., Canada). Ce sont des kératinocytes, de souris Balbc/MK (Yuspa et 

Harris, 1974). Ces cellules ont été mises en culture de la même façon que décrit 

en 1 . 1 sauf que le milieu de culture est additionné de 1 0 ng/mL de facteur de 

croissance épidermique de souris (EGF) (UBI, N.Y., USA). La trypsinisation a été 

réalisée comme suit: les cellules ont été lavées 3 fois avec une solution saline 

tamponnée (PBS sans calcium ni magnésium), à un pH de 7 .4, puis incubées en 

présence de O. 15% (plv) de tryspine dans du tampon PBS, 1 mM EDTA durant 10 

minutes à 37°C. Lorsque les cellules commencent à se soulever, la trypsine est 
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aspirée et remplacée par 5 ml du milieu de culture contenant 1 0% de SVF dialysé 

(v/v) frais pour inhiber la trypsine. Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 

5 minutes à 1 000 rpm. Le culot est resu~pendu dans du milieu et les cellules 

réensemencées tel que décrit en 1 . 1 . 

Pour ce système cellulaire, le milieu de culture et ses additions sont amenés à 

37oc avant leur utilisation. 

1 .4 Inducteurs potentiels de différenciation des systèmes cellulaires utilisés 

Les modèles utilisés dans ce travail peuvent être maintenus, pour plusieurs 

passages, à l'état prolifératif dans les conditions décrites dans les sections 1.3.1 

et 1.3 .2. 

Par contre, la différenciation cellulaire terminale, peut être induite par 

remplacement du SFV par le sérum de cheval 3% (Gibco, Canada) pour les cellules 

L6 et par le calcium 1.8 mM pour les Balbc/MK (section 1.3.2). 

2. VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN TYPE 16 (HPV16l 

Le génome du virus du papillome humain type 16 (HPV16) nous a été fourni 

grâcieusement par Dr. Zur Haussen (Institut für VirusForschung, Heidelberg, 

Germany) par l'intermédiaire du Or. Ranko Skvorc-Ranko de I'IAF. L'ADN du 

HPV16 à été décrit précédemment (Oürst et al. 1983; Seedorf et al. 1985; Baker 

1987). L'ADN total du HPV16 à été cloné dans le plasmide pUC 18 dans le site de 

restriction unique BamHI. 
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2.1 Digestion des molécules d'ADN du virus du papillome humain t ype 16 

(HPV16) par des endonucléases de restriction 

L'ADN du virus du papillome humain type 16 (HPV16) a été digéré par plusieurs 

endonucléases de restriction en respectant les conditions recommandées par le 

fournisseur. Ces digestions ont été réalisées dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml, 

dans des volumes de 25 à 1 00 pl. Les principales enzymes utilisées dans le travail 

ont été BamH 1, Xba 1, Xho 1, Hind Ill et Pst 1 (Boehringer Mannheim, Dorval, Que., 

Canada). Les réactions enzymatiques ont été stoppées par l'addition de 0.1 

volume d'une solution contenant 5% p/v de SOS, (25% p/vl de saccharose et 

(0.05 p/v) de bleu de bromophénol. 

2.2 Électrophorèse de l'ADN du virus du papillome humain t ype 16 lHPV16l 

sur gel d'aqarose 

Des échantillons de 20 pl d'ADN contenant 2 pl de solution d'arrêt tel que décrit 

dans la section 2.1 on été déposés dans les puits d'un gel d'agarose O. 7% (p/v) 

préparé dans un tampon TAE lx (Tris-acétate 0.04 Met EDTA 1 mM) de dimension 

approximative 14 x 18 x 0.35 cm. Après solidification, le gel à été immergé dans 

le réservoir de l'appareil d'électrophorèse (International Biotechnologie [181], 

contenant le tampon TAE lx. L'électrophorèse à été effectuée à 75 volts durant 

4 heures. Les molécules d'ADN marqueur les plus souvent utilisées pour ces gels 

avaient une taille s'échellonnant de 125 à 24000 pb (ADN A/Hindlll Ladder, 

Promega Corporation, Madison, Wl., USA). 
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2.3 Récupération de l'ADN viral du HPV16 par électro-élution 

La bande d'ADN qui correspond à la taille de l' ADN de virus de papillome 

humain type 16 (HPV16) à l'état linéaire a été découpée du gel et placée dans un 

tube à dialyse (Molecular weight eut off value of 35000, Fisher Scientifique, 

Montreal, P. Que., Canada). Le sac à été ensuite rempli d'une solution de tampon 

1 x TBE, fermé aux deux extremités, placé dans l'appareil à éléctrophorèse et 

immergé dans le tampon 1 x TBE. Un voltage de 120 volts à été appliqué pendant 

20 à 30 minutes suivi d'une inversion de polarité pendant 1 0 secondes. La 

solution dans le tube à dialyse a été transférée dans un tube eppendorf et J'ADN 

élué a été précipité avec de l'éthanol absolu. 

3. TRANSFECTION DES CELLULES 

3. 1 Précipitation de l'ADN du virus de papillome humain t ype 16 <HPV 16) 

en crésence de chlorure de calcium (CaCIJ 

Environ 5 x 1 05 cellules ont été ensemencées dans des boites de pétri de 1 00 

mm de diamètre cultivées à 37°C, et transfectées 48 heures plus tard. Nous avons 

d'abord préparé des solutions contenant 25 à 250 pg d'ADN dans 469 pl de 

tampon HBS "HEPES buffered saline" pH 7.05 ( NaCJ 137 mM, KCI 5 mM, 

Na2HP04 0.88 mM, dextrose 5.6 mM et HEPES: acide N-2-hydroxyéthylpipérazine­

N'-2-éthanesulfonique, 19 mM dissout dans de l'eau stérile déionisée) dans des 

tubes Eppendorf. Un volume de 31 pl d'une solution de CaCI2 2M a ensuite été 

ajouté à chacun des tubes (concentration finale 125 mM CaCI2) et les préparations 
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ont été laissées 20 à 30 minutes à la température de la pièce pour permettre la 

formation du précipité de phosphate de calcium et d'ADN (Graham et van der Eb, 

1973). Les cultures ont été rincées rapidement avec 1 ml de tampon HBS puis 

recouvertes avec la solution d'ADN. Elles ont ensuite été incubées à 37°C pendant 

30 minutes pour assurer la pénétration de l'ADN dans les cellules. Un volume de 

1 0 ml de milieu de culture (Section 1) à été ajouté à chaque boite après la période 

d'incubation. 

3. 2 Électroporation 

Alternativement, l' éléctroporation à été utilisée pour la transfection au cours de 

ce travail. Les conditions optimales de cette méthode de transfert indirect d'ADN 

exogène dans les cellules ont été décrites en détail précédemment (Ennaji et al., 

1992a). Les conditions optimales déterminés empiriquement sont les suivantes: 

concentration en ADN 1 0 pg de forme linéaire, voltage: 200 volts, durée 1 00 

msec. 
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PARTIE B: Étude de l'expression génétique du virus de papillome humain type 16 

(HPV16) et de la prolifération et de la différenciation cellulaires 

4. CARACTÉRISATION DES CELLULES TRANSFECTÉES PAR L'ADN DU VIRUS DU 

PAPILLOME HUMAIN TYPE 16 {HPV16) 

4.1 Morphologie des cellules 

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de pétri de 35 mm de 

diamètre à raison de 1 x 1 05 cellules par boite dans 2 ml de milieu complet 

(section 1.1.). Les cellules ont été fixées au glutéraldehyde 2.5% (v/v) dans un 

tampon cacodylate de sodium 50 mM, pH 7 .2. Les cellules ont été ensuite 

colorées avec une solution de Giemsa 10% (v/v) (BDH Chemicals, Toronto, Ont., 

Canada) pendant 15 minutes à la température de la pièce, rincées avec du PBS et 

photographiées (section 5.) 

4.2 Évaluation de la densité de saturation 

Les lignées cellulaires ont été mises en culture comme indiqué dans le 

paragraphe précédant et maintenues à 37°C pendant 15 jours consécutifs. 

Chaque jour les cellules de 4 boites de pétri ont été trypsinisées et énumérées 

séparement en utilisant l'exclusion du trypan bleu. Chaque valeur à été déterminée 

à partir de la moyenne de saturation correspondant aux valeurs obtenues durant 

la période de culture. Un test métabolique (Promega Fisher Scientific, Ont. 

Canada) a été également utilisé. Il est basé sur l'activité déshydrogénase cellulaire 
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qui reduit les sels de tetrazolium en formasan bleu. Après solubilisation (selon les 

indications du fabriquant, les densités optiques sont mesurées sur un lecteur de 

plateau Elisa à 570 nm. Les calculs statistiques sont effectués directement par le 

lecteur. 

4.2.1 Croissance des cellules en milieu semi-solide 

Les cellules ont été trypsinisées, comptées à raison de 1 x 1 05 cellules/ml dans 

du milieu de culture complet (Section 1 . 1). Les échantillons ont été dilués 1 0 fois 

et maintenus à 0°C. Un volume de 0.5 ml de chaque dilution a été additionné à 

un volume de 2.5 ml d'une solution d'agar 0.4%, préparée dans du milieu de 

culture complet à partir d'une solution stock d'agar 2% préalablement autoclavée 

et maintenue à 45°C. Le mélange obtenu est rapidement déposé dans une boite 

de pétri de 1 00 mm de diamètre (Gibco Canada) contenant une couche gélifiée (6 

ml) de milieu à 0.33% (p/v) d'agarose. Les cultures ont été ensuite incubées à 

37°C dans une étuve pendant 6 à 8 semaines. 

4.3 lmmunofluorescence 

4.3.1 Techniques d'immunofluorescence 

L'immunofluorescence (IF) consiste à révèler les motifs antigéniques présents 

sur ou dans une cellule grâce à des anticorps primaires spécifiques correspondants. 

Dans le cas de l'IF indirecte utilisé dans ce travail (Enna ji et al. 1 992a), la fixation 

des anticorps est révélée à l'aide d'un conjugué secondaire anti immunoglobuline 

couplé à un fluorochrome (Fisher Scientific, Ottawa, Ont., Canada) . 
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4.3.2 lmmunofluorescence sur des cellules fixées 

Les celluJes ont été cultivées dans des boites de pétri 35 mm de diamêtre sur 

des lamelles de type MAGMA (Aidemic ltd., Canada) spécialement conçues pour 

les essais. Les lamelles ont été préalablement traitées au Na OH 1 M pendant 4 

heures. Après neutralisation avec une solution HCI 1 N et lavage à t'eau distillée 

courante pendant 30 minutes elles ont été stérilisées au four à une température de 

200°C pendant 4 heures. Les cellules ont été cultivées sur lamelle jusqu'à 

confluence. Après lavage au PBS stérile, les cellules on été fixées à l'acétone 

pendant 30 minutes à -20°C tel que décrit précédemment (Ennaji et al. 1992a). 

Les sites non spécifiques on été bloqués avec une solution de BSA a 1 % (p/v). Les 

cellules ont ensuite été exposées à une solution d'anticorps primaire (Tableau 4) 

dilué dans du PBS, pendant 30 minutes à 37°C. Après 3 lavages au PBS les 

cellules sont exposées à l' anticorps secondaire conjugué à l'isothiocyanate de 

fluoresceine (FITC) dilué dans du PBS pendant 30 minutes à 37°C. Après 3 

lavages au PBS, les cellules sont contre colorées avec le fluorochrome de Haechst 

3358 (Aldrich, Milwaukee, Wl, USA) dans te PBS 1.5 pg/mL pendant 2 minutes. 

Après 3 lavages et séchage, les lamelles ont été déposées sur une goutte de milieu 

de montage semi-permanent (Eivanoi/Tris/Glycerol, pH 8.6). Les cellules sont 

examinées immédiatement ou congelées à -20°C pour quelques semaines. 

l'examen des cellules à été effectué à l'aide d'un microscope à épi-fluorescence 

et contraste de phase (Ortholux-leitz Wetzlar, Germany) en utilisant une 

combinaison appropriée de filtres pour la détection de la fluoresceine et du 

fluorochrome de Hoeschst. 
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4.3.3 lmmunofluorescence sur des cellules non fixées 

L'immunofluoréscence indirecte sur des cellules non-fixées à été réalisée pour 

tes marqueurs qui sont exprimés à la surface. Les cellules cultivées en flacon de 

25 cm2 ont été trypsinées, resuspendues dans 5 ml de milieu puis distribuées, 

dans des tubes eppendorf afin d'avoir 1-2 x 1 06 cellules par tube. Les tubes ont 

été ensuite centrifugés à 500 x g pendant 5 minutes, les culots ont été lavés deux 

fois au PBS stérile et les cellules resuspendues en présence de l' anticorps primaire 

pendant 30 minutes à 4°C. Les cellules ont été lavées trois fois et mises en 

présence de l'anticorps secondaire pendant 30 minutes à 4°C à l'abri de la lumière. 

Après trois lavages additionnels, un échantillon de cellules (25 à 50 pl du culot) a 

été déposé sur une lame et recouvert d'une lamelle. L'ensemble est examiné au 

microscope à épi-fluorescence tel que décrit en 2. 1. 

4.4 Cytométrie. de, flux 

4.4~ 1 Technique de cvtométrie de flux 

La cytométrie de flux est un type d'analyse immunologique, bien documentée 

(Melamed et al. 1979; Shapiro et Hawaro, 1988; Ormerod, 1990). Elle repose sur 

trois principes: 

1. L'analyse multiparamétrique cellule par cellule. 

2. La rapidité d'analyse d' échantillons en grand nombre. 

3. Ainsi que la quantification des mesures. 
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Le principe général de fonctionnement est de guider de manière 

hydrodynamique et à vitesse constante, une suspension de cellules isolées vers 

une zone de détection qui permet la génération de signaux optiques et électriques 

caractérisant les cellules étudiées. Le cytofluormètre utilisé au cours de ce travail 

est de type Becton Dickinson (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). 

4.4.2 Détection des antigènes de surface 

Les cellules sont trypsinisées, comptées (Section 1) et resuspendues dans le 

milieu adéquat à 37°C pendant 2 à 4 heures. Les cellules sont ensuite réparties 

dans les tubes eppendorf à raison de 1 x 1 05 par essai, lavées deux fois avec un 

tampon PBS/albumine de sérum bovin 1 % (BSA) (Boehringer Mannheim, Dorval, 

Que., Canada)/azide de sodium (Na-azide), 0,1% (Sigma Chemical Company, St. 

Louis, MO, USA) et centrifugées à 500 xg à 4°C pendant 5 minutes. Après la 

préparation de l'anticorps aux dilutions adéquates, on ajoute un volume de 1 00 pl 

d'anticorps primaire par tube. L'ensemble est incubé à 4°C pendant 30 minutes. 

Les cellules sont lavées deux fois avec le tampon précédant et mises en présence 

de 1 00 pl du second anticorps conjugué à la fluorescéine (FITC) puis incubées à 

4°C pendant 5 à 30 minutes à l'abri de la lumière. Les cellules sont de nouveau 

lavées deux fois, resuspendues dans le même tampon et conservées à l'obscurité 

jusqu'à leur analyse au plus tard 24 heures après. 
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4.4.3 Détection des antigènes intracvtoplasmigues 

Les cellules sont préparées et marquées de la même façon que décrit en 1 . 1, 

mais permeabilisées pendant la fixation. Les conditions optimales de fixation et 

perméabilisation des cellules ont été préalablement déterminées à l'aide d'une 

solution de 50 pg/mL de bromure de propidium (Sigma Chemical Company, St. 

louis, MO, USA). Un meilleur résultat a été obtenu en utilisant l'ethanol 70% à-

20°C pendant 10 min. Les cellules ont été ensuite marquées ainssi que décrit dans 

la Section 4.4.2. 

Les différents anticorps utilisées dans ce travail ainsi que leur provenance et 

dilutions pour la cytométrie de flux sont indiqués ci-dessous: 

i) anticorps monoclonaux: anti-actine (Chemicon lnternationallnc., Tenecula, 

Ca, USA) 1 :50; anti-vimentine (Chemical Credential, Lisle, Il, USA) 1 :50; anti­

connexine 43 (Zymed Lab., San Francisco, Ca, USA) 1:1 00; anti-HPV16 

{Oncogene Science, Manhaset, NY, USA) 1:100. 

ii) anticorp polyclonaux: lapin anti-fibronectine (Chemicon International, USA) 

1 :200; lapin anti-N-CAM (Chemicon International, USA) 1:1 00; lapin antivirus du 

papillome bovin type 1 (Dimension Lab., Mississauga, Ont., Canada) 1 :250. 

iii) anticorps secondaires conjugués: Âne anti-lapin-FiTC (810/CAN Scientific, 

Mississauga, Ont., Canada) 1:1 00; chêvre anti-lapin FiTC (Chemicon, USA) 1: 1 00; 

chêvre anti-souris-FiTC (Chemicon, USA) 1:1 00. 
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4. 5 Étude ultra-structurale de l'effet du virus du papillome humain t ype 16 

(HPV16) en immunoélectromicroscopie (lEM) 

Les modifications morphologiQues et moléculaires associées à la transformation 

des cellules L6 par le HPV16 ont été évaluées par localisation immunologiQue à l'or 

colloïdal et des anticorps dirigés contre les marQueurs de différenciation. Les 

coupes ultra-minces ont été préparées tel QUe décrit par Nickerson et al. 1990. 

Cette étude en lEM a été réalisée suivant la méthode décrite par Garzon et al. 1990 

et Garzon et Bendayan, 1993. Brièvement, l'immunolocalisation du site recepteur 

N-CAM a été effectuée comme il suit: les cellules ont été rincées avec du milieu 

de culture EMEM ne contenant pas de sérum foetal puis incubées 30 min. dans du 

EMEM contenant de sérum de Chèvre 1% et ovalbumine 1 %. le milieu a été 

ensuite remplacé par des anticorps polyclonaux de lapin anti N-CAM (Chemicon, 

Temecula, California, USA) (Tableau 4) dilués 1:50 dans I'EMEM contenant 

ovalbumine 1% suivi de trois rincages pendant 15 min avec I'EMEM contenant 

ovalbumine 1 %, suivi d'une incubation des cellules avec du sérum de chèvre anti 

immunoglobuline de lapin couplé à de l'or colloïdal de 15 nm de diamétre (Janssen 

Cedarlane, Ont., Canada) pendant une heure à la température de la pièce suivi de 

trois rinçages avec I'EMEM contenant 1% d'ovalbumine. la préfixation au 

glutéraldehyde 2.5% a été suivie de la post fixation par la tetroxyde d'osmium et 

le ferricyanure de potassium (Sigma) . 

les cellules pour l'examen ultrastructural ont été détachées des bouteilles par 

grattage, centrifugées à 800 g et resuspendues dans de l'agarose à 2%. Après 
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une nouvelle centrifugation à 1500 g le culot gélifié renfermant les cellules est 

découpé en petits cubes de 1 mm3 ~ans de l'alcool à 50%. La déshydratation a 

été poursuivie dans une série de bains d'alcool, 15 min chaque, de concentration 

croissante 75%, 80%, 95 et 100% puis dans du propylène oxyde, trois fois 

pendant 15 minutes. L'infiltration de la résine (Araldite 502: Sigma) s'est 

effectuée progressivement d'abord dans un mélange propylène oxyde: araldite (4:4 

v/v) puis addition d'un volume de résine et les fioles ont été maintenues ouvertes 

avec agitation rotative pour la nuit permettant l'évaporation du propylène oxyde. 

Les spécimens ont été transferés dans de la résine pure dans des capsules puis mis 

à polymériser à 37°C pendant 1 jour, 45°C pendant 6 heures et 60°C pendant 2 

jours. La préparation de coupes ultrafines a été effectuée sur ultramicroton LKB 

Ill. La coloration des coupes à l'acétate d'uranyle saturé dans alcool 50% pendant 

5 minutes a été suivie de citrate de plomb (Reynolds) pendant 5 minutes à l'abri 

de l'air. 

5. PHOTOGRAPHIE 

Les photographies au microscope photonique et au microscope à 

épifluorescence ont été prises respectivement à l'aide de film Kodak TRI-X pan 400 

ASA et du film à diapositive couleur 3M - 640-T en utilisant l'exposition 

automatique à 640 ASA. 
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6. EXTRACTION DES ACIDES NUCLÉIQUES 

La plupart des techniques de biologie moléculaire décrites ci-après ont été 

extraites de Sambrook et al. 1989 et Davies et al. 1986. 

6. 1 Extraction d'ADN 

6. 1 . 1 Extraction des ADN cellulaires 

Les cellules ont été cultivées tel que décrit (Section 1 ). À confluence de feuillet 

cellulaire, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS glacé sans Ca2 + et 

Mg++. Les cellules sont lysées par 2 ml de tampon ("fRIS-HCI pH 7 .5, 10 mM, 

NaCI 10 mM, EDTA 1 mM, protéinase K (BRL, Canada) 0.1 mg/ml et SDS 0.5 

g/1 00 ml). A l'aide d'une tige caoutchoutée les cellules sont récoltées dans un 

tube de polypropylène et incubées à 37°C toute la nuit. Pour éliminer les protéines, 
• 

la solution a été extraite deux fois avec un volume de phénol saturé de TRIS 

(Maniatis et al. 1989), puis deux fois avec du chloroforme: lsoamyl alcool (24: 1) 

pour éliminer les traces de phénol de la solution. L'ensemble est incubé 30 

minutes à 37°C en présence de RNa se A (Promega, Canada) ( 1 00 pg/ml) puis 

extrait une fois par le mélange chloroforme : lsoamyl alcool (24: 1) et finalement 

dialysé toute la nuit à 4°C dans la tampon TRIS-HCI, pH 7.5 10 mM et EDTA 1 

mM). L'ADN a finalement été précipité avec 1/10 de volume d'acétate de sodium 

(NaOAc 3M) et double volume d'éthanol 100% (181, Toronto, Canada) toute la nuit 

à -20°C. Le tube a été centrifugé 20 minutes à 4°C à 1 0,000 RPM et le culot a 

été rincé avec de l'ethanol 70% pour enlever les traces de sels. Le culot a été 
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séché dans une centrifugeuse sous vide (speed vac concentrator, Savant 

Instrument lnc., Hicksville, NY, USA) ou à l'air libre. L'ADN a été redissout dans 

un volume de 100 pl d'eau et quantifié par spectrophotométrie. L'absorption a été 

mesurée à 260 et 280 nM et la concentration d'ADN est déterminée (sachant que 

100260 = 50 pg/mld'ADN). L'ADN est alors alliquoté et conservé à -200C jusqu'à 

son utilisation. 

6.1.2 Extraction analytique des ADN otasmidigues recombinants 

6.1.2.1 Extraction des plasmides recombinants à petite échelle 

Les colonies bactériennes recombinantes ont été inoculées dans 2 ml de 

bouillon Luria-Bertani (LB; 1 0 g/1 bacto-tryptone, 5 g/1 extrait de levure, 10 g/1 

Na Cl, pH 7 ,5, Difco, Detroit, Michigan, USA) contenant 75 pg/ml d'ampicilline 

(Boehringer Mannheim). Les cultures ont été incubées à 37°C pendant 18 h avec 

agitation (250 rpm), puis centrifugées à 1 0,860 xg durant 1 min. dans une 

microcentrifugeuse Eppendorf (Brinkmann, Westbury, New York, USA). Pour 

l'isolement du plasmide recombinant, la méthode de Birnboin et Doly (1979) a été 

utilisée. Les culots bactériens ont ensuite été resuspendus dans 100 pl d'une 

solution glacée de 50 mM glucose, 1 0 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0). Les 

tubes sont incubés à la température de la pièce pendant 5 min. Un volume de 200 

pl d'une solution contenant 0.2 N NaOH plus 1% p/v SOS est ajouté aux tubes qui 

sont ensuite incubés 5 minutes sur de la glace. Finalement, un volume de 150 pl 

d'acétate de potassium (pH 4.8) a oo est ajouté. La solution est préparée comme 

suit: à un volume de 60 ml d'acétate de potassium 5M on mélange 11.5 ml 
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d'acide acétique glacial et 28.5 ml d'eau. Les solutions ont été mélangées et 

placées sur glace pendant 5 min. Les échantillons ont été centrifugés pendant 5 

min. et le surnageant transféré dans d'autres tubes. L'extraction se déroule 

comme suit: 

Pour éliminer les protéines, la solution a été extraite deux fois avec 1 volume de 

phénol saturé de Tris (Sambrook et al. 1989), puis deux fois avec du 

phénol/chloroforme ( 1 : 1), et finalement deux fois avec du chloroforme/alcool 

isoamylique (24: 1) pour éliminer les traces de phénol de la solution. L'ADN a 

finalement été précipité avec 1/10 en volume d'acétate de sodium (NaOAc 3M) ou 

1 volume d'acétate d'ammonium (NH40Ac 5M) et 2,5 volumes d'éthanol absolu 

(181, Toronto, Canada) à -20°C, pendant 1 h (ou -70°C, pendant 20 min). Le tube 

a été centrifugé 10 min et le culot a été rincé avec de l'éthanol 70%, pour enlever 

les traces des sels. Le culot a été séché dans une centrifugeuse sous vide (Speed 

Vac Concentrator, Savant Instrument lnc., Hicksville, NY, USA). L'ADN a été 

redissout dans 20-50 pl d'eau et quantifié tel que décrit en (6.1.1.). 

6.1.2.2 Extraction semi-préparative des plasmides recombinants 

Les colonies bactériennes ont été préparées dans un volume de 50 ml tel que 

décrit en 6.1 .2.1. Les cultures ont été incubées à 37°C pendant 16 h avec 

agitation (250 rpm), puis centrifugées à 4000 rpm pendant 20 min. à 4°C. Le 

culot est lavé deux fois avec du tampon "STE". Ensuite, le culot est resuspendu 

dans 5 ml de tampon contenant du lysozyme (5 mg/ml). L'ensemble est transféré 

dans des tubes d'ultracentrifugation de 35 ml et conservé environ 15 à 20 min. 
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sur la glace. Un volume de 10 ml d'une solution de NaOH 0.2 N contenant 1% de 

SOS est ajouté. L'ensemble est bien mélangé et conservé sur glace pendant 5 min. 

Ensuite, un volume de 7.5 ml d'acétate de potassium 5M pH 4.8 est ajouté. 

L'ensemble est bien mélangé et conservé sur de la glace pendant 10 min. et 

centrifugé à 18,000 rpm à 4°C pendant 30 min. La suite du protocole d'extraction 

est décrite dans les sections (6.1 .2.1). 

6.2 Extraction des ARNs 

Les précautions à prendre pour limiter la dégradation des ARNs sont décrites 

dans Sambrook et al. 1989 et Davis et al. 1986. 

Brièvement: afin d'inhiber l'activité ribonucléasique au cours de la manipulation 

des ARN, la vaiselle en verre a été traitée au four Pasteur à 180°C pendant 2 h. 

L'eau tridistillée et les solutions ont été traitées avec 0,2% (v/v) de 

diéthylpyrocarbonate (DEPC; Sigma) durant 20 min., puis autoclavées à 121 oc 

pendant 20 min. Les appareils à électrophorèse ont été traités avec 1% (plv) de 

dodécyl sulfate de sodium (SOS; Sigma) pendant 16 h, puis rincés avec de l'eau 

traitée au DEPC. 

6.2.1 Extraction des ARN totaux 

Deux procédés ont été employés pour l'extraction des ARN totaux: le premier 

utilisant le guanidinium isothiocyanate et le deuxième la protéinase K et le phénol. 
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6.2.1.1 Méthode au guanidinium isothiocyanate 

Les cellules transfectées et non-transfectées par l'ADN du virus du papillome 

humain (HPV16) ont été cultivées dans des boites de pétri (90 cm de diamètre). 

Les couches de cellules ont été lavées avec du PBS glacé et les cellules ont été 

recueillies à l'aide d'une tige caoutchoutée, puis centrifugées à 1000 xg durant 10 

min. à 4°C. Aux culots cellulaires, 5 volumes d'une solution de guanidinium 

isothiocyanate 4M (BRL, Gaithersburg, Maryland, USA), de citrate de sodium 5 mM 

pH 7, de P-mercaptoéthanol 0,1 M et de n-lauroyl sarcosinate de sodium 0,5% 

(p/v) (Sigma) ont été ajoutés. À l'aide d'un homogénéiseur de type Fisher Sonic 

Dismembrator Model 300, les cellules ont été lysées, puis 0,25 g de chlorure de 

césium {CsCI; Pharmacia) par ml d'homogénat ont été ajoutés. Les homogénats 

ont été déposés sur des coussins de CsCI 5,7 M et EDTA 0,1 M pH 8, puis 

centrifugés à 38,000 RPM pendant 18 h à 20°C. Les culots d' ARN ont été 

resuspendus dans un tampon d'extraction contenant Tris-HCI 10 mM pH 7 ,4, 

EDT A 5 mM et SOS 1 % (plv) , puis les protéines ont été extraites avec 2 volumes 

de chloroforme: n-butanol (4: 1) (Anachemia, Montréal, Québec, Canada). La phase 

organique a été réextraite et les ARN ont été précipités avec l'acétate de sodium 

0,3M pH 5,2 et 2,5 volumes d'éthanol a 100% (181, Toronto, Ontario, Canada) à-

20°C durant 2 à 24 h. Les culots d'ARN ont été lavés avec l'éthanol 70%, puis 

séchés dans une microcentrifugeuse sous vide. La concentration et la pureté des 

ARN ont été estimées par spéctrophotométrie à 260 et 280 nm: quand A 260 = 1, 

la concentration des ARN est approximativement de 50 pg/ml; quand A2so12ao = 2, 
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ta préparation d'ARN est pure. Les ARN ont été conservés à -70°C dans l'éthanol 

70%. 

6.2.1.2 Méthode à la orotéinase K et au phénol 

Les cellules transfectées et non-transfectées ont été cultivées dans des boites 

de pétri (90 mm de diamètre). Les couches de cellules ont été lavées avec du PBS 

et les cellules ont été recueillies, puis centrifugées à 2000 xg pendant 5 min. à 

4°C. Les culots cellulaires ont été resuspendus dans un tampon de lyse glacé 

contenant 10 mM Tris-HCI pH 8,6, 140 mM NaCI, 1,5 mM MgCI, 0,5% (v/v) 

nonidet P40 (NP-40) et 10 mM de complexe vanadyl-ribonucléosides (VRC; BRL). 

Les cellules ont été lysées à l'aide d'un sonicateur, puis centrifugées à 10,000 xg 

durant 20 min. à 4°C dans un volume égal de tampon de lyse contenant 24% (p/v) 

de saccharose et 1% (v/v) NP-40. Le cytosol a été incubé à 37°C pendant 30 

minutes en présence de Tris-HCI 0,2M pH 7,5, EDTA 25 mM, NaCI 0,3M, SOS 2% 

(p/v} et 200 pg/ml de protéinase K (BRL, Canada). Les protéines ont ensuite été 

extraites avec 1 volume de phénol: chloroforme (1: 1) (BRL, Canada), puis les ARN 

ont été précipités avec 2,5 volumes d'éthanol durant 2 h à -20°C. Après une 

centrifugation à 5000 xg pendant 30 min. à 4°C, les ARN ont été lavés avec de 

l'éthanol 70% contenant l'acétate de sodium 0.1 M pH 5,2, puis resuspendus dans 

du Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, MgCI2 10 mM et VRC 2 mM. Les 

préparations d' ARN ont ensuite été traitées avec l'ADN a se 1 pancréatique exempte 

d' ARNases (BRI, Canada) à raison de 0,1 pg/mg d'acides nucléiques pendant 30 

min. à 3 re. L'enzyme a été extraite avec 1 volume de phénol: chloroforme ( 1 : 1) 

\ 
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en présence d'EDTA 10 mM et SOS 0,2% (p/v), puis les ARN ont été précipités 

avec 2,5 volumes d'éthanol et d' acétate de sodium 0,3M pH 5,2 à -20°C durant 

2 à 24 h. Les culots d'ARN ont été lavés avec l'éthanol 70% et séchés sous vide. 

La concentration et la pureté des ARN ont été estimées par spéctrophotométrie à 

260 et 280 nm. Les ARN ont été conservés à 70°C dans l'éthanol 70%. 

7. ÉLECTROPHORÈSE 

7. 1 Électrophorèse des ADN 

Les gels d'agarose ont été préparés en portant à ébullition 1.5% d'agarose dans 

du tampon TAE 1X (Tris-acétate 0,04M et EDTA 0,001 M) et en coulant la quantité 

appropriée dans les moules à cet effet. Après solidificaiton, le gel a été immergé 

dans le réservoir de l'appareil d'électrophorèse (International Biotechnologies [181], 

modèle MPH), contenant du tampon TAE 1 X. 

L'échantillon d'ADN à analyser a été mélangé à un tampon de chargement 6x 

(bleu de bromophénol 0,25%, xylène cyanol 0,25%, ficoll 400 15%) et a été 

déposé dans un puits du gel. un· voltage de 85 V a généralement été appliqué 

jusqu'à ce que le front de bleu de bromophénol ait atteint environ les trois quarts 

de la longueur du gel. 
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7.2 Électrophorèse des ARN 

Les ARN ont été analysés par électrophorèse sur gel d'agarose 1% (BRL, 

Canada). Les gels d'agarose ont été preparés en portant à ébullition le mélange 

suivant: 3g d'agarose, 30 ml du tampon MOPS 1 OX et 255 ml d'eau. Le 

mélange est refroidi jusqu'à 50°C et un volume de 16.2 ml d'une solution de 

formaldehyde (37%) est additionné au mélange sous la hôte laminaire. L'ensemble 

du mélange est agité légèrement. Un volume de 20 pl de bromure d'éthidium est 

ensuite ajouté au mélange. Une quantité suffisante du mélange est coulée dans 

les moules appropriés . Après solidification, le gel a été immergé dans le réservoir 

de l'appareil d'éléctrophorèse (International Biotechnologie [181]) contenant le 

tampon MOPS 1 X. Les échantillons d' ARN à analyser ont été séchés dans une 

microcentrifugeuse sous vide (Speed V ac Concentrator). On obtient 1 0 à 1 5 pg 

d' ARN total par échantillon. Chaque échantillon d' ARN a été resuspendu dans un 

volume de 20 pl de tampon de chargement fraîchement préparé selon les rapports 

de volumes suivants: pour un volume total de 1 0 ml: O. 7 2 ml formamide, O. 16 ml 

tampon MOPS 1 OX, 0.26 ml formaldehyde 37%, 0.18 ml d'eau, 0.1 ml de 

glycérol (80%) et 0.08 ml de bleu de bromophénol. L' ARN a été dénaturé en 

chauffant à une température de 95°C pendant 2 min. Les échantillons d' ARN ont 

été ensuite déposés dans les puits de gel. Un voltage de 200 volts à généralement 

été appliqué approximativement pendant 2 à 3 heures jusqu'à ce que le front de 

migration du bleu de bromophénol ait atteint environ les trois quarts de la longueur 

du gel. La migration achevée, les gels ont été photographiés sous illumination 

ultraviolette (Transluminateur, Utraviolet product, CA, U.S.A.). 
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7.3 Électrophorèse des protéines 

Les protéines ont été séparées par élèctrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence du SOS selon Laemmli (Laemmli et al. 1985). Les gels de séparation de 

12,5 à 15% (p/v) ont été préparés avec un mélange d'acrylamide: bisacrylamide 

(30: 1), (Bio-Rad, Mississauga, Ont. Canada) dans un tampon contenant 0.1% (p/v) 

SOS, 0.375M Tris-HCI pH 8.8; 0.03% (v/v) TEMEO et 0.07% (p/v) persulfate 

d'ammonium. Avant d'être déposés sur le gel, les échantillons resuspendus dans 

du tampon de chargement (0.625 M Tris pH 6.8 contenant 2% (p/v) SOS, 5% 

(p/v) beta-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycérol et 0.02% (p/v) de bleu de 

bromophénol) ont été chauffés à 1 oooc pendant 3 minutes, puis chargés sur le gel 

de compaction (5% de polyacrylamide dans 0.5M Tris pH 6.8, 0.03% (v/v) TEMEO 

et 0.07% (p/v) persulfate d'ammonium. L'électrophorèse a été réalisée dans un 

tampon contenant 0.025M Tris-HCI pH 8.3, 0.2M glycine et 0.1% (p/v) SOS. Les 

gels ont ensuite été fixés et teints dans une solution à 0.2% (p/v) de bleu de 

Coomassie R250 dans une solution de 40% méthanol et de 10% d'acide acétique 

glacial ·pendant 20 min à 60°1 puis décolorés pendant 1 6 heures avec agitation 

dans le mé'lange précédant sans colorant. Les gels ont été séchés sous vide dans . ' 

le BioGeiWrap (BioOesign lnc., New· York USA )selon les conseils du fabricant. Le 

Rainbow marker (Amersham, Canada) a été utilisé comme standard pour évaluer 

les poids moléculaires. 
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8. RÉACTION DE POLYMÉRISATION EN CHAÎNE ("PCR"l 

8.1 PCR à partir d'une matrice à ADN: Préparation de sondes moléculaires 

spécifiques au virus du papillome humain t ype 16 fHPV16) 

8.1. 1 Amorces utilisées pour amplification des ORFs du HPV16 

Les cadres de lecture ouverts (ORFs) à amplifier ont été décrits par Seedorf et 

al. 1985 et Baker 1987. Pour chaque ORF, deux amorces ont été élaborées dont 

la séquence complète est indiquée dans le Tableau 3. Chaque amorce est munie 

de 3 sites de restriction (Bgl Il, Xbal et Hpal) à l'extrémité 5' dans le but d'une 

utilisation clonage dirigé (Ennaji et al. 1992b). Ces amorces ont été synthétisées 

par le service du Dr F. Shareck de l'Institut Armand Frappier. 

8.1 .2 Conditions de réaction du PCR à partir d'ADN comme matrice 

Les différents ORFs du HPV16 ont été amplifiés en utilisant la méthode originale 

de PCR (Saiki et al. 1988) modifiée. Un volume de 10 pl d'ADN du HPV16, 

linéarisé, soit environ 1 0 ng/pl ont été ajoutés à un mélange réactionnel de 90 pl 

(1 x du tampon) ADN polymérase Taq (Bio/Can Scientific, USA), 20 pM de chaque 

amorce A et B, 1.25 mM de chaque déoxyribonucléotide, 1.3 mM de MgCI2 et 2 

unités d 'ADN polymérase Taq de Thermus aquaticus (Bio/Can Scientific, USA). 

L'appareil utilisé est de type Cétus 1'8 et 2e génération (Perkin Elmer, Cétus, USA). 

Les cycles d'amplification varient entre 30 et 50. Chaque cycle est composé de 

trois étapes. Une première étape à 95°C pendant une min. pour la dénaturation de 

l'ADN, une deuxième étape à 50°C pendant 2 min. pour l'appariemment des 
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amorces ADN et une troisième étape d'extension à 72°C pendant 2 min. Dans le 

but de compléter les brins d'ADN une étape d'extension de 10 min. à 72°C 

supplémentaire à été programmée. Un volume de 10 pl des produits amplifiés a 

été analysé par électrophorese sur gel d'agarose après coloration au bromure 

d'éthidium et observation en UV. 

8.2 PCR à partir d'une matrice ARN: Analyse des produits de transcription 

du virus du papillome humain type 16 (HPV16) 

8.2.1 Amplification par PCR à partir d'une matrice a ARN: "RT-PCR" 

Les amorces pour l'amplification par la réaction de polymérisation en chaîne 

(PCR) des cadres de lecture ouverts (ORFs) du HPV16 ont été décrites dans la 

section 8.1.1. Les amorces utilisées comme témoin positif dans le test du "RT­

PCR" ont été grâcieusement fournies par les Ors. P. Boer et Rassi (Institut de 

Cardiologie, Université d'Ottawa, Ottawa, Ont., Canada). Les amorces du témoin 

positif phosphoglycérate kinase (PGK) et celles du temoin négatif facteur artrial 

natriurétique (ANF) ont été decrites respectivement par Boer et al. 1987, 1990 et 

Argentin et al. 1985 et Dagnino et al. 1991. 

Le mélange réactionnel de 50 pl directement préparé dans les tubes de PCR 

contient 2.5 à 5 pg d' ARN dans du tampon 1 X PCR (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 

1.5 mM MgCI2, pH 8.3), 200 pM de chaque type de dNTP, 25 pmol de chaque 

type d'amorce (A et B), 1 unité par pl de RNasin, 10 unités de réverse 

transcriptase MuLV (BRL) et 1 unité de la Taq l'ADN polymerase. Un volume de 
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l 00 pl d'huile minérale a été deposé sur chaque mélange réactionnel. le PCR a été 

effectué pendant 31 cycles. Le 18 cycle produit l'ADN complémentaire à partir de 

l' ARN (ADNe). Les échantillons ont été incubés 15 minutes à 42°C suivi du 

chauffage à 95°C pendant 5 minutes dans le but de dénaturer la réverse 

transcriptase. Les cycles suivants comportaient une étape de dénaturation à une 

température de 94°C pendant 1 min, une étape d'appariemment à 50°C pendant 

1 min et une dernière étape d'extention à 72°C pendant 2 minutes. À la fin des 

30 cycles une incubation supplémentaire à 72°C pendant 10 minutes servait à 

terminer l'extention des brins incomplets d'ADN. Cette méthode a été utilisée pour 

la caractérisation des produits de transcription du HPV16 à partir des ARNs isolés 

tel que décrit en 6.2. 

9. CLONAGE DES ORFS DU HPV16: PRÉPARATION DE SONDES MOLÉCULAIRES 

SPÉCIFIQUES DU VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN TYPE 16 (HPV16) 

9. 1 Clivage de l'ADN plasmidigue par endonucléases de restriction 

La digestion de l'ADN a généralement été effectuée comme suit. Dix unités 

d'enzyme de restriction (1 0 U/pL, Bethesda Research Laboratories [BRL), 

Gaitersburg, MD., USA) ont été ajoutées au mélange d'ADN ( ::::::;3 pg) et de tampon 

( 1 X final) dans un volume réactionnel de 1 0 pl. Le mélange a été incubé pendant 

1-2 h à 37°C avec le tampon de réaction approprié fourni par le fabricant. Dans 

le cas de doubles digestions avec des enzymes nécessitant des tampons différents, 

le tampon "One-Phor-AII" (Pharmacia, Uppsala, Suède) a été utilisé. 

-... 1_ ... 
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9.2 Isolement et purification de f ragments d'ADN séparés par électrophorèse 

sur gel d'agarose 

Après électrophorèse, le gel a été trempé dans une solution de bromure 

d'éthidium et examiné à l'aide d'une lampe UV à ondes longues et la bande 

d'intérêt a été soigneusement découpée à l'aide d'un scalpel. L'élution a été 

effectuée à l'aide de la trousse "Gene Clean" (Bio 101, La Jalla, Ca, USA), sur le 

principe d'une absorption sélective de l'ADN sur une matrice de silice en présence 

d'iodure de sodium. Le protocole du manufacturier a été utilisé (Annexe Ill). 

9.3 Clonaae des fragments d'ADN du HPV16 

Des banques de fragments d'ADN du HPV 16 ont été générées (Tableau 6) tel 

que décrit dans la Section 8. Chaque fragment d'ADN a été cloné dans le but de 

générer des sondes spécifiques. Une quantité de 25 pg d'ADN viral amplifié ont 

été digérés avec l'enzyme Xba 1 dans un volume final de 1 00 à 200 pl. L'ADN 

ainsi digéré a ensuite été précipité par l'éthanol et redissout dans un volume de 25 

pl d'eau. Il a ensuite été déphosphorylé par la phosphatase intestinale de veau 

(CIP) comme suit: dans un volume final de 50 pl, 16 pl de l'ADN redissout, 5 pl 

du tampon CIP 1 OX (Tris HCI (pH 9,0) 0,5M, 'MgCI2 10 mM, ZnCI2 1 mM, 

spermidine 10 mM, Sigma, USA) et 0,2 U de CIP ont été incubés durant 1 h à 

3JDC. L'enzyme a été inactivée en ajoutant 40 pl d'eau, 10 pl de TNE (Tris-HCI 

100 mM (pH 8,0), NaCI 1M, EDTA 10 mM)) et 5 pl de SOS 10% et en incubant 

15 min à 68°C. Le mélange a été ensuite extrait deux fois au phénol/chloroforme 

et une fois au chloroforme avant d'être centrifugé sur une colonne de Sephadex 
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G-50 ("spun column chromatography"). Le vecteur pUC18, portant le gène de 

résistance à l'ampicilline et Je système de sélection lacZ, a été utilisé pour le 

clonage. Pour la Jigation, 12,5 pl d'un mélange de vecteur pUC18 linéarisé par 

Xba 1 (ou Barn Hl) et d'insert déphosphorylé ( 125 ng total), avec des rapports 

variant de 4:J à 1 :4, ont été ajoutés à 5 pl de tampon de ligation 1 OX (Tris-HCI 

(pH 7,5) 0,66 M, MgCI2 50 mM, dithiothreitol 50 mM, ATP 10 mM), 1 pl (0, 1 U) 

de T4 ADN:..Jigase dans 50 pl final et incubé 24 h à 15°C. 

9.4 Préparation de cellules bactériennes compétentes 

La transformation de E. coli souche JM1 01 a été réalisée selon la méthode 

décrite par Maniatis et al. 1989. Les bactéries ont été cultivées dans un volume 

de 1 00 ml du milieu Luri a Broth (LB). Lorsque la culture bactérienne atteint une 

densité optique de 0.3-0.4 mesurée à une longueur d'onde de 550 nm,la culture 

est centrifugée à 2000 x g pendant 5 min et resuspendue dans 50 ml d'une 

solution froide de 50 mM de CaCI2• Les cellules en suspension ont été placées sur 

glace pendant 30 min., recentrifugées et resuspendues dans un volume de 1 0 ml 

dans une solution glacée de CaCI2 50 mM. Les cellules bactériennes compétentes 

sont prêtes à être utilisées pour la transformation ou la congélation à -7ooc jusquà 

leur utilisation ultérieure. 

9.5 Transformation bactérienne 

Un volume de 200 pl de bactéries E. coli JM 101 compétentes (Section 9.4) a 

été ajouté au mélange de ligatidn et incubé dans un bain de glace pendant 40 min. 
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Après un choc thermique à 42°C pendant 2.5 min., les bactéries transformées ont 

été laissées à la température ambiante durant 5 min., ensuite 2 ml de bouillon LB 

(Gibco) ont été ajoutés, et les tubes maintenus à 37°C pendant 90 min. Les 

bactéries JM101 transformées ont été étalées sur du milieu LB contenant 1,5% 

(p/v) d'agar (Difco), 150 pg/ml d'ampicilline (Boehringer Mannheim), 100 mM 

d'isopropylthio-p-galactoside (IPTG; BRL) et 4% . (p/v) de 5-bromo-4-chloro-3-

indolyi-P-0-galactoside (X-gal; BRL), puis incubées à 37°C durant 18 h. Les 

colonies bactériennes recombinantes blanches ont été repiquées sur du milieu LB 

contenant 250 pg/ml d'ampicilline et conservées à -70°C dans du bouillon LB 

renfermant 250 pg/ml d'ampicilline et 40% (v/v) de glycérol. 

9. 6 Sélection de clones recombinants 

La sélection de clones recombinants est basée sur la présence ou l'absence de 

l'enzyme P-galactosidase fonctionnelle. L'hôte cellulaire, E. coli, transformé avec 

l'ADN du vecteur de clonage pUC 18, contient le fragment d'ADN de la région Lac 

Z, qui produit l'enzyme p galactosidase fonctionnelle en présence de l'inducteur, 

IPTG, de l'operon Lac, qui interagit avec le re presseur Lac Z. Les cellules vont 

hydrolyser le substrat X gal et produire une coloration bleue (bromochlore, Indole). 

L'insertion de l'ADN exogène dans un site approprié dans le vecteur de clonage, 

interfère avec la production de la p galactosidase dans les cellules transformées. 

Une coloration blanche en résulte dans les colonies recombinantes. Une deuxième 

sélection est associée à la présence du ·gène qui code pour la résistance à 

l'ampicilline présente dans le milieu de culture. Seules, les cellules transformées 
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vont pousser dans le milieu qui contient l'ampicilline du fait qu'il contient le gène 

de résistance de cet antibiotique (P-Iactamase) présent dans le vecteur de clonage. 

Après une nuit en culture en présence de 50 pg à 100 pg mL·1 d'ampicilline, les 

clones recombinants blancs sont sélectionnés et congelés à -70°C dans le glycérol 

40% (v/v). 

1 O. TRANSFERT DES ACIDES NUCLÉIQUES ET DES PRODUITS D'EXPRESSION 

SUR SUPPORT SOLIDE 

10.1 Transfert des colonies sur filtre 

Cette méthode a été développée par Grunstein et Hogness (1975). Le protocole 

décrit par Sam brook et al. 1 989) a été employé avec quelques modifications. Les 

colonies sont cultivées directement sur gélose et la membrane (filtre de nylon 

Biotrans) est appliquée sur la surface de la gélose après la croissance bactérienne. 

Lorsque le filtre est retiré, les bactéries y adhèrent et sont ainsi transférées. 

10.2 Technique du dépôt direct d'ADN "Dot Blot" 

La solution d'ADN, dans un volume compris entre 50 et 200 pl, a été 

dénaturée à gooc dürant 5 min puis rapidement placée sur de la glace. Un volume 

de SSC 20X froid a été ajouté et mélangé au vortex. Cette solution a ensuite 

rapidement été déposée dans un appareil multi-puits pour "dot blot" (Minifold Il 

Slot Blotter, Schleicher & Schüell, RDA) relié à une pompe à vide. Avant d'être 

insérée dans l'appareil, la membrane a été imbibée pendant une min. dans l'eau 

distillée, puis 15 min. dans du SSC 1 OX. 
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1 0.3 Transfert d'ADN de t vpe "Southern" 

Le transfert de type "Southern" a été décrit par Southern en 1975. Il s'agit de 

transfert capillaire directionnel par le tampon de transfert SSC 1 OX (SSC 20X: 

NaCI 3M et citrate de sodium 0.3M à pH 7). Les gels préparés tel Que décrit en 

7.1 on été plongés dans une solution de 1 .5M NaCI, 0.5M Na OH, pendant une 

demi-heure à la température de la pièce, dans le but de dénaturer l'ADN, puis le gel 

à été neutralisé avec une solution 1 M Tris-HCI, pH 8.0 1.5M en Na Cl. La 

membrane de nylon 66 Biotrans (0.45 Jlm, ICN, lrvrine, CA, USA) a été 

généralement utilisée comme support solide. Le transfert d'ADN a été effectué en 

couvrant le gel par la membrane et une couche de papier filtre Whatman 3MM 

saturée avec une solution 2X SSC. L'ensemble est couvert avec du papier filtre. 

Le transfert a été poursuivi pendant 18 h suivi du séchage et de la fixation au four 

à 80°C sous vide ou sous UV. l'efficacité du transfert des ADN a été vérifiés sous 

lumière UV. 

10.4 Transfert des ARN de t ype "Northern" 

Les AAN totaux ( 14 JJg) extraits des cellules transfectées par le HPV 1 6 et non­

transfectées ont été séparés par électrophorèse sur gel d'agarose 0.8% à 1.5% en 

présence de formamide tel Que décrit dans la section 7 .2. Les AAN ont ensuite été 

transférés sur des membranes de nylon "GeneScreen Plus" à l'aide de l'appareil 

VacuGene (Pharmacia-LKB) ou par capillarité tel QUe décrit en 1 0.3. Dans ce but, 

les gels ont été traités avec une solution contenant 1 ,5M NaCI et 0,05 ou 0,5N 

NaOH durant 3 min., puis avec une solution composée de 1 M Tris-HCI, pH 5 et 2M 
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NaCI pendant 3 min. Le transfert a été effectué sous vide, durant 1 h et en 

présence de SSC 1 OX. Les membranes ont été portées au four à aoac durant 2 

hrs et l'efficacité du transfert a été vérifiée par visualisation des ARN sous lumière 

uv. 

10.5 Transfert de protéines de t ype "Western" 

Des lysats de cellules transfectées au HPV16 et non-transfectées au HPV16 ont 

été déposées à raison de 50 pg de protéines totales par puits sur un gel de 

polyacrylamide-SDS avec un gel de séparation de 12.5 à 15% (p/v) d'acrylamide 

selon la taille des protéines (Section 7 .3). Les échantillons ont migré en conditions 

réductrices à 25 mA, puis ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Trans-Blot transfer mini; Bio-Rad, Mississauga, Ont., Canada) 100 mV pendant 1 

h. 

10.6 lmmunodétection indirecte 

La membrane de transfert rincée dans le tampon TBST (1 0 mM Tris-HCI pH 8.0, 

150 mM NaCI, 0.05% Tween 20 (v/v) incubée à la température ambiante pendant 

30 min. avec agitation dans une solution d'albumine bovine à 1% dans du TBST. 

Cette solution de bloquage est ensuite remplacée par la solution d'anticorps 

primaire (Tableau 4) dilué dans un tampon TBST et mise à incuber pour 30 min. 

Après 3 lavages de 5 min. avec le même tampon pour éliminer l'anticorps primaire, 

la membrane est exposée à l'anticorps anti-lgG conjugué à la phosphatase alcaline 

à une dilution de 1/1000, puis incubée à la température ambiante durant 1 h avec 
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agitation. Les membranes ont été lavées 3 fois pendant 5 min. avec le tampon 

TBST puis transférées dans une solution du chromogène [2 mg nitro - tetrazolium 

bleu et 4 mg 5 bromo, 4 chlora, 3 indolylphosphate dans 20 ml de tampon de 

réaction ( 1 00 mM Tris-HCI pH 9. 5, 1 00 mM Na Cl, 5 mM MgCI2). Après une 

incubation de 4 à 10 min. à la température ambiante la réaction a été arrêtée par 

immersion dans une solution d'acide acétique à 5%. 

11 . MARQUAGE DES SONDES 

Il existe deux principales méthodes de marquage des sondes d'ADN et plusieurs 

trousses sont disponibles commercialement. Il s'agit du marquage par coupure­

substitution ("nick-translation") et par amorces aléatoires ("random priming") . 

11 . 1 Coupure-substitution 

La trousse de BRL ("Nick translation system") a été utilisée. Le protocole du 

fabricant a été suivi. Brièvement, dans un microtube placé dans de la glace, 5 pl 

du mélange de déoxynucléotide-triphosphates (excluant le dCTP), 1 pg d'ADN à 

marquer, 5 pl d'alpha-32P-dCTP (3000 Ci/-mmol; 10 mCi/ml) ont été mélangés 

dans un volume de 45 pl. Après un léger vortex, 5 pl du mélange enzymatique 

(DNA polymérase 1, 0,4 U/pL; DNase 1, 40 pg/pL) ont été ajoutés et le tube incubé 

à 16°C pendant 60 min. la réaction a été arrêtée avec 5 pl d'EDTA 0,5M et le 

volume a été complété à 100 pl avec de l'eau. les nucléotides non-incorporés ont 

été éliminés en précipitant l'échantillon avec 2,5 volumes d'éthanol 100% et 0,1 

volume de NaOAc à -70°C pendant, 20 min. le culot était redissout dans 100 pl 
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d'eau. La sonde marquée pouvait être conservée à -200C. Le décompte est décrit 

dans le section 11.3. 

11 . 2 Amorces aléatoires 

Pour ce type de marquage, la trousse commercialisée par la firme Pharmacia 

("Oiigolabelling kit") fut utilisée. Avec cette méthode, il est possible de marquer 

de 10 ng à plus d'un microgramme d'ADN. De façon standard, 100 ng ont été 

utilisés pour le marquage. Dans un volume de 32 pL, l'ADN et 1 0 pL du tampon 

fourni (qui contient entre autre des hexanucléotides de séquence aléatoire et les 

3 dNTP excluant le dCTP) ont été incubés à 95°C durant 5 min. Le microtube a 

ensuite rapidement été transféré sur de la glace, avant d'y ajouter 2 pL du mélange 

d'albumine de sérum bovin (BSA), 5 pl d'alpha- 32P-dCTP et de 2 pL de l'enzyme 

de l'ADN polymérase du fragment Klenow. Ce mélange a été incubé à 3 7°C durant 

90 min. La réaction a été arrêtée avec 5 pl d'EDTA 0,5 Met le volume complété 

à 100 pL avec de l'eau distillée. La purification et le décompte se fait de la même 

façon que pour la méthode de coupure-substitution (Sections 11 . 1 et 11 .3). 

11.3 Mesure de l'activité spécifique du marquage des sondes moléculaires 

Pour mesurer l'incorporation, une partie aliquote de 1 pl de sonde a été 

précipitée dans environ 5 ml d'acide trichloroacétique (TCA} 5%, puis a été passée 

à travers un filtre de laine de verre (Whatman GF/Cl. Une fois sec, le filtre a été 

plongé dans un 5 mL de liquide à scintillation (4 g de 2,5-diphényloxazol), 0,1 g de 

1 ,4-bis(2-(5-phényloxazolyl)benzène dans 1 L de toluène) dans un vial de plastique. 
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La mesure a été faite dans un compteur à scintillation Beckman. L'activité 

spécifique se mesure en CPM par pg d'ADN. 

12. HYBRIDATION MOLÉCULAIRE 

12.1 Hybridation non différentielle 

Une fois prête pour l'hybridation, la membrane a été insérée et scellée dans un 

sac de plastique (BRL). Pour chaque centimètre carré de membrane, environ 0,1 

mLde solution d'hybridation (50% de formamide déionisée, SSPE 5X [NaCI 0,75M, 

NaH2P04-H20 0,05M et EDTA 0,005M à pH 7,4]), solution de Denhardt (1,0 g/L 

de ficoll 400, 1,0 g/L de polyvinyl-pyrrolidone et 1,0 g/L de BSA), 100 pg/ml 

d'ADN de sperme de hareng ou saumon dénaturé, et 5% de SOS ont été insérés 

dans le sac. La quantité totale de solution insérée a été notée. Le sac a été incubé 

à 42°C sur une plaque agitatrice rotative pendant au moins 4h. Cette 

pré hybridation sature les sites d'attachement non-spécifiques de la membrane, par 

l'ADN de sperme de hareng ou saumon et la BSA contenus dans la solution. 

La quantité de sonde ajoutée pour l'hybridation variait généralement de 105 à 

106 CPM par ml de solution d'hybridation. Après avoir complété le volume à 150-

200 pl avec de l'eau distillée, la sonde a été dénaturée à 95°C durant 5 min., puis 

immédiatement insérée dans le sac en prenant bien soin qu'elle se mélange 

rapidement et uniformément dans toute la solution d'hybridation. Le tout a été 

incubé à 42°C sous agitation durant 18 h. La membrane a été ensuite retirée et 

soumise à une série de lavages à 60°C. Les premiers lavages ont été effectués 



141 

avec du SSC 2X et ensuite avec une solution de SSC 0,2X et SOS 0,2%. Pour 

chacune des deux solutions, trois lavages de 1 0-15 min. avec environ 500 ml de 

tampon ont été effectués avec agitation. Les membranes ont ensuite été 

légèrement séchées, à l'air. 

12.2 Hybridation différentielle 

Les ORFs du HPV16 amplifiés par PCR (Section 8.0, et clonés (Section 9.0)) 

ont été utilisés comme des sondes moléculaires dans le criblage par hybridation 

différentielle afin de caractériser d'une part les séquences d'ADN du HPV 16 intégré 

dans les cellules et d'autre part le transcription des gènes du HPV16 en fonction 

du programme de différenciation des cellules hôtes. Le procédé de pré-hybridation, 

hybridation et lavage a été tel que décrit dans la section ( 12. 1). 

12.3 AutoradiograPhie 

Les membranes hybridées ont été disposées dans des cassettes métalliques 

(Dupont Canada). L'exposition a été effectuée sur un film Kodak X-Omat RP , 

(Picker International, St. Laurent, Canada) dans une cassette à autoradiographie en 

présence d'un écran amplificateur. L'exposition a généralement été effectuée à-

70°C pour une période variant d'une heure à une semaine. La révélation du film 

est effectuée dans un appareil à développement automatique (X-Omat 20 

processor, Kodak) . 
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13-. ÉTUDE DES MÉCANISMES CELLULAIRES 

13.1 Études fluorographigues: Elucidation du rôle de l'ion calcium (Ca2 +) dans 

la signalisation cellulaire 

13.1.1 Dosage du calcium intracellulaire (Ca2+ ) par microspectrofluorométrie 

13. 1 . 1 . 1 Principe de la microspectrofluorométrie 

Des composés fluorescents, capables de fixer le calcium (Ca 2 +), sont utilisés 

pour mesurer la concentration des ions Ca2 + intracellulaires dans les cellules 

vivantes à l'aide d'un spéctrophotomètre spécialement conçu (Spex Industries, 

CM3, New Jersey, USA). Les détails du principe de cette téchnique sont décrits 

par Grynkiewicz et al. 1985. Le composé fluorescent est le fura-2, un -
acetoxymethylester, (Molecular Probes, Eugène, Oregon, USA). Les cellules sont 

perméables à ce corps qui retourne à la forme libre non perméable sous l'influence 

des estérases cellulaires, ce qui l'emprisonne dans la cellule. Lors de la fixation des 

ions Ca2 + au fura-2, on observe un déplacement du maximum d'émission de 

fluorescence qui permet la quantification du Ca2 + intracellulaire. 

Dans le but d'éliminer toute fluorescence non spéCifique associée au colorant, 

rouge phénol, et l'interférence de certains acides aminés qui se trouvent dans le 

milieu de culture, nous avons préparé un milieu simplifié dont la 

composition a été déterminée par un programme d'ordinateur spécialement conçu 

pour les expériences d'électrophysiologie (Fabiato, 1985, 1988). Il tient compte 

du forces ioniques et permet l'élaboration d'un milieu de culture, simplifie. 
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13.1.1.2 Mode de chargement des cellules en Fura-2 

Le fura-2, est utilisé en solution finale a 2 pM. Un volume de 50 pl d'une 

solution stock de 1 mM est ajouté à 50 pL de DMSO et mélangé au vortex pendant 

10 min. à la noirceur, le fura-2 étant photosensible. Un volume de 20 pl est ajouté 

à 10 ml du milieu de culture {Section 1.0). L'ensemble est bien mélangé et un 

volume de 1 à 2 ml est alors ajouté à chaque boîte de pétri de 35 mm. Après 

incubation à 3JOC pendant 30 min., les boîtes de pétri sont vidées de leur so"lution 

de fura-2, lavées deux fois au PBS stérile et lm volume de 2 ml de milieu simplifié 

est alors ajouté à chaque boîte. Les cultures sont gardées dans ce milieu 

synthétique jusqu'à leur utilisation dans les 30 à 45 min. suivantes. 

13.1.1.3 Mesure de la concentration du calcium intracellulaire (Ca2 +) 

Les concentrations du Ca2 + intracellulaire ont été determinées par la mesure du 

signal de fluorescence à partir de l'indicateur fura-2 (Section 13.1 .1.1). Les 

cellules sont chargées au fura-2 tel que décrit à la section 13.1.1.2). Les 

expériences ont été réalisées à la température de la pièce soit sur des cellules 

individuelles ou sur des groupes de 4 à 8 cellules. Les lamelles sur lesquelles les 

cellules ont été cultivées {Section 4.3.2) ont été transférées dans une chambre 

expérimentale spécialement conçue pour le microscope inversé (Carl Zeiss Canada, 

Don Mills, Ont., Canada) qui est couplé à un spéctrophotomètre qui mesure les 

cations CM3 (Spex lnc., Newark, N.J., USA). Les mesures du Ca2
+ ont été 

réalisées à des longueurs d'ondes d'excitation de 350 nm et 380 nm qui alternent 

à une fréquence de 1 Hz. L'échantillon est analysé à partir d'un objectif 40X d'un 
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microscope épifluorescent (UVF L40, Olympus Optical Co., Tokyo, JAPAN). La 

lumière émise, après sa réception par le même objectif, passe à travers un filtre 

d'intérférence de 505 nm et son intensité est enregistrée par un compteur à 

photons (Spex lnc., Newawk, N.J., USA) attaché au microscope. 

Le [Ca2 +] intracellulaire à été estimé à partir du rapport des intensités des 

émissions du fura-2 à 505 nm induite par des excitations alternées à des longeurs 

d'onde de 350 nm et 380 nm en se servant de la formule mathématique 

(Grynikiewcz et al. 1985) tel que décrit à dessous: 

où 

[Ca2 +] = Kdx (Fmin) x (R - Rmln) (Rmax-R) 

fmax 

R correspond au rapport de fluorescence enregistré durant l'expérience. 

R min correspond au rapport de fluorescence durant le test de calibration sur des 

cellules non lysées en utilisant une solution 4 pM d'ionomycine. 

Rmax correspond à un rapport de fluorescence enregistré durant le test de calcul sur 

les cellules non lysées en utilisant une solution 10 mM EGTA (pH 8.2). 

F max:F min correspondent à des intensités de fluorescence pour des excitations à 380 

nm. 

Kd = constante de dissociation du Fura-2 à la température de la pie ce ( 135 nm). 
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1 3 . 1 . 1 .4 Modulation du taux de calcium intracellulaire 

La variation du taux de Ca2 + intracellulaire sous l'effet de différents agonistes 

a été mesurée. Le rôle modulateur des agonistes a été testé comme suit. Une fois 

le niveau de base du Ca2
+ mesuré, un certaine quantité de l'agoniste est ajouté 

dans la chambre expérimentale (section 13. 1. 1.3). 

13.1.1.5 Étude de la dépolarisation de la membrane cellulaire par 

microspectrofluorométrie 

Une fois le niveau de base de Ca2 + déterminé selon le montage décrit en 

13.1.1.3, un volume de 20 à 50 pl d'une solution de potassium très concentrée, 

45 mM, est ajoutée. Les variations du taux de calcium sont enregistrées aux fins 

d'analyse. 

13.1.2 Techniques d'imagerie 

13.1.2.1 Principe d'imagerie 

L'utilisation d'un système d'imagerie couplé au microscope à fluorescence 

permet de suivre l'évolution des l'ion Ca2 + in vivo selon le principe decrit en 

13.1.1.1. 

L'intensité de fluorescence du fura-2 associée aux cellules chargées 

préalablement au fura-2 (section 13.1.1.1.2 et 13.1.2.2) a été mesurée par 

appareil d'imagerie multisystème composé d'un microscope à fluorescence 

(Qiympus, Carsan Medical Scientific Ltd., Markham, Ont., Canada) muni d'un 
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caméra vidéo (Imagina Research IMI, Ste Catherine, Ont., Canada) sous contrôle 

direct d'un ordinateur. les détails sur cette technique ont été décrits 

précedemment (Miller, 1988; Chandra et al., 1989). 

L'analyse des images est effectuée à l'aide d'un système d'imagerie "imaging" 

spécialement conçu et assisté par ordinateur (Imagina Research IMI, Ste Catherine, 

Ontario, Canada). 

13.1.2.2 Evaluation de la concentration du Ca2 + par imagerie 

Les cellules sont chargées au fura-2 ainssi que décrit dans Je section 

13.1 .1.2. 

Les manipulations qui ont suivi le chargement des cellules ont été realisées à 

température ambiante. Les variations d'intensité de fluorescence sont captées par 

une caméra vidéo. A intervalles de 1 0 secondes, 20 photos vidéo ont été prises 

à une excitation de 340 nm et 20 photos vidéo à une excitation de 380 nm. 

l'ensemble des photos prises en série ont été emmagasinées dans le disque dur 

pour être analysées plus en détail pour divers paramètres. Après la collecte des 

séquences des images, la fluorescence non spécifique est soustraite de la 

fluorescence de la cellule correspondante. le rapport des images générées à des 

excitations de 340 et 380 nm (F340/F380) pour chaque cellule individuelle a été 

analysé par un programme d'ordinateur spécialement conçu pour l'analyse 

d'imagerie. Une carte d'image spatiale et temporelle est ainsi produite. 
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La concentration du Ca2 + intraceUulaire libre ([Ca2 +]) a été calculée à partir de 

l'équation suivante: 

où les paramètres représentent: 

kd = constante d'équilibre pour . la liaison Ca2 + au tura 2 = 224 nm 

R = F340/F380 avec F340 = Intensité de fluorescence à A = 340 nm et 

F380 = Intensité de fluorescence à A = 380 nm 

Rmax = R à un niveau de saturation de Ca2 + (2 mM) 

Rmin = R à un niveau zéro de Ca2 + (2 mM EDTA) et 

P = F340 (à un niveau zero Ca 2 +l 
F380 (à un niveau de saturation du Ca 2 +) 

13. 1.2.3 Modulation du taux de calcium intracellulaire libre 

Le protocole expérimental est décrit dans la section 13. 1 . 1 .4. La modulation 

de la réponse calcique à été étudiée en analysant les effets des agonistes sur la 

réponse du Ca2 + . La réponse du Ca2 + et sa modulation à été etudiée pour les 

temps suivants: (0, 10 et 30) min. et (24, 48 et 72) h. 

13.1.2.4 Étude de la dépolarisation de la membrane cellulaire en 

imagerie 

La méthodologie employée pour tester la dépolarisation membranaire est la 

même que celle décrite dans la section 13.1.1.5. 
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Les divers agonists utilisées pour l'analyse de la réponse calcique sont les 

suivants: acetylcholine (Sigma, St. Louis, Mo, USA) 1 mM; U'-73, 122 (Sigma, St. 

Louis, Mo, USA) 2.5 pM; TMB-8 5 pM et Carbachol 1 .2 mM (Calbiochem, San 

Diego, Ca, USA); 0600 (RBi, Natrick, Ma, USA) 50 pM; Cobalt (Anachemia, 

Toront, Ont) 5 mM; Thapsigargine (Calbiochem, USA) 1.1 pM; lonomycine 

(Calbiochem, USA) 2'pM; Cafeine (Sigma, USA) 4 mM; Lanthanum (Sigma, USA) 

1 mM) . 

13.2 Essais enzymatiques de l'activité de la orotéine kinase C CPKC): Étude de 

la modulation de la transduction du signal 

13.2.1 Mode de préoaration des cellules pour les essais enzymatiques de la 

Les cellules ont été cultivées dans des boites de pétri de 90 mm tel que décrit 

dans la section 1. Le milieu a été changé après 24 heures. Après 3 jours en 

culture, les substances à tester pour leur effet sur l'activité de la PKC selon les 

doses indiquées dans le Tableau 8 sont ajoutées (section 13.2.4) au milieu de 

culture. Différehts temps d'exposition ont été retenus (0, 10 et 30) min., (24, 48 
' 

et 72) h et 7 jours. Le TPA ( 12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate) a été utilisé 

comme témoin positif exogène (dans ce cas les cellules sont exposés 1 0 min. 

avant extraction dElS membranes) ou endogène (dans ce cas le TPA est ajouté au 

milieu réactionnel contenant la suspension des membranes (Chakravarthy et al. 

1991 ). 
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13.2.2 Mode de oréoaration des membranes cellulaires 

Les cellules sont rincées au PBS deux fois et un volume de 1 mL est additionné 

d'une solution de lyse hypotonique (1 mM NaHC03, 5 mM MgCI2 et 100pM PMSF, 

pH 7.5) pendant 2 min. sur de la glace. À l'aide d'une tige caoutchoutée, les 

cellules sont recoltées dans un tube conique à centrifugation et mélangées au 

Vortex pendant 2 min. Les noyaux et les cellules non lysées sont séparés des 

membranes par une centrifugation à 500 x g pendant 5 min. à 4°C. Le surnageant 

est transferé dans des tube d'ultracentrifugation Beckman (Beckman Instrument 

lnc., Ca, USA). Il peut être centrifugé à 100,000 x g pendant 10 min à 4°C dans 

une ultracentrifugeuse de type TL-1 00 ou à 16,000 x g pendant 20 min. à 4°C 

dans une ultracentrifugeuse de type microfuge. Après centrifugation, le surnagant 

qui constitue la fraction cytoplasmique est recolté et le culot qui représente les 

membranes cellulaires est resuspendu dans 0.5 ml du tampon d'essai 2X (50 mM 

Tris-HCI, pH 7 .5, 10 mM MgCI2, 2 pM CaCI2 200 pM vanadate de sodium, 200 pM 

pyrophosphate de sodium, 2 mM fluorure de sodium et 200 pM PMSFl à l'aide 

d'une micropipette de type Eppendorf et mélangé vigoureusement afin d'obtenir 

une suspension homogène. Un volume de 20 pl de cette préparation contenant 5 

à 6 pg de protéine membranaire (Test Bio-Rad) ont été testées pour l'activité PKC. 

Le substrat utilisé avant la séquence en acides aminés FKKSFKL-NH2 (Graff et 

al. 1 989) a été synthétisé par notre groupe de signalisation cellulaire par Dr. Ross 

Williams, Conseil National de Recherche du Canada, Ottawa, Ontario, Canada) . 

Un volume de 10 pl est ajouté au mélange réactionnel tel que décrit en 13.2.8. 
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13.2.3 Inhibiteurs de la PKC 

Un peptide dont la séquence en acides aminés est RFARKGALROKNVHEVKN 

a été synthetisé par le Dr. R. Williams (lBS, CNRC, Ottawa, Canada} tel que décrit 

précédemment (Chakravarthy et al. 1991) . Ce peptide agit comme inhibiteur 

compétitif spécifique de la PKC (Tableau 4). D'autre inhibiteurs ont été également 

testés. Le Tableau 4, en donne la liste et les doses utilisées dans ce travail. Une 

volume de 10 pl est additionné au mélange de réaction tel que décrit en 13.2.4. 

13.2.4 Mesure de l'activité PKC 

L'activité PKC associée aux membrane ainsi que l'activité cytoplasmique ont été 

mesurées par le biais de l'incorporation du 32P ATP type Gamma (y} tel que décrit 

par Chakravarthy et al. 1991 et Ennaji et al. 1992c. 

Le contenu en protéine de chaque échantillon a été déterminé par le test de 

Bradford (Bradford M. 1976). La quantité de protéine utilisée a été standardisée 

afin d'avoir 5 à 6 pg de protéine par essai. Un volume de X pl correspondant à 

cette concentration de protéine a été ajouté au mélange de réactionnel, qui a été 

préparé dans une tube eppendorf de 1.5 ml. Un volume de 10 pl d'une solution 

900 pM à 1 mM de substrat (section 13.2.2) (dans un tampon 50 mM Tris} a été 

ajouté. Si nécessaire le volume total est ajusté à 90 pl avec du tampon Tris 50 

mM pH 7 .5. Un volume de 10 pl d'une solution 500 pM du y 32P ATP (220 

CPM/pmol dans du tampon Tris, 0.5 pM/Tube) a été ajouté pour compléter le 

volume de réaction à 1 00 pl. Le mélange final de réaction est mélangé et incubé 



TABLEAU 4. Liste et effets des inhibiteurs de la protéine kinase C (PKCl 
utilisés sur des cellules L6. 

Inhibiteurs" de Concentration Références n 
la PKC finale utilisée 

(pMI 

Témoin 0.0 4 

U-73,122 5.0 Bleasdale et al., 1989 4 
Smith et al., 1990 

peptide 25.0 Graff et al., 1989 4 
synthétique 

chélérythrine 10.0 Herbert et al., 1990 4 

H-7 25 .0 Hidaka et al., 1984 4 
Katayama et al., 1992 
Boulis et Davis, 1990 

sphingosine 5.0 Senistera et Epand, 1992 4 

TPA 1.0 Chakravarthy et al., 1991 4 
(Témoin positif) 

% d'inhibition' de la PKC 
membranaire 

... 

endogène exogène 

0 .0 0 .0 

100.0 69 .2 ± 4 .4 

36.0 ± 3.6 32.0 ± 6.1 

0 .0 14.7 ± 7.1 

0 .0 5 .0 ± 1.3 

0.0 0.4 ± 8.5 

Activation 
(le rapport des activités spécifiques 
de la PKC des cellules traitées et 
des témoins est de 2.5) 

L'activité de la PKC est exprimée en p moles de substrat phosphorylé par 0.1 mg de protéines membranaires totales . 
Le TPA a été utilisé comme témoin positif . 

• % d'inhibition = IJ. activi té spécifique de la PKC des cellules !témoin-traité! 
activité spécifique des cellules témoin 

" Les cellules Ont été exposées aux inhibiteurs aux concentrations indiqués: il soit 30 min. avant extraction des 
membranes (exogène) ii) ou ajoutés au milieu réactionnel (endogène) ainsi qui décrit dans les sections 13.2.3 et 
13.2.4. Les chiffres représentent une expérience typique (faite en triplicata). Les cellules étaient cultivées dans du 
milieu EMEM à faible teneur en Ca 2 • (0.05 mM) . 

... Seules les cellules témoin ont été utilisées dans cette expérience, dont le but était de tester la spéciliciter des 
PKCs présentes dans le modèle myoblastes. · 

n (nombre d'experiences) 
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à 25 - 26°C pendant 10 min. La réaction est arrêtée par addition de 10 pl d'une 

solution de 5% d'acide acétique. Les tubes ont été centrifugés rapidement et 

placés sur de la glace. Un volume de 90 pL a été prelevé de chaque échantillon et 

placé sur des morceaux de 2 cm 2 de papier de type Whatman P81 . Les papiers 

chargés sont lavés deux fois pendant 10 min. dans une solution à 5% d'acide 

acétique à raison de 10 mL par pièce. La radioactivité liée au papier Whatman lavé 

a été mesurée avec du liquide à scintillation (LKB, 1217, Rakbeta, Ontario, Canada) 

en utilisant le mélange à scintillation de type Formula - 989 (Dupont Biotechnology 

System, Boston, Mass., USA). Pour des fins de calcul, l'incorporation de la 

radioactivité non spécifique de A TP 32P a été determiné en absence du substrat tel 

que décrit ci-dessus. 

Les modulateurs suivants de l'activité PKC ont été utilisées aux concentrations 

indiquées ci-dessous: Calcium Ca2 + (BDH, Montreal, PO, Canada) 0.25 mM et 1.8 

mM; Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma, St. Louis, Mo, USA) 1% et 4%; acide 

retinoique, RA (BDH, Canada) 0.3 pM et 3 pM. 

PARTIE C: Communications inter-cellulaires 

14. MÉTHODES D'ANALYSE DES COMMUNICATIONS INTERCELLULAIRES 

14. 1 Cytométrie de flux 

L'expression de la connexine 43, protéine hexamère qui compose les jonctions 

lacunaires, et qui joue un rôle majeur au niveau des échanges cellulaires, 

cytoplasme à cytoplasme a été analysée par cytométrie de flux tel que décrit 
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précedemment (Section 4.4). Le marquage immunologique a été réalisé à l'aide 

d'un anticorps dirigé spécifiquement contre la connexine-43. 

14.2 Microscopie électronique 

L'analyse structurale des jonctions lacunaires a été réalisée par 

immunoélectromicroscopie (lEM) tel que décrit dans la section 4;5. La technique 

de l'or colloïdal a été utilisée sur un anticorps spécifique anti-connexine 43 . 

14.3 Technique du "scrape loading" 

L'évaluation directe du degré d'échanges intercellulaires est effectuée à l'aide 

d'un colorant le "jaune lucifer", auquel les cellules sont imperméables (El Fouly et 

al. 1987). Les cellules sont lésées par une entaille faite dans la couche cellulaire. 

Les cellules sont ensuite exposées pendant 2 min à une solution à 0.5% de "jaune 

lucifer" (Sigma) dissout dans du PBS puis rincées rapidement au PBS. Les cellules 

lésées incorporent le colorant fluorescent. Après 5 min les cellules sont examinées 

au microscope photonique en épifluorescence. Le colorant ne peut circuler de 

cellule à cellule que par l'intermédiaire des jonctions lacunaires. Le nombre de 

cellules fluorescentes après un temps donné est une estimation directe de 

l'amplitude des échanges. 
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PARTIE A: Établissement de lignées cellulaires contenant le génome complet du 

virus du papillome humain type 16 (HPV16) 

1 . MODÈLES CELLULAIRES 

Les cellules embryonnaires relativement peu differenciées utilisés dans ce travail 

sont dérivées de cultures primaires: myoblastes de rat L6 (Yaffe, O. 1968) et 

kératinocytes de souris Balbc/MK (Hennings et al. 1 980). Pour ces deux modèles 

la prolifération de ces cellules peut être stimulée et la différenciation cellulaire est 

inductible. Dans le cas des L6, à la confluence de la couche cellulaire, le 

remplacement du milieu de prolifération EMEM (0.05 mM de Ca 2 +) additionné de 

10% de SFV, par Je milieu de différenciation: EMEM (1.8 mM de Ca 2 +) additionné 

de 3% de serum de cheval (SH), conduit à la fusion des myocytes en syncytiums 

puis à la formation de myotubes (différenciation terminale) (Figures 7 et 8). 

En ce qui concerne les Balbc/MK, le même milieu de prolifération que celui des 

L6 est utilisé, additionné de 50 nM de facteur de croissance épidermique "EGF". 

Il est remplacé à confluence du feuillet cellulaire par du milieu de différenciation: 

EMEM (1.8 mM de Ca 2 +) dépourvu d'EGF (Figure 9). Le programme de 

différenciation est amorcé dans ces conditions. Cependant, le retour à l'état de 

prolifération décrit ci-dessus est possible: les kératinocytes exposés au calcium 

jusqu'à 72 h entrent dans une phase où le programme de différenciation est 

réversible. Après substitution d'un milieu pauvre en calcium (0.05 mM) au milieu 

riche en calcium ( 1 .8 mM), les cellules retournent à l'état prolifératif. Il y a un 



FIGURE 7 Évolution de la différenciation et de la morphologie des cellules L6 
normales (L6) après coloration au GIEMSA. (Grossissement 400X, 
Myoblastes embryonnaires (A), acquisition de la bipolarité (8) 
acquisition de l'orientation et début de la préfusion (C), formation de 
syncytium et fusion après 3 jours en présence de l'inducteur de la 
différenciation des cellules L6, le sérum de cheval 2% (0) et 
formation de myotubes (E et Fl . 
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FIGURE 8 Évolution de la différenciation et de la morphologie des cellules l6 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 {HPV16) après 
coloration au GIEMSA. 
Myoblastes embryonnaires {A) {Grossissement 200X), acquisition de 
la bipolarité {8) (Grossissement 600X) et acquisition de l'orientation 
(C) et (0) (Grossissement 400X). Absence de formation de 
syncytium et de formation de myotubes après 3 jours en présence de 
l'inducteur de la différenciation des cellules L6, le sérum de cheval 
2% (E, F) (Grossissement 200X) et (F) (Grossissement 400X). 





FIGURE 9 Morphologie des kératinocytes normales (Balbc/MK) (A,B) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16) 
(HPV16-Balbc/MK) (C,D). (Grossissement 400X). 
Balbc/MK en présence du milieu de culture de prolifération (Ca2 + 

0.05 mM) (A), Balbc/MK après une semaine en présence du milieu de 
culture de différenciation (Ca2 + 1 .8 mM) (8). HPV16-Balbc/MK en 
présence du milieu de culture de prolifération (Cl et HPV 16-Balbc/MK 
après une semaine en prtt,sence du milieu de culture de 
différenciation (Ca2 + 1 .8 mM) (0) . 
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temps de latence d'autant plus long que les cellules ont été plus longtemps 

exposées à une dose élevée de calcium. Après 72 h dans le milieu riche en 

calcium (1.8 mM), la différenciation est irréversible. La différenciation terminale 

des Balbc/MK est observée en général après une à deux semaines (Figure 9) . 

2. BANQUE DE GÉNOME COMPLET DU VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN TYPE 16 

(HPV16) ET MARQUEURS DE SÉLÉCTION pSVtkneoQ 

Le génome complet du HPV16 est produit en grande quantité par amplification 

dans un vecteur de clonage. Le génome complet à l'état linéaire est ensuite 

obtenu par digestion du pHPV16 par l'endonucléase de restriction BamHI (Figure 

2). Ce génome peut être recircularisé à l'aide de l'enzyme T4 ADN ligase. Les 

génomes du HPV16 ainsi linéarisés et recircularisés sont prêts pour la transfection 

et l'établissement de clones cellulaires correspondants complets du HPV16 (section 

4). Le marqueur de sélection pSVtkneop qui contient le gène néo ·codant pour la 

résistance à la néomycine a été également linéarisé par coupure unique à l'aide de 

l'endonucléase de restriction Pvu 1. Les génomes complets du HPV16 et du 

pSVtkneop ont été co-transfectés dans les cellules hôtes (section 4) selon le 

rapport 1:1 O. Le gène "néomycine" confère la résistance à la généticine (G418) 

utilisée par une première sélection des clones postifis. 

3. DÉVELOPPEMENT D'UNE TECHNIQUE DE TRANSFECTION DES CELLULES 

Les .techniques de transfection généralement utilisées pour introduire l'ADN 

dans les cellules en culture endommagent fréquemment les monocouches 
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cellulaires, ce qui réduit le nombre de cellules susceptibles d'être transfectées. Ce 

travail étant lié à l'étude de la prolifération et de la différenciation, il nous a paru 

nécessaire pour répondre à nos objectifs de travail de comparer l'efficacité de 

différentes méthodes de transfection et de sélectionner celles offrant la meilleure 

conservation des cellules. 

3.1 Détermination de la sensibilité des cellules à la qénéticine (G418) 

Dans le but d'éliminer l'interférence d'une toxicité non spécifique due à l'effet 

du marqueur de sélection, la génétidne (G418), la concentration optimale à utiliser 

a été déterminée par des expériences préliminaires à 200 Jlg/ml de G418. 

Nous avons ensuite comparé quelques techniques de transfection basées sur 

la précipitation de l'ADN par le chlorure de calcium (Graham et Van der Eb, 1973) 

et l' électroporation (Reiss et al. 1986; Chu et al. 1987). Ces comparaisons ont été 

faites en utilisant comme indicateur la lignée cellulaire L6 transfectée avec l'ADN 

du pSVtkneop qui code pour la résistance à la néomycine (Ennaji et al. 1992al. 

3.2 Technique de précipitation au chl.orure de calcium (CaCI2l 

La première méthode de transfection au chlorure de calcium a provoqué une 

forte dégénérescence du feuillet cellulaire. Cette technique s'est révélée 

particulièrement toxique et a été rapidement abandonnée par la suite. 
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3.3 Technique d' éléctroporation: Optimisation des conditions des paramètres 

d' éléctroporation 

L'éléctroporation est basée sur un processus réversible permettant l'altération 

de la barrière membranaire cytoplasmique par impulsion électrique contrôlée. La 

formation de pores permet l'introduction de macromolécules exogènes, dans notre 

cas: de l'ADN viral. L'efficacité de la transfection à été testées par la résistance 

à la généticine (G418) (Ennaji et al. 1992c). Ni le processus de différenciation 

cellulaire ni la prolifération ne semblent affectées dans nos conditions d'expérience 

[(Figure 1 0): survie cellulaire; figure 10 A-D, prolifération par coloration de 

Hoescht (Figure 1 0 B-El, présence de J' actine (Figure 1 0 C-F)]. 

À la lumière de ces résultats cette technique d'électroporation a été retenue 

pour la transfection après optimisation des paramètres (Ennaji et al. 1 992c). 

L'isolement de souches cellulaires transfectées contenant le génome complet du 

virus du papillome humain type 16 (HPV16) (Section, 4) a été réalisée avec les 

conditions optimales préalablement établies pour l'éléctroporation du pSVtknéoP. 

Suite à ces travaux nous avons utilisé par la suite les paramètres suivants: 

concentration en ADN, 10 pg; forme linéaire, 200V et durée de 100 m sec. 



FIGURE 10 Effet de l'électroporation sur la croissance et la différenciation 
cellulaire: Évaluation en microscopie optique et à épifluorescence 
(Groississement 200X). 
Cellules traitées (A,B,C). 
Cellules non traitées (D,E,F). 
Le même champ des cellules traitées et non traitées est observé en 
microscopie optique (A,Dl, coloration de Hoesch (B,E) et 
immunofluorescence avec un anticorps dirigé contre l' a-actine (C,F) . 
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PARTIE B: Étude de l'expression génétique du virus du papillome humain type 16 

(HPV16) et de la proliferation et différenciation cellulaires 

4. CARACTÉRISATION DES LIGNÉES CLONALES 

4.1 Production de sondes moléculaires spécifiques 

La caractérisation des divers clones cellulaires d'une part et l'analyse de la 

transcription des gènes viraux au cours de la différenciation de ces clones, d'autre 

part, nécessitaient la génération de sondes spécifiques. Pour ce faire, nous avons 

généré deux catégories de sondes i) des sondes moléculaires du génome complet 

du HPV16 (Figure 2) et ii) des cadres ouverts de lecture (ORFs) du HPV16 dont les 

séquences des amorces ayant servi à leur amplification sont presentées dans le 

Tableau 3. À l'aide des amorces spécifiques, les différents ORFs du HPV16 ont 

été amplifiés par PCR (Figure 11). Chacun de ces ORFs a été inséré dans le 

vecteur de clonage pUC18. Ces sondes spécifiques ont été utilisées pour la 

caractérisation des séquences intégrées et des transcripts viraux spécifiques du 

HPV16. 

4.2 Caractérisation de. cellules L6 transfectées par le virus du papillome 

humain t ype 16 (HPV16) 

À l'aide de la sonde génomique totale (Figure 2) nous avons isolé des clones 

cellulaires positifs au HPV16 par "Dot blot". L'identité du HPV16 dans ces clones 

cellulaires positifs a été confirmée par analyse de type "Southern blot". L'état 

physique du génome du HPV16 a ensuite été determiné par analyse de restriction 



FIGURE 11 Profils électrophorétiques des produits d'amplification par la réaction 
de polymérisation en chaîne (PCR) des cadres de lecture ouverts 
(ORFs) du virus du papillome humain type 16 (HPV16). 
Témoin négatif (puits 1). Cadres ouverts de lecture (ORFs): ORF E4 

(puits 2,3), ORF E18 (puits 5,4), ORF E1b (puits 6,7), ORF L1 (puits 
8,9), ORF L2 (puits 10,11 ), ORF E6 (puits 12), ORF E7 (puits 13) et 
marqueur de poids moléculaire A/Hi nd Ill (puits 14) .. 
L'ADN des cellules L6 transfectées par le HPV16 a été extrait tel que 
décrit dans la section 6.1.1. (Matériel et Méthodes). Les différents 
ORFs ont été amplifiés tel que décrit dans la section 8 (Matériel et 
Méthodes) à l'aide des amorces spécifiques dont la séquence est 
présentée dans le tableau 3. 
La taille des produits de l'amplification de chaque gène est conforme 
à cell rapportée par Baker 1987. 
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et "Southern blot" (Figures 12 et 13). Les résultats montrent que l'état physique 

du HPV16 dans les clones cellulaires est principalement extrachromosomique 

(Tableau 5). Le nombre de copies du génome viral par cellule varie de 1 à 150 

(Tableau 5). Une grande variation morphologique entre les clones positifs au 

HPV16 a été observée (Figure 14). Par ailleurs, quelques cas d'intégration ont été 

mis en évidence (Figure 13) et identifiés (Tableau 5). 

5. ÉTUDE STRUCTURALE DES CELLULES NORMALES ET TRANSFECTÉES PAR 

LE VIRUS DE PAPILLOME HUMAIN TYPE 16 (HPV16) 

5. 1 Morphologie 

Nous avons comparé la morphologie des cellules L6 (section 4) co-transfectées 

par les ADN du HPV16 et le pSVtkneoP à celle des témoins. Les cellules non 

transformées se caractérisent par leur aspect fibroblastique et étalé (Figures 7 A 

et 8). Dans nos conditions d'expérience, les cultures se présentent comme une 

juxtaposition de colonies laissant entre elles des espaces vides qui peuvent 

persister après le 4ème jour de culture. Les cellules ont tendance à devenir bi­

polaires et à s'orienter parallèlement les unes par rapport aux autres, dans les 

cultures sub-confluentes (Figure 7). À la confluence du feuillet cellulaire, les 

myoblastes normaux fusionnent pour former des syncytium multinuclées qui 

évolueront en myotubes (Figure 7) . 

Le passage du milieu de prolifération au milieu de différenciation s'effectue par 

substitution du SFV, contenant des facteurs de croissance, au HS qui n'en contient 



TABLEAU 5. Caractérisation de l'état du génome du virus du papillome humain type 16 (HPV16) 
et son nombre de copies par génome cellulaire dans quelques clones cellulaires positifs du 
HPV16. 

Clones cellulaires ADN du HPV16 ADN du HPV16 Évaluation du 
positifs au HPV16 Extra chromosomique Intégré nombre de copies 

du HPV16 par 
génome cellulaire 

H16C 24 + 100 

H16C 28 + 10 

H16C 23 + 
H16C 22 + 

H16C 29 + 

H16C 25 + 10 

H16C 26 + 5 

H16C 81 + 10 

H16C A1 + 150 

H16C 21 + 10 

H16C 27 + 50 

H16C 19 + 

H16C 7 + 10 

H16C 1000 + 

H16C 17 + 

H16C 50 + 

H16C 101 + 

H16C o1 + 10 

H16C Pl + 

H16C 122 + 25 

· D'après l'intensité d'hybridation il partir de dilutions standard du génome du HPV16. 



FIGURE 12 Autoradiographie du transfert de type "Southern" des clones 
cellulaires positifs au virus du papillome humain type 16 (HPV16), 
(HPV16-L6), analysé à l'aide de différents enzymes de restriction. 
Etat extrachromosomique du HPV16 dans les cellules HPV16-L6. 
L'ADN total des clones cellulaires L6 positifs au HPV16 a été digéré 
par différents enzymes de restriction et séparé sur gel d'agarose à 
0.7%, transféré sur membrane de nylon et marqué au 32P à l'aide 
d'une sonde totale du HPV16. Témoin positif, ADN du HPV16 (puits 
1), témoin négatif, ADN cellules L6 (puits 2), ADN des cellules L6 
transfectées par du HPV16 (puits 3 à 5). L'ADN du HPV16 est 
caracterisé par les enzymes qui n'ont pas de site de restriction (Gel 
A), Hind Ill (puits 3), Xho 1 (puits 4) et Xba 1 {puits 5) et les enzymes 
qui ont un ou plusieurs sites de restriction (Gel 8), Hind Ill (puits 3), 
Bam Hl (puits 4) et Pst 1 (puits 5). Dans les séquences d'ADN du 
HPV16, il n y a pas de sites de restriction pour les enzymes Hind Ill, 
Xho 1 et Xba 1. Pour les enzymes BamH 1 et Pst 1 il existe 
respectivement de 1 à 6 sites de restriction. 
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FIGURE 13 Autoradiographie du transfert de type "Southern" des clones 
cellulaires positifs au virus du papillome humain type 16 (HPV16), 
(HPV16-L6) analysés à l'aide de différents enzymes de restriction. 
Etat intégré du HPV16 dans les cellules HPV16-L6. L'ADN total des 
cellules normales L6 et des clones cellulaires L6 positifs au HPV16 
a été digéré par différents enzymes de restrictions et séparé sur gel 
d'agarose O. 7%, transferé sur membrane de nylon et marqué au 32P 
à l'aide d'une sonde totale du HPV16 ADN intact (Gel A): ADN de 
cellules L6 normales (puits 1 à 4). ADN de cellules L6 transformées 
par le HPV16 (puits 5 à 8). ADN digéré par enzymes de réstrictions 
(Gel 8): ADN de cellules L6 normales (puits 1 à 3). ADN de cellules 
L6 transformées par le HPV16 (puits 4 à 6). ADN intact (puits 1 et 
4) ADN digéré par Xba 1 (puits 2 et 5) et ADN digéré. par Barn Hl 
(puits 3 et 6). 
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pas. Les clones cellulaires contenant le génome complet du HPV16 ont 

également, une morphologie de type fibroblaste en début de culture, mais sont 

sensiblement plus petites et arrondies que les témoins (Figure 8). Des cellules 

géantes multinuclées sont observées qui ne peuvent être confondues avec les 

syncytiums résultant de la fusion cellulaire des myoblastes normaux (Figures 7 et 

14). Il s'agit de cellules où la karyokinèse s'effectue sans que la cytokinèse 

s'ensuive (Figure 14). 

À confluence du feuillet cellulaire, la population des myoblastes transfectés est 

hétérogène. Certaines cellules sont bi-polaires et orienté~s, mais ne dépassent pas 

ce stade (Figure 8). Le phénomène d'inhibition de contact n'est plus observé. Les 

cellules continuent de se multiplier et forment des couches superposées. 

En ce qui concerne l'autre modèle à l'étude, les kératinocytes Balbc/MK 

n'acquièrent une structure caractéristique "en pavage" qu'après exposition à des 

doses élevées de calcium (Figure 9). Lorsque transfectées par les HPV16, ces 

kérationcytes n'acquièrent jamais cette morphologie "en pavage" (Figure 9), leur 

croissance se fait en multicouches (Figure 15). De plus elles deviennent 

indépendantes de l'hormone EGF. 



FIGURE 14 Effets cytopathiques (ECP) associés au virus du papillome humain 
type 16 (HPV16) dans les cellules HPV16-L6. Morphologie générale 
d'un clone positif au HPV16 (A) (Grossissement 200X). 
Vacuolisation (B) (Grossissement 600X), cellules géantes (C) 
(Grossissement 400X), et cellules multinuclées (O,E,F) 
(Grossissement 400X). Noter les différences morphologiques par 
comparaison avec la planche des cellules L6 témoin (figure 7). 
Les cellules ont été fixées et colorées par le réactif de Giemsa (Gurr) 
ainsi que décrit dans la section 4.1 (Matériel et Méthodes). 
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FIGURE 15 Effets cytopathiques ŒCP) associés au virus du papillome humain 
type 16 (HPV 1 6) dans les kératinocytes transformées par le HPV 16 
(HPV16-Balbc/MK). 
Morphologie générale d'un clone Balbc/MK positif au HPV16 (HPV16-
Balbc/MK) (A) (Grossissement 400X}, cellule HPV16-Balbc/MK (8) 
(Grossissement 600X), cellules géantes (C,E) (Grossissement 400X), 
vacuolisation (E,F) (Grossissement 400X), cellules avec halo peri­
nucléaires (A,C,E,F) (Grossissement 400X), couches de cellules 
HPV16-Balbc/MK superposées (D) (Grossissement 600X) et cellules 
HPV16-Balbc/MK multinuclées (F,G,H) (Grossissement 400X). 
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5.2 Cvtooathie des cellules transfectées par le virus du papillome humain t ype 

16 (HPV16l 

L'évolution des modifications morphologiques affectant les cellules transfectées 

par le HPV16, a été suivie par observation au microscope photonique après 

coloration au Giesma (Figures 8 et 14). 

Dans les deux modèles cellulaires, les cellules ayant incorporé le génome du 

HPV16 apparaissent souvent plus foncées et de forme différente (Figures 14 et 

15): elles sont arrondies, souvent polymorphes et plus petites que les témoins. 

Des cellules géantes multinuclées sont fréquemment observées (Figures 14 et 15). 

La grande majorité des cellules contient beaucoup de vacuoles (Figures 14 et 15), 

cette vacuolisation s'intensifié avec le temps. Également, un hâlo périnucléaire a 

été souvent observé (Figure 15). Nombre de cellules se détachent facilement de 

leur support solide et restent vivantes. 

5.3 Analyse ultrastructurale des cellules l6 normales et transfectées par le 

virus du papillome humain type 16 (HPV16) 

Des changements morphologiques associés à la transformation par le HPV 1 6 

ont été également observés au microscope électronique (ME) dans les cellules L6 

(Figure 16). Les cellules portant le virus ont une apparence fibroblastique selon ce 

qui a été confirmé par les altérations observées avec le marquage de la 

fibronectine. Ces cellules émettent des pseudopodes tout en étant plus grandes 

que les cellules normales. L'intensité de la vacuolisation périnucléaire est 



FIGURE 16 Analyse de la morphologie et des changements ultrastructuraux en 
microscopie électronique des cellules L6 normales et transfectées par 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6). Cellules L6 
normales (A) grossissement (6000X). Noyaux de cellules L6 
normales (8) grossissement (8500X), noyaux de cellules HPV16-L6 
(D et E) (grossissement 6000X et 8500X). 
On notera l'intensité de la vacuolisation périnucléaire dans les cellules 
transfectées ainsi que la granulosité de la chromatine (0). Jonction 
lacunaire des cellules L6 (C) grossissement (34000X). 
Les flèches indiquent les jonctions lacunaires entre deux cellules 
apposées. 
(La barre représente 1 00 nm) 
Les techniques utilisées sont explicitées dans la section 4.5 (Matériel 
et Méthodes) 
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remarquable. Au niveau des organelles, on note une augmentation du nombre des 

mitochondries et l'appareil de Golgi est plus volumineux (Figure 16). Dans les 

noyaux, la chromatine est plus uniforme et moins granuleuse dans les cellules 

normales que dans les cellules transfectées (Figure 16). Le nucléole est moins 

dense dans les cellules transfectées . 

Afin de déterminer l'effet du virus sur les interactions cellulaires, nous avons 

étudié la répartition de la molécule d'adhésion intercellulaire N-CAM, par le 

marquage à l'or colloïdal (Figure 1 7). Comme nous l'avions observé en 

immunofluorescence (section 7), le marquage est très voisin dans les cellules L6 

et HPV16-L6, mais l'évolution dans le temps diffère. Le nombre des cellules 

marquées chez les témoins diminue vers le jour 6 ce qui coïncide avec le stade de 

pré-fusion. Par contre, le marquage des cellules HPV16 marquée est toujours 

supérieur, même au stade de la sénescence (Figure 17) . 

Les jonctions lacunaires analysées par la technique précédente confirment les 

résultats obtenus par immunofluorescence et la perméabilité au colorant "jaune 

lucifer": les communications intercellulaires sont réduites chez les cellules 

transformées (Figure 1 8) malgré une bonne expression de N-CAM. 

5.4 Réarrangements chromosomiques associés au virus du papillome humain 

t ype 16 (HPV16) 

Les karyotypes de type G "(G binding)" et de type Q "(Q binding)" des cellules 

L6 témoins et des cellules HPV16-L6 ont été obtenus et analysés (Figure 19) . 



FIGURE 17 Analyses en immunoélectromicroscopie des marqueurs de 
différenciation cellulaire (N-CAM) dans des cellules L6 normales (A) 
(grossissement 13500X) et transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6) (8 (grossissement 15000X) C 
(grossissement 12500X) et D (grossissement 11 OOOX). 
(La barre représente 1 00 nm) 
Les flèches indiquent les particules d'or déposées sur les molécules 
N-CAM dans les membranes cellulaires. Le marquage est très 
similaire dans les cellules normales A et transfectées B. 
Le marquage décroit avec l'âge des cellules (comparez C à A). 
La technique immunologique à l'or colloïdal utilisée ici est décrit en 
détail dans la section 4.5 (Matériel et Méthodes). 
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FIGURE 18 Évaluation des communications intercellulaires par chargement du 
colorant "jaune luficer" dans les cellules L6 normales (A) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV 16) 
(HPV16-L6) (8). 
(Grossissement 200X). 
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Dans le cas de cellules transformées par le HPV16, la carte chromosomique révèle 

des abérrations chromosomiques illustrées dans l'idéogramme de translocation 

(Figure 19). 

Les cellules L6 témoins présentent peu d'aneuploidie. La majeure partie des 

cellules possedent le nombre normal de 42 chromosomes et la lignée est diploïde. 

La lignée transfectée au HPV16 présente plusieurs anomalies. L'aneuploide y 

est une constante. Le nombre de chromosomes varie de 50 à 75 avec un pic à 66. 

Exception faite pour les chromosomes 1, 8, 12, 15, 16, X, qui sont disomiques, 

tous les autres sor;at présents en copies multiples. Les aberrations chromosomiques 

sont spécifiques et constantes, ce qui est un fait remarquable. En outre elles 

affectent toutes les cellules. 

le chromosome no. 2 est présent en duplicata dans toutes les cellules. Un 

court segment non identifié lui est ajouté. (2; ?) 

Dans environ 80% des cellules on trouve une copie d'un chromosome résultant 

d'une translocation Robertsonienne entre le long bras de deux chromosomes 

6.rob (6;6) 

Le chromosome 11 au court bras duquel un petit segment est ajouté, est 

présent en deux copies dans toutes les cellules. t ( 11 p; ?) 

Un isochromosome (iso) du long bras du chromosome 13 est présent en une 

copie dans toutes les cellules. iso ( 13q) 



FIGURE 19 Caryotypes et analyse des caractéristiques chromosomiques des 
cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus du papillome 
humain type 1 6 (HPV 1 6-L6) (8). 
Les chiffres 1 à 20 indiquent les numéros des chromosomes 
autosomiques de rat. X correspond au chromosome sexuel X et 1 
correspond à un marqueur chromosomique non identifié 
correspondant probablement au chromosome sexuel Y. Les flêches 
indiquent le site des aberrations chromosomiques. M 1 à M5 
correspondent à des marqueurs chromosomiques dans les cellules L6 
transfectées par le HPV16 (HPV16-L6). 
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Un segment non identifié s'ajoute au bras court du chromosome 14. Ce 

chromosome anormal est présent à l'état de simple copie dans toutes les 

cellules. t ( 14P; 7) 

50% de la population cellulaire présente des doubles minutes (DM), ce qui est 

une indication très nette de transformation 

6. ÉVALUATION DE LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE 

6.1 Croissance des populations 

Nous avons évalué la croissance des populations pour les deux modèles utilisés, 

cellules L6 et Balbc/MK, (section 1), dans un milieu de culture contenant 1 0% de 

SFV. L'évaluation de la prolifération a été effectuée par deux méthodes: directe 

par le comptage de cellules (Figures 20 et 21) et indirecte par un test métabolique 

qui mesure l'activité de fa hydrogenase des échantillons par la réaction au bleu de 

tetrazolium (Figure 208). Des résultats comparables ont été obtenus par les deux 

méthodes. Dans le cas des cellules transfectées par le HPV16, les lignées 

cellulaires établies, HPV16-L6 et HPV16-Balbc/MK ont été maintenues en culture 

pendant plus de 40 passages sans modification appréciable de leurs propriétés. 

Les lignées, HPV16-L6 et HPV16-Balb/MK ont toujours montré le même potentiel 

de prolifération malgré le développement de l'effet cytopathique (ECP) (section 5) 

important à certains passages. 

Dans le cas du système cellulaire L6, la présence du génome complet de HPV16 

stimule la prolifération de façon notable. Les cellules L6 témoins produisent à 



FIGURE 20 Courbes de croissance cellulaire des cellules L6 normales (L6) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 1 6 (HPV 1 6:-L6). 
Analyse à l'aide des tests directs (A) et indirects (8). 
Le test direct est basé sur la numération des cellules en utilisant 
l'exclusion du trypan bleu. Le test indirect métabolique est basé sur 
l'activité déshydrogénase cellulaire qui réduit les sels de tétrazolium 
en formazan bleu ainsi que décrit dans la section 4.3 (Materiel et 
Méthodes). 
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FIGURE 21 Courbes de croissance cellulaire des kératinocytes normaux 
(Balbc/MK) et transfectés par le virus du papillome humain type 16 
(HPV16) (HPV16-Balbc/MK). 
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FIGURE 22 Effet des inducteurs de la différenciation cellulaire sur la prolifération 
des L6 normales (A,C,E) et transfectés par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6) (B,D,F). 
Effet du calcium chez les L6 (A) et HPV16-L6 (8) . 
Effet du DMSO chez les L6 (C) et HPV16-L6 (0). 
Effet du RA chez les L6 (€) et HPV16-L6 (F). 
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FIGURE 23 Effet des inducteurs de la différenciation cellulaire sur la prolifération 
des kératinocytes normaux (Balbc/MK) (A,C,E) et transfectés par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16-Balbc/MK) (B,D,F). 
Effet du Ca2 + chez les Balbc/MK (A) et HPV16-Balbc/MK (8). 
Effet du DMSO chez les Balbc/MK (C) et HPV16-Balbc/MK (0). 
Effet du RA chez les Balbc/MK (E) et HPV16-Balbc/MK (F). 
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saturation maximum 0.5 x 1 05 cellules par cm2 de surface alors que les cellules L6 

transfectées par le HPV16 atteignent parfois des densités de saturation qui 

peuvent dépasser 0.5 x 106 cellules par cm2 (Figure 20). 

Dans le modèle cellulaire Balbc/MK on observe comme chez les L6 que la 

densité de saturation des cellules normales est moins élevée que celle des cellules 

transfectées (Figure 21). De plus, ces dernières deviennent indépendantes du 

facteur de croissance EGF. Les cellules HPV16-Balbc/MK semblent avoir un 

potentiel de prolifération illimité et ont l'apparence de cellules immortalisées. 

6.2 Effet des inducteurs de différenciation sur la prolifération cellulaire 

Il est bien établi que la progression dans le programme de différenciation 

s'accompagne d'une régression de la prolifération. Les deux processus sont 

corrélés négativement. La différenciation terminale est toujours associée à une 

stricte homéostasie. L'effet de plusieurs inducteurs classiques de la différenciation 

sur la prolifération de cellules normales et transformées par le HPV16 a été testé 

pour les deux lignées cellulaires dans le but d'établir la résistance des cellules 

transformées à la progression de la différenciation. 

Le calcium (Ca2 +) stimule la prolifération des cellules L6 (Figure 22) et des 

kératinocytes normaux (Figure 23). Ceci résulte probablement du fait que les 

cellules cultivées dans le milieu EMEM pauvre en Ca 2 + répondent positivement à 

l'addition du cation. Pour les L6, l'effet du Ca 2 + est dépendant de la dose (Figure 

22). Par rapport aux témoins, un effet selectif du Ca2 + a été observé dans les 



FIGURE 24 Croissance en milieu semi-solide des cellules L6 immortalisées par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6). Faible 
grossissement (Al. Grossissement 200X (8) et Grossissement 400X 
(C). 
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cellules transformées des deux modèles. Un effet inhibiteur a été noté dans le cas 

des myoblastes L6. Les cellules HPV16-Balbc/MK sont insensibles au traitement 

au calcium (Figure 23). 

Le DMSO inhibe la prolifération des cellules normales L6 (Figure 22) et des 

kératinocytes (Figure 23). Un effet toxique corrélé à la dose et à la durée de 

l'exposition est observé. Il en est de même pour les cellules transfectées dans les 

deux modèles (Figures 22 et 23). 

L'acide rétinoique (RA) stimule la prolifération en début de croissance et l'inhibe 

dans la phase stationnaire dans le cas des cellules L6 (Figure 22) aussi bien que 

dans des cellules HPV16-L6 (Figure 22). Un effet similaire a été observé pour les 

Balbc/MK (Figure 23). Cependant, l'effet de l'acide rétinoïque est relativement 

dépendant de la dose dans le cas de cellules normales (Figures 22 et 23) alors qu'il 

est indépendant de la dose dans le cas de cellules transfectées des deux modèles 

(Figures 22 et 23). 

Afin de vérifier si le HPV16 transforme les lignées étudiées, les cellules L6 

contenant le génome complet du HPV16 ont été cultivées en suspension dans un 

milieu semi-solide. Les cellules témoin sont toujours demeurées dispersées dans 

ce milieu sans jamais former de colonies (Figure 24). Par contre, les cellules 

transfectées par le HPV16 ont donné naissance à plusieurs colonies d'environ 1 

mm de diamètre ou plus (Figure 24). Les HPV16-Balbc/MK sont devenus 

également indépendantes de l'hormone de croissance EGF contrairement aux témoins. 
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7. ANALYSE DES DIFFÉRENTES ÉTAPES DE LA DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE 

7. 1 Observation en microscopie optique 

Le programme de différenciation cellulaire des cellules L6 évolue 

progressivement ainsi qu'illustré dans la Figure 7. Bien que l'évolution temporelle 

soit progressive et que la population soit hétérogène (chaque cellule évoluant plus 

ou moins rapidement) nous avons pu définir des stades de différenciation 

correspondant à l'expression de marqueurs spécifiques ou à des critères . 

morphologiques précis. 

1 e stade: myoblastes embryonnaires 

2ième stade: acquisition de la bipolarité 

3ième stade: acquisition de l'orientation 

4ïème stade: formation de syncytium et fusion 

5ième stade: formation de myotubes 

Dans le milieu de prolifération, les cellules normales ne dépassent jamais le 3ième 

stade. Le 4ième stade est induit par le milieu de différenciation (Figure 7). Dans le 

cas des cellules HPV16-L6, le programme de différenciation ne dépasse jamais les 

trois premiers stades même dans le milieu de différenciation (Figure 8). Il est donc 

important de souligner qu'un bloquage de la différenciation est observé. Les 

kératinocytes transfectés par le HPV16 n'acquièrent pas la morphologie "en 

pavage" caractéristique de la différenciation des témoins, même après exposition 



FIGURE 25 Mise en évidence par immunofluorescence de la distribution de la 
protéine N-CAM dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (8). 
(Grossissement 400X). 
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à de fortes doses de calcium (1.8 mM) (Figure 9) . Dans ce modèle on observe 

donc également un bloquage de la différenciation. 

7.2 Cinétique de la différenciation estimée par la cytométrie de flux 

La différenciation cellulaire des myoblastes peut être caractérisée par 

l'expression différentielle de marqueurs, universels et spécifiques, de la 

différenciation. L'expression de certains marqueurs de différenciation dans les 

cellules L6 normales et transformées par le HPV16 a été evaluée qualitativement 

in situ par immunofluorescence indirecte (Figures 25, 26 et 27). Quantitativement, 

environ 90% des cellules ont réagi positivement avec l'anticorps dirigé contre la 

N-CAM (Tableau 6) autant dans les cellules normales (Figures 25 et 28) que pour 

les cellules transformées (Figures 25 et 28). L'actine utilisée comme marqueur de 

différenciation universel (Figures 29 et 30 et Tableau 6) est aussi très bien 

représentée dans les deux catégories de cellules. 

Les résultats qualitatifs préliminaires obtenus par microscopie photonique ont 

été étayés par l'analyse cinétique de l'évolution des marqueurs de différenciation 

par le cytométrie de flux (Tableau 6). Cette technique permet en outre l'obtention 

de résultats quantitatifs. Deux catégories d'information sont ainsi obtenues: l'une 

porte sur le pourcentage des cellules marquées (Figure 30 et Tableau 6) et l'autre 

sur l'intensité moyenne du marquage (Figure 29) . 
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FIGURE 26 Mise en évidence par immunofluorescence de la distribution de la 
fibronectine dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (B). 
(Grossissement 400X). 





FIGURE 27 Mise en évidence par immunofluorescence de la distribution de la 
connexine 43 dans les cellules L6 (A) normales et transfectées par 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6l (8). 
(Grossissement 400Xl. 





FIGURE 28 Évaluation par cytométrie de flux de l'expression des protéines 
N-CAM dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6)(8). 
Jour 1 (01), Jour 3 (03), Jour 6 (06), Jour 9 (09) et Jour 12 
(012). 
N-CAM extra désigne le marquage de l'antigène de surface effectué 
sur des cellules non perméabilisées (section 44.2 de Matériel et 
Méthodes). 
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FIGURE 29 Évaluation de l'intensité de marquage des marqueurs de 
différenciation chez les cellules L6 normales et transfectées par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) par cytométrie de 
flux. 
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FIGURE 30 Analyse par cytométrie de flux de divers marqueurs de différenciation 
chez les cellules L6 témoin (L6) et transfectées par le virus du 
papillome humain type 16 (HPV16-L6): Évolution des populations 
fortement marquées . 



120 

Ac tine ·~· L6 
HPV16 • L6 

120 1 

·~· Ylrnentlne L6 
HPV16·L6 

~100 

.l 
~100 

.l 

•• ::s 80 f' • E 

•• ~ 80 

• E 
ë • 60 i 
j 

ë .. 60 E • j 
c 

40 .li! • i 
IL 

20 

c 
40 .li! 

i 
IL 20 

0 ~ 
0 r 1 

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
Temps (jours) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
Temps (jours) 

120 
T~T 

N.CAM L6 
HPV16·L6 

120 

Flbronectlne L6 
HPV16 • L6 

~100 

.l 
~100 

.l ., 
80 ~ • ~ E 

ë • 60 j 
.2 

•• " 80 
~ 
E 
ë • 60 e • j 

c 
40 .S! • i 

IL 
20 

c 
40 .li! 

1 
IL 20 

0 0 
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Temps (jours) Temps (jours) 



196 

7 .2. 1 Morphologie 

La cytométrie de flux confirme l'observation des différences morphologiques 

remarquables déjà notées au microscopie optique (section 7.1) entre les cellules 

L6 normales et les cellules HPV16-L6. Dans le cas des cellules normales, on 

distingue deux populations de cellules (Figure 30 et Tableau 6): une population 

majoritaire relativement homogène d'environ 65% de la population totale, de 

cellules de petite taille et de faible granulosité; la population minoritaire 

relativement hétérogène d'environ 35% de la population totale, est de grande taille 

et de granulosité plus elevée (Figure 30 et Tableau 6). Dans le cas des cellules 

HPV16-L6 l'analyse morphologique selon les mêmes paramètres, volume et 

granulosité de cellules, ne distingue plus qu'une seule population de cellules plus 

homogènes dont la taille et la granulosité sont plus importantes que celle des 

cellules normales (Figure 31 ). La granulosité plus importante des cellules 

transfectées signifie que celles-ci contiennent des structures intracytoplasmiques 

(mitochondries, reticulum endoplasmique, vacuoles, granules de sécrétions) en plus 

grand nombre. Les cellules, HPV16-L6 seraient donc plus actives sur le plan 

métabolique que les cellules normales. Ceci confirme les résultats obtenus par le 

test métabolique de viabilité (section 6.1 ). 

Expression des marqueurs de différenciation 

Les résultats correspondant aux différents marqueurs de la différenciation 

doivent être examinés sous deux angles: 



FIGURE 31 Évaluation par cytométrie de flux des volumes et de la granulosité 
des cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV 1 6-L6) (8). 
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i) le nombre de cellules marquées dans la population (Figure 30) 

ii) l'intensité du marquage par cellule (Figure 29 et Tableau 6) 

7 .2.2.1 Actine 

L'actine est un marqueur de différenciation universel. C'est un constituant 

majeur des microfilaments. Chez les myoblastes (cellules L6) les fibres d'actine 

font partie de l'architecture de la cellule. Le peptide est sous une forme 

polymérisé. La masse moléculaire de la sous unité d'actine est de 43 kOa. 

L'actine est exprimée dès les premiers stades de différenciation dans les 

myoblastes. Son expression est continue jusqu'à la différenciation terminale 

(Figure 29). Chez les cellules L6, l'intensité du marquage diminue avec le temps 

mais le nombre des cellules marquées augmente jusqu'au jour 9 à partir duquel, il 

décroît (Figure 30 et Tableau 6). Chez les cellules transfectées, au 1er jour on 

trouve trois populations dont une seule est fortement marquée et comporte 75% 

des cellules. À partir du jour 3, l'intensité du marquage diminue jusqu'au jour 12 

(Figure 30 et Tableau 6). 

7 .2.2.2 N-CAM 

Les molécules membranaires d'adhésion (N-CAMs) contribuent à assurer la 

cohésion entre les cellules. Les molécules sont ancrées dans la membrane par une 

série d'acides aminés hydrophobes ou par liaison covalente à un glycolipide 

contenant du phosphatidylinositol. La partie glycosylée de la molécule est 

constituée d'unités d'acide sialique polymérisées. La masse moléculaire de ces 
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protéines est d'environ 125 à 190 kDa. On les trouve également dans le 

cytoplasme autour des myofibres en voie de développement. L'expression des N­

CAM au cours du programme de différenciation est relativement similaire dans les 

cellules L6 et les cellules HPV16-L6 (Figures 25 et 28). Le patron de l'intensité de 

marquage des N-CAMs est similaire dans les deux types de cellules (Figures 28 et 

29). Par contre, la population marquée évolue différémment: chez les témoins, 

presque toutes les cellules sont marquées dès le début et le nombre des cellules 

marquées diminue à partir du jour 6, ce qui coïncide avec l'apparition des premiers 

syncytium (Figure 29). Au contraire, le nombre de cellules marquées augmente 

progressivement avec le temps jusqu'au jour 9 pour les cellules transfectées (Figure 

30, Tableau 6) . 

7 .2.2.3 Fibronectine 

La fibronectine est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, composée de 

deux sous-unités de 220 kDa chacune, reliées par deux ponts disulfures. Elle 

promouvait l'adhésion des cellules au substratum en particulier, le collagène. On 

sait que la fibronectine est fortement exprimée dans les myoblastes embryonnaires 

(Figure 26). Son expression diminue lorsque N-CAM commence à s'exprimer. Elle 

est plus fortement marquée au jour 1 chez les témoins (Figure 29) où l'intensité du 

marqùage diminue avec le temps (Figure 30). La population marquée chute 

brusquement dès le jour 3, l'augmentation observée au jour 6 correspond au stade 

d'orientation des myoblastes. Par contre, il faut noter l'absence de déclin chez les 

populations transfectées au HPV16, même au jour 12 (Figure 30). Dans ces 
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cellules transfectées l'intensité moyenne de marquage fluctue peu sauf aux jours 

6 et 9 (Figure 30). Un fait intéressant est à signaler chez les cellules contenant le 

HPV1 6. Il semble que la population fortement marquée décroisse jusqu'au jour 3 

pour se fondre au jour 9 avec la population majoritaires. Simultanément, une 

nouvelle population montrant un fort marquage réapparaît au jour 12 (Tableau 6). 

Ceci pourrait correspondre au délai observé dans l'orientation des myoblastes. De 

plus, contrairement aux témoins, le nombre des cellules marquées ne diminue pas, 

indiquant que de nouvelles cellules indifférenciées exprimant la fibronectine 

apparaissent. 

7 .2.2.4 Vimentine 

La vimentine fait partie des filaments intermédiaires. Elle joue un rôle structural 

dans la cellule probablement en maintenant en place les différents éléments de la 

structure. Comme les autres filaments intermédiaires et contrairement à l'actine, 

la vimentime est hyperphosphorylée. Cette molécule de 55 kDa se trouve associée 

à des protéine kinases dàns certains types cellulaires. Dans les muscles, elle est 

liée à un autre filament intermédiaire, la desmine. 

Dans le cas des myoblastes on sait que l'expression de la vimentine diminue et 

disparaît avec l'apparition des récepteurs d'acétylcholine qui précède' la fusion des 

cellules. Cette observation est confirmée par nos expériences: Chez les témoins 

le maximum de cellules marquées se situe au jour 3 où pratiquement la totalité de 

la population est marquée (Figure 29). La chute brusque du nombre des cellules 

marquées correspond au stade de pré-fusion. Chez les cellules transfectées on 
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trouvé deux populations d'intensité de marquage différent (comme pour la 

fibronectine) (Figure 30 et Tableau 6). 

7 .2.2.5 a foeto-orotéine 

Les cellules L6 sont des cellules embryonnaires qui expriment encore l' a-foeto­

protéine. L'expression de l'a-foeto-protéine a été observée dans le cas des 

myoblastes normaux et transformés (Figure 32). Dans le cas de cellules normales, 

l' a-foeto-protéine est très fortement exprimée durant les 3 premiers jours puis 

diminue pour se stabiliser jusqu'au 12° jour {Figure 32). Le degré élevé 

d'expression de cette protéine en début de croissance témoigne du caractère 

embryonnaire des cellules L6. Dans le cas des cellules HPV16-L6, l'expression de 

cette molécule est relativement stable depuis le début mais tend à diminuer et à 

se stabiliser seulement après le ge jour (Figure 32). Nous ne savons pas si 

l'anticorps était très spécifique. L'analyse mériterait d'être approfondie. 

7 .2.2.6. Cytokératines 

L'analyse des cytokératines, marqueurs de la différenciation cellulaire des 

kératinocytes, ne fait pas apparaître de stades définis chez les kératinocytes 

Balbc}MK. L'évolution est quantitative et l'étude cinétique détaillée par la 

cytométrie de flux allongerait inutilement le texte. Les cytokératines (K) identifées 

sont la K 1, K 1 0 et K5 de masse moléculairès respectives 67KDa, 59KDa et 

58KDa. Nous signalerons que la seule différence qualitative concerne l'apparition 

d'une protéine de poids moléculaire 50K dès confluence du feuillet cellulaire. Cette 

cytokératine a été identifiée de manière préliminaire comme la K 14 du catalogue 



FIGURE 32 Évaluation par cytométrie de flux de l'expression de l'alpha foeto­
protéine dans les cellules L6 normales (L6) (A) et transfectées par le 
virus du papillome humain type 16 (HPV16) (HPV16-L6)(8). 
Jour 1 (01), Jour 3 (03), Jour 6 (06), Jour 9 (09) et Jour 12 {01 2). 
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de Moll et al. 1982 par électrophorèse et immunobuvardage avec un anticorps 

monoclonal anti K 14. 

8. EXPRESSION GÉNÉTIQUE DU VIRUS DU PAPILLOME TYPE 16 CHPV16) ET 

DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE 

8.1 Analyse de la transcription du virus du papillome humain t ype 16 (HPV16) 

L'analyse de la transcription du HPV16 chez les L6 en fonction de la 

différenciation a été étudiée par la technique du RT-PCR: l' ARN total 

cocrespondant à chaque étape de différenciation a été isolé. À l'aide des amorces 

spécifiques aux ORF du HPV16 (Tableau 3), nous avons produit par la technique 

du "RT-PCR" des ADN complémentaires de l' ARN utilisé comme matrice (Figure 

33). Les ORF E1a et E1b ont été produits dès le 1e jour. Leur niveau d'expression 

diminue vers le jour 3 (Figure 34). Les transcripts E6 et E7, notamment la E7, ont 

été observés à partir du jour 3 et continuellement détectés jusqu'au jour 12 (Figure 

34). Les transcripts E4 sont limités aux jours 3 à 6 (Figure 34). Le transcript L2 

est produit dès le jour 3 et continue à être exprimé jusqu'au jour 12. Le transcript 

correspond à L 1 n'a été détecté qu'une seule fois. Les transcripts de la 

phosphoglycérate kinase "PGK" constituent un témoin positif qui est exprimé tout 

le long de la différenciation (Figure 34). Les transcripts du facteur atrial 

natriurétique "ANF" constituent un contrôle négatif: ces transcripts ne sont pas 

exprimés dans les cellules L6 {Figure 34) . 



FIGURE 33 Analyses de la transcription dans les clones cellulaires positifs au 
virus du papillome humain (HPV16). Amplification par la réaction de 
polymérisation en chaîne (PCR) pour la détection des transcripts 
spécifiques du HPV16. 
Marqueur de poids moléculaire ADN A/Hind Ill (puits 1, 9). 
E18 (puits 2), E1b (puits 3), E4 (puits 4), E6 (puits 5), E7 (puits 6), L1 

(puits 7) et L2 (puits 8). 
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FIGURE 34 Cinétique de la transcription des cadres ouverts de lecture (QRFs) du 
virus du papillome humain type 16 (HPV16) au cours de la 
différenciation cellulaire. ORF précoce (E), ORF tardif (l), 
phosphoglycérate kinase (PGK), facteur atrial natriurétique (ANF). 
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Il ressort des résultats obtenus que le maximum d'expression génétique du 

HPV16 est situé entre le jour 3 et le jour 6 (Figure 34). Ce résultat a été confirmé 

par l'analyse de I'ARN du jour 3 par "dot blot" et "Northern blot" à l'aide 

d'une sonde génomique totale du HPV16 (Figure 35). 

8.2 Analvse de la traduction du virus du papillome t ype 16 {HPV16l 

8.2.1 Analyse en cytométrie de flux 

Nous avons tenté de mettre en évidence l'expression génétique du HPV16 chez 

les L6, au niveau protéique entre les jours 1 et 12. Deux types d'anticorps, 

polyclonal et monoclonal, dirigés contre les antigènes viraux ont été employés. 

L'antic()rps polyclonal qui est dirigé contre le virus complet du virus du papillome 

Bovin type 1 (BPV1) réagit fortement avec les antigènes intracytoplasmiques en 

début de culture mais tend à diminuer par la suite. Une importante réactivité 

croisée a été observée dans les cellules normales. Cependant, dans le cas de 

cellules transformées par le HPV16, on note l'existence jusqu'au jour 3 de deux 

populations dont une majoritaire est plus fortement marquée. L'anticorps 

polyclonal reconnaît également des molécules localisées dans la membrane aussi 

bien dans les cellules normales que dans les cellules transformées par le HPV 16 

(Tableau 6) . 

L'anticorps monoclonal (Tableau 4) est dirigé contre I'ORF E6 du HPV16. Il 

réagit faiblement avec les antigènes intracytoplasmiques (Figure 36). La réactivité 

maximale est obtenue au jour 3 et tend à diminuer progressivement (Figure 36). 



FIGURE 35 Analyse de la transcription par "Northern blot" et détection des 
transcripts spécifiques du virus du papillome humain type 16 
(HPV16) dans les cellules L6 transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6), à l'aide d'une sonde génomique totale 
du HPV16. 
ARNs des cellules L6 témoin (puits 1,2) et HPV16-L6 (puits 3,4). 
Les ARNS ont été isolés respectivement des cellules L6 et HPV 1 6-L6 
après 3 jours de culture (puits 1,3) et après 6 jours de culture (puits 
2,4) . 





FIGURE 36 Analyse par cytométrie de flux de l'expression du virus du papillome 
humain type 16 (HPV16) dans les cellules L6 normales (A,G) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) 
(B,G). L'anticorps monoclonal utilisé est dirigé contre la protéine E6 
du HPV16. 
Jour 1 (01 ), Jour 3 (03), Jour 6 (06), Jour 9 (09) et Jour 12 
{012). 
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Aucune réaction n'a été observée au niveau des membranes de ces même cellules 

(Figure 36). Aucun marquage des cellules normales n'est observé (Figure 36). 

8. 2. 2 lmmunobuvardage 

Nous avons tenté de mettre en évidence les protéines virales dans les extraits 

cellulaires par immunobuvardage. 

Les résultats obtenus par le transfert de type "Western" ont confirmé que 

l'anticorps polyclonal de même que l'anticorps monoclonal réagit avec deux 

protéines dans les extraits des cellules normales et transfectées (Figure 37). 

Cependant, une bande supplémentaire de masse moléculaire d'environ 17 KDa qui 

correspond à la taille de la E6 a été observée dans les cellules transfectées par le 

HPV16 après 3 jours en culture (Figure 37). Cette bande n'a jamais été observée 

les jours suivants. Nous avons recherché la protéine E7 dans le noyau, suivant la 

technique de Greenfield et al. 1991 . Nous avons pu mettre en évidence une bande 

d'environ 20 kDa. Une étude plus détaillée est en cours. 

8.2.3 Traduction des gènes E6 et E7 du HPV16 dans le modèle kératinocytes 

Parallèlement, l'étude de la traduction des protéines E6 et E7 par cytométrie de 

flux et immunobuvardage à l'aide de l'anticorps monoclonal anti HPV16 a été 

réalisée sur le modèle kératinocytes Balbc/MK. Les résultats obtenus sont 

similaires de ceux rapportés ci-dessous dans le modèle myoblastes. Le maximum 

d'expression se situe entre les jours 6 et 9 (résultats, non présentés). 

l'immunobuvardage montre aussi une réaction croisée avec deux protéines 



FIGURE 37 Analyse par lmmunobuvardage. Détection du produit de traduction 
du HPV16 à l'aide d'un anticorps polyclonal spécifique de groupe. 
Marqueurs de poids moléculaire (puits 1 ,3), cellules l6 (puits 2,4) 
cellules l6 transformées par le HPV16 (HPV16-l6) (puits 5), 
Balbc/MK (puits 6). l'anticorps montre une réaction croisée avec des 
protéines cytoplasmiques de masse moléculaires d'environ 46 et 92 
KDa chez les cellules l6 et Balbc/MK. La flèche indique une bande 
d'environ 17 kDa qui pourrait être la protéine E6 du HPV16. 
Les protéines totales des cellules sont extraites par un tampon de 
lyse et linéarisées dans le tampon de dénaturation. 100 pg de 
protéine sont appliqués sur le gel dans chaque puits. Après 
séparation des protéines par électrophorèse (laemmli 1970) et 
électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, les protéines virales 
ou apparentées sont détectées par un anticorps monoclonal 
spécifique du HPV16. la méthode indirecte de détection avec un 
anticorps secondaire conjugé à la phosphatase a été utilisée. les 
marqueurs sont précolorés et appairaissent en gris dans une 
photographie en noir et blanc. 
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cytoplasmiques de même poids moléculaires que celles observées dans le modèle 

L6 (Figure 37). 

9. ÉTUDE DES MÉCANISMES CELLULAIRES 

9. 1 Protéine kinase C (PKC) des myoblastes L6 

Les protéines kinases C sont une famille de sérine/thréonine kinases liées aux 

processus de prolifération et de différenciation cellulaires. Elles font partie 

intégrante de la signalisation cellulaire. On les trouve dans la membrane plasmique, 

dans le cytoplasme et dans la membrane nucléaire. Les espèces cytoplasmiques 

peuvent être transportées dans la membrane plasmique sous l'effet d'effecteurs 

comme le TPA. En outre, les PKC liées à la membrane peuvent s'y trouver sous 

une forme active et inactive. Le TPA quand il est fourni aux cellules de manière 

exogène agit par l'intermédiaire de récepteurs membranaires. Il stimule la PKC 

directement mais aussi en induisant la translocation d'une partie des enzymes 

cytoplasmiques vers la membrane comme nous l'avons dit plus haut. Lorsque le 

TPA est additionné directement au milieu réactionnel, il active directement la PKC 

liée à la suspension de membranes. Les isozymes ont des propriétés si voisines 

qu'en général, on ne les distingue pas sur le plan de feur activité. Les PKC sont 

multispécifiques, mais quelques uns de leurs substrats endogènes préférentiels ont 

été identifiés. 

La protéine kinase C membranaire est impliquée dans une des deux voies 

majeures de la signalisation cellulaire . Elle utilise le calcium comme messager 

secondaire. Cette voie est connue pour réguler à la fois la prolifération et la 

- -- - - · - ~~ -
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différenciation, c'est pourquoi nous avons testé l'effet du virus sur l'activité des 

PKCs. Ces expériences ont été menées dans le but de tenter de localiser 

l'interférence du HPV16 avec les processus de signalisation. 

9.1.1 Étude de l'évolution de l'activité orotéine kinase C (PKC) en fonction de 

l'âge des cellules 

Il existe trois "pools" de PKC cellulaires: un pool membranaire, un pool 

cytoplasmique et un pool nucléaire. Les PKCs peuvent être transportées du cytosol 

vers les membranes nucléaires et plasmiques. 

a) Spécificité de l'activité kinase mesurée: 

Les myoblastes contiennent les PKC ainsi que d'autres kinases capables de 

phosphoryler la sérine et la thréonine (Nishizuka 1984a; Osada et al. 1992). Nous 

avons donc tout d'abord tenté de confirmer la spécificité de la PKC pour le substrat 

synthétique utilisé en mesurant le taux d'inhibition de la réaction enzymatique par 

une série d'inhibiteurs (Tableau 4). Les résultats obtenus sont présentés au 

Tableau 4: à la concentration utilisée, seul le U-73, 122 inhibe totalement la PKC. 

Le peptide synthétique compétiteur du substrat produit aussi une inhibition non 

négligeable. Les autres effecteurs sont également inefficaces sauf une faible 

inhibition exercée par la chélérythrine. Ces résultats seront discutés dans la 

section 4. 2. 
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b) Activité basale: 

La membrane cellulaire présente une activité de phosphorylation qui s'exerce 

sur le substrat naturel endogène présent dans la membrane ainsi qu'une activité 

d'autophosphorylation. On l'appelle l'activité basale. 

L'activité PKC membranaire endogène ou activité basale est faible . Elle évolue 

avec l'âge de la culture (Tableau 7). Il est clair que la régulation négative de la 

PKC membranaire coïncide avec la réduction de la prolifération cellulaire lorsque la 

phase stationnaire est atteinte. Par contre, les cellules L6 transfectées par le 

HPV16 dont le taux de prolifération est plus élevé (Figure 23) et dont la 

différenciation terminale est arrêtée, montrent une activité de phosphorylation 

nettement plus elevée (Figures 38, Tableaux 8 et 9). D'une part, le maximum 

d'activité est légèrement décalé par rapport à celui des témoins et d'autre part, 

l'activité demeure élevée pendant toute la durée de l'expérience (Tableau 7). 

c) Activité de la protéine kinase C (PKC) membranaire: 

L'évolution de l'activité de la PKC membranaire au cours du temps sur le 

substrat synthétique montre une évolution tout à fait parallèle celle de a l'activité 

basale (Tableaux 8 et 9). On notera l'augmentation d'activité liée à l'infection et 

la réduction d'activité associée à la suppression des facteurs de croissance lors du 

passage du milieu de prolifération au milieu de différenciation (Tableaux 8 et 9). 

Cette réduction est plus prononcée pour les cellules L6 témoins que pour leurs 

homologues transfectées au HPV16. Ceci renforce la conclusion que le HPV16 
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FIGURE 38 Relations entre les changements du calcium intracellulaire et la 
protéine kinase C (PKC) dans les cellules L6 normales (A) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) 
(8). 

Les résultats proviennent d'une expérience type faite en triplicata. 
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stimule l'activité de la PKC membranaire dans ce modèle cellulaire de myoblastes. 

Les résultats présentés dans le Tableau 9 en sont une autre preuve indirecte: La 

stimulation directe par le TPA de l'activité PKC est au moins aussi importante chez 

les cellules transfectées que chez les cellules normales malgré l'activité élevée 

présentée par les premières (Tableaux 8 et 9). 

d) Activité de la protéine kinase C CPKC) cvtoplasmigue: 

Afin de savoir si le virus exerçait une action spécifique sur la PKC membranaire 

ou s'il altérait le transport de l'enzyme cytoplasmique vers la membrane, nous 

avons suivi l'évolution de l'activité PKC cytosolique. 

L'activation de la PKC observée dans les cellules contenant le HPV16 pouvait 

résulter dei) L'activation des sous populations inactives des PKC membranaires , 

ii) d'une translocation accrue de l'enzyme du cytoplasme vers les membranes, iii) 

d'une synthèse accrue de ces enzymes d'une manière générale ou de la synthèse 

de nouvelles isozymes par les cellules transfectées et enfin iv) d'une activation due 

aux effecteurs de ces enzymes. 

L'activité PKC dans le cytosol des cellules normales augmente très fortement 

après 24 à 48 heures en culture pour décroître tout aussi fortement dès que la fin 

de la phase logarithmique de la culture est atteinte. Cette réduction paraît associée 

à l'inhibition de contact. Chez les cellules transfectées où l'inhibition de contact 

. est supprimée la PKC reste largement stimulée (Tableaux 1 0 et 11). D'autre part 

les corrélations entre les activités cytosoliques et membranaires sont inversées 

chez les cellules contenant le HPV16 (Figure 41). 
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FIGURE 39 Évolution des quotients d'activité de la PKC membranaire chez les 
cellules témoins L6 et les cellules transfectées par le virus du 
papillome humain type 16 (HPV16-L6): Activité obtenue en réponse 
aux modulateurs par rapport à l'activité des témoins correspondants. 
Effets du DMSO 1% (A); Ca2 + 0.25 mM (8); Ca 2 + 1.8 mM (C); RA 
0.3 pM (0); RA 3 pM (E) et TPA 1 pM (F). 
HS représente une mesure similaire au temps 168 h mais réalisée sur 
des cellules cultivées dans le milieu de différenciation contenant du 
serum de cheval (HS). Cette figure est une représentation graphique 
découlant des tableaux 13 et 14. 
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FIGURE 40 Évolution des quotients d'activité de la PKC membranaire chez les 
cellules témoins Balbc/MK et les cellules transfectées par le HPV16 
(HPV16-Balbc/MK): Activité obtenue en réponse aux modulateurs 
par rapport à l'activité des témoins correspondants. 
Effets du DMSO 1% (A); RA 0.3 pM (8); Ca2 + 1.8 mM (C) et TPA 1 
pM (D). 
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FIGURE 41 Correlations entre les activités spécifiques de la protéine kinase C 
(PKC) membranaire et cytosolique dans les cellules L6 normales (L6) 
(A) et transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-
L6) (8). Cellules L6 normales (A): corrélation négative (-0, 70) et 
pente de régression (-7 ,29). Cellules L6 transfectées par le HPV1 6 
(B): corrélation positive (0,97) et pente de régression (1,22) 
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Comme l'indique le Tableau 12, il n'y a pas de différence significative entre les 

cellules témoins et transfectées sur le plan du rapport entre sous populations 

actives et inactives du pool membranaire. Il n'est cependant pas exclu què le 

transport de la PKC du cytoplasme vers la membrane soit présent dans les cellules 

HPV16-L6. 

Les résultats obtenus par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal dirigé 

contre les principales isozymes de la PKC (UBI, Lake Placid, NY, USA) montrent 

qu'il n'y a pas de nouvelle isozyme synthétisée dans les cultures infectées. 

Cependant, une bande électrophorétique de masse moléculaire 80 KDa est plus 

intense dans les cellules positives au HPV16 que dans les témoins et semble avoir 

une masse plus élevée (Figure 42). Ceci pourrait indiquer une phosphorylation plus 

intense de la molécule, lui conférant une activité plus élevée. La question de 

l'identité de cette bande sera abordée dans la discussion. 

9.1.2 Effet des modulateurs de la différenciation cellulaire sur l'activité protéine 

kinase C (PKC) des myoblastes 

L'analyse du patron d'expression des marqueurs spécifiques de différenciation 

chez les L6 semble indiquer que les cellules transfectées sont bloquées à un stade 

précédant la fusion. Nous avons testé l'efficacité du bloquage en induisant la 

différenciation par des modulateurs conventionnels. 

Les cellules ont été exposées pour des durées croissantes à ces agents connus 

pour influencer l'activité PKC, la prolifération et la différenciation cellulaires. La 



TABLEAU 12 . Activité de la protéine kinase C (PKC) membranaire ·: enzyme 
active/inactive. Comparaison entre les cellules·· L6 normales et transformées par le virus 
du papillome humain type 16 (HPV16-L6) ·•• . 

n L6 (1) 

Témoin 8 140.0 ± 21 

TPA 1 JJM 1•1 8 196.0 ± 17 

Ca 2 + 1.8 mM 8 327.8 ± 29 

Ca 2 + 1.8 mM + 11 327.7 ± 62 
TPA 1 JJM 1•1 

TPA 1 JJM 131 6 512.9 ± 20 

(2) 

1.4 

1.0 

3.7 

n HPV16-L6 (1) 

4 732.8 ± 53 

4 

4 

3 

4 

1162.0 ± 65 

15207.0 ± 31 

16483.0 ± 119 

1982.3 ± 95 

(2) 

1.59 

1.08 

2.7 

( 1) L'activité de la PKC est exprimée en p moles de substrat phosphorylé par 0.1 mg 
de protéines membranaires totales. 

(2) Rapport des activités spécifiques membranaires des cellülës traitées aux 
concentrations indiquées, de Ca 2 

+ et TPA, et de leurs témoins .correspondants. 

(3) Le TPA a été utilisé comme témoin positif en traitement exogène. L'activité PKC 
mesurée reflète la translocation de l'enzyme cytosolique vers les membrane, plus 
l'activation de l'enzyme membranaire. 

\) 

· Le TPA ajouté à la préparation des membranes active le pool enzymatique membranaire 
inactif. 

· · La préparation des membranes a été décrite dans la section matériel et méthodes 
(section 1 3). 

·· Les cellules ont été cultivées dans du milieu EMEM à faible teneur en Ca 2 + (0.05 mM). 

n (nombre d'experiences) 



FIGURE 42 Analyse par lmmunobuvardage. Détection de l'expression de la 
protéine kinase C (PKC) à l'aide d'un anticorps polyclonal dirigé 
contre les isoformes de la PKC. Marqueurs de poids moléculaires 
(puits 1 ,4), cellules L6 (puits 2,3) et cellules L6 transformées par le 
HPV16 (HPV16-L6) (puits 5). 
La flèche indique une protéine immunoréactive de masse moléculaire 
d'environ 80 kDa. Cette protéine est donc une isoforme de la PKC. 
Deux autre bandes mineures sont à peine visibles sur le cliché. 
Les protéines cytoplasmiques sont extraites. 100 pg de protéines est 
appliqué sur Je gel dans chaque puits. Après séparation des 
protéines par électrophorèse (Laemmli, 1970) et électrotransfert sur 
membrane de nitrocellulose, les protéines (PKC) sont détectées par 
un anticorps polyclonal specifique des isoformes de la PKC. La 
méthode indirecte de détection utilise un anticorps secondaire 
conjugué à la phosphatase. 
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PKC répond à ces modulateurs par une stimulation précoce et transitoire liée à 

l'orientation vers la différenciation. Par contre, il a été souvent observé qu'une 

stimulation tardive et soutenue est associée à la croissance. L'évolution cinétique 

de la réponse de la PKC à ces modulateurs devrait donc réfléter la réaction des 

cellules à l'effecteur. 

Le calcium, un messager secondaire dans la signalisation cellulaire, a un rôle 

particulier: il induit la différenciation dans un grand nombre de cellules , il est un 

co-facteur obligatoiœ des PKC conventionnelles, et peut stimuler la prolifération. 

Le calcium induit la différenciation dans les L6. Toutefois, la PKC n'est pas 

impliquée du moins directement dans la différenciation des myoblastes où ce rôle 

est tenu par la kinase dépendante de la calmoduline (Whitfield, 1990). Le DMSO 

a généralement un effet inducteur de la différenciation tandis que l'acide rétinoïque 

est plus spécifique. Son effet dépend des récepteurs nucléaires dans les modèles 

utilisés. 

a) Calcium : Le calcium stimule la prolifération des cellules L6 normales et a 

peu d'effet sur les cellules L6 transfectées par le HPV 16 (Figures 22). L'exposition 

au calcium s'accompagne chez les contrôles d'une stimulation de l'activité PKC 

membranaire. On notera une réponse soutenue tout au long de l'expérience 

(Tableau 8). Elle correspond à l'effet positif de l'ion calcium sur la croissance en 

particulier pour la dose 0.25 mM, ce qui est très visible dans la Figure 22. Une 

réduction de l'activité enzymatique s'observe au jour 7, elle correspond à la 

diminution de croissance résultant de l'inhibition de contact. L'effet du calcium sur 



226 

la prolifération des cellules transfectées est relativement atténuée (Figure 22) par 

rapport au témoin correspondant. De même, la régulation positive de l'activité PKC 

est très atténuée par rapport à celle des cellules transfectées non traitées mais 

demeure très élevée par rapport aux cellules normales (Figure 42, Tableaux 8 et 9) . 

La réponse précoce de l'enzyme à la dose de calcium induisant la différenciation 

(1 .8 mM) est nette chez les témoins (Tableau 8). Elle est abolie dans les cellules 

transfectées (Figure 9). Dans le modèle myoblaste, l'activité PKC évolue donc 

parallèlement à l'activité de croissance des populations (Figure 43) sauf en ce qui 

concerne la réponse précoce des témoines à la dose 1.8 mM. La PKC cytosolique 

des cellules normales est régulée négativement après 24 heures d'exposition au 

calcium. Par contre, elle est stimulée au même temps dans les cellules 

transformées (Tableau 11) pour diminuer ensuite tout en restant très élevée par 

rapport aux cellules normales. Dans les deux cas l'effet observé est dépendant de 

la dose. 

La réduction de l'activité cytosolique à 24 hrs coïncide avec le pic d'activité de 

l'enzyme membranaire, ce qui suggère que le calcium {comme le TPA) induit la 

translocation du cytosol vers la membrane. Les courl;>es de régression sont très 

claires (Figure 41) . La corrélation négative des cellules témoins confirme la 

translocation. Par contre, dans les cellules transformées, la corrélation est inversée 

{Figure 41). Cela indique que les PK Cs cytosoliques et membranaires sont régulées 

positivement {Figure 41). Il est possible que la translocation de 
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J'enzyme soit masquée ou que l'augmentation d'activité dans la membrane et le 

cytosol découlent d'une phospohrylation accrue. 

b) DMSO : Le DMSO a un effet inhibiteur sur la prolifération des populations 

cellulaires L6 étudiées (Figure 22). L'effet du DMSO sur l'activité de la PKC 

membranaire est diamétralement opposé à celui du calcium (Tableaux 8 et 9). On 

relève une réponse positive précoce. L'évolution dans le temps est caractéristique 

de celle observée dans le cas de la différenciation cellulaire. Cette réponse est très 

attenuée chez les cellules transfectées (Tableau 9). Il est possible qu'une faible 

partie de la population réponde positivement au modulateur. L'activité de l'enzyme 

diminue aussi avec la réduction de la prolifération au cours du temps (Figure 43). 

Cette réponse est liée à la toxicité à long terme du DMSO, comme l'indique 

l'aspect des cultures. L'activité cytoplasmique est régulée négativement par le 

modulateur dans les deux types de cellules (Tableaux 8 et 9). 

c) Acide rétinoïaue : On n'observe pas d'effet significatif de ce traitement ni 

sur la prolifération ni sur J'activité PKC dans aucune des deux lignées (Figures 22 

et 23, Tableaux 8, 9, 13 et 14). 

d) Sérum de cheval : Le passage du milieu de prolifération au milieu de 

différenciation (utilisé ici comme un témoin positif) s'accompagne d'une forte 

réduction de J'activité PKC membranaire, encore une fois parallèle à la réduction 

de la prolifération et à la progression du programme de différenciation vers sa 

phase terminale. On notera que les cellules transformées réagissent d'une manière 
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similaire mais conservent cependant une activité plus elevée que celle des témoins 

(Tableau 9). 

9 .1.3 Effet des modulateurs de la différenciation cellulaire sur la Protéine kinase 

C CPKC) des kératinocytes Balbc/MK 

Au contraire des myoblastes, les PKC membranaires conventionnelles des 

kératinocytes sont impliquées directement dans la différenciation. Il était donc 

important de comparer l'ejfet des différents inducteurs de la différenciation sur les 

PKCs des kératinocytes et des myoblastes. 

Dans les témoins il n'y a p:as de différence significative de l'activité basale entre 

cellules normales ou transfectées (Tableaux 13 et 14). 

La réponse aux trois inducteurs de différenciation est similaire chez les cellules 

normales: le calcium stimule l'activité, la réponse est à la fois précoce (avec un pic 

à 30 min) et soutenue (Tableau 13). Ceci est le reflet de l'induction de la 

différenciation par le calcium (réponse précoce) et de son effet positif sur la 

croissance (réponse soutenue). Par contre, l'exposition au calcium n'affecte 

pratiquement pas les cellules transfectées (Tableau 14). Le DMSO 1% qui est 

aussi un inducteur de différenciation des kératinocytes produit exactement les 

mêmes résultats que le calcium avec un pic précoce à 30 min. et une activité 

moyennement soutenue (Tableau 13). Comme pour le calcium, les cellules 

transfectées sont insensibles au DMSO (Tableau 14). 
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L'acide rétinoïque qui altère la différenciation des kératinocytes montre une 

activiation précoce faible et moyenne soutenue (Tableau 13). Les HPV16-

Balbc/MK sont insensibles à l'effecteur (Tableau 14). 

En résumé, les résultats indiquent clairement i) que l'évolution de la PKC est 

principalement associée à la prolifération cellulaire dans le modèle myoblaste; ii) 

que les cellules transfectées réagissent peu aux modulateurs de 'la différenciation. 

Ce dernier résultat est particulièrement net dans le modèle kératinocyte. Ces 

résultats sont compatibles avec l'inhibition de la différenciation terminale dans les 

deux modèles cellulaires et confirment les résultats obtenus par 

immunofluorescence. 

1 O. ÉTUDE DU CALCIUM PAR MICROSPECTROFLUOROMÉTRIE 

Puisque la PKC conventionnelle est dépendante du calcium, et que le calcium 

est central dans les processus cellulaires étudiés nous, l'avons analysé in situ. 

Deux techniques ont été employées, l'une basée sur la microspectrofluorométrie, 

l'autre sur l'imagerie. Le calcium intracellulaire peut provenir de deux sources: i) 

de l'extérieur de la cellule par des canaux spécifiques ou non et ii) de l'intérieur de 

la cellule par libération à partir des compartiments où il est séquestré. Les 

variations du taux de calcium sont mesurées à l'aide du fura-2 ainsi que détaillé 

dans la section 13. 
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10.1 Mesure du niveau de calcium intracellulaire 

Le taux de calcium intra-cellulaire a été déterminé dans les cellules normales à 

68 nM. Il s'élève chez les transfectées à 92 nM (Tableau 15). Les cellules 

transfectées par le HPV16 incorporent le fura-2 de manière plus efficace que les 

cellules normales. Il n'y a donc pas d'artefact dû au virus. Cette observation est 

valable aussi bien pour les mesures de la concentration intracellulaire de calcium 

dans les cellules individuelles que dans les champs de cellules (Tableau 15). Le 

rapport des concentrations en calcium des cellules transformées par rapport aux 

cellules normales est de l'ordre de 1.35. 

10.2 Origine du calcium intracellulaire 

L'ionomycine est un ionophore qui ouvre des pores dans les membranes. Cette 

réponse est utilisée comme un témoin positif. La figure 46 indique que le taux de 

calcium augmente dans les deux types de cellules après traitement à l'ionomycine 

par influx de calcium exogène. Le calcium est ensuite chélaté spécifiquement par 

I'EGTA et décroît en conséquence. Ceci indique que les cellules utilisées répondent 

correctement au fura-2 . 

La première expérience vise à élucider la provenance des ions calcium lorsque 

ceux-ci augmentent dans les cellules. Pour cela on utilise la thapsigargine. La 

thapsigargine bloque les pompes calciques et décharge artificiellement les 

compartiments où le calcium est sequestré. La réponse du L6 et HPV16-L6 est 



TABLEAU 15. Détermination de la concentration de calcium intracellulaire 
(Ca 2+): par microspectrofluorométrie. ··• 

Cellules individuelles 

Champ de cellules 

Cellules L6 
(nM ± OS .. ) 

68 ± 8 

44 ± 10 

Nombre d'experiences effectuées. 

OS: déviation standard. 

n 

10 

7 

HPV16-L6 
(nM ± os··) 

92 ± 14 

49 .± 22 . 

n 

9 

8 

••• Détermination de la concentration du calcium intracellulaire par utilisation 
du fura-2 tel que décrit dans Matériel et Méthode (section 13). 
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différentielle. Seules les cellules L6 transfectées au HPV16 (HPV16-L6) répondent 

à la thapsigargine par une libération du calcium intracellulaire (Figure 46). 

La caféine qui libère le calcium des sequestres sensibles à la ryanodine (typique 

des myocytes du sequelette) n'a pratiquement pas d'effet ici, indiquant que les 

compartiments intracellulaires sont .vides (Figure 51). Ce n'est pas surprenant 

puisque les cellules sont cultivées dans un milieu pauvre en calcium. La Figure 51 

montre également que le U-73, 122 (une amide stéroïde bloquant la libération du 

calcium séquestré) ne bloque pas la réponse au Ca 2 + des cellules exposées ce qui 

confirme que les séquestres ne sont pas impliqués dans les variations du calcium 

endogène dans nos conditions expérimentales. 

Le OMSO est connu pour altérer la perméabilité membranaire de manière non 

spécifique et temporaire. L'exposition des L6 et HPV16-L6 au OMSO augmente 

la concentration endogène en calcium (Figure 44). Par ailleurs, les deux types de 

cellules répondent à un apport exogène élevé de calcium par un influx de calcium 

de l'espace extracellulaire vers le cytoplasme. 

Nous avons utilisé le 0600, un bloquant des canaux L, afin de vérifier si les 

agonistes empruntaient cette voie d'entrée du calcium. L'utilisation du 0600 avant 

et après l'entrée du calcium provoque respectivement une annulation de l'influx et 

une chute de la concentration de calcium endogène. On n'observe pas d'effet de 

ce bloquant sur la régulation du calcium par le OMSO (Figure 44). Par contre, on 

observe un effet léger d'inhibition en présence de calcium exogène (Figure 45A). 
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FIGURE 43 Activité spécifique de la PKC membranaire en fonction du temps chez 
les cellules L6 normales et transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6) (A) et relation entre l'activité spécifique 
protéine kinase C (PKC) et la croissance des cellules L6 HPV16-L6 
(8). 

La courbe ajustée de croissance obtenue par ordinateur n'est 
représentée ici que pour aider le lecteur à visualiser la relation entre 
l'activité spécifique de la PKC membranaire et la croissance moyenne 
des populations testées. 
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FIGURE 44 Analyse en microspectrofluorométrie de l'effet du OMSO et du 
bloquant 0600 sur la réponse calcique intracellulaire dans les cellules 
L6 normales (L6} (A,B) et transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6) (C,D). 
Le bloquant spécifique des canaux calciques (0600) est utilisé après 
la stimulation par l' agoniste OMSO 1 % dans les cellules L6 (A) et 
HPV16-L6 (C). Le 0600 est également utilisé avant la stimulation 
par l'agoniste DMSO 1% dans les cellules L6 (8) et HPV16-L6 (0} 
pour confirmer la nature des canaux impliqués dans la réponse à 
l'agoniste. 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 45 Analyse en microspectrofluorométrie de l'effet du calcium 
extracellulaire Ca2 + 1.8 mM et du bloquant 0600 sur la réponse 

• calcique intracellulaire dans les cellules L6 normales (A,B) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) 
(C,O). 
Le bloquant spécifique des canaux calcique (0600) est utilisé après 
la stimulation par l'agoniste Ca2 + 1.8 mM dans les cellules L6 (A) et 
HPV16-L6 (C). Le 0600 est également utilisé avant la stimulation 
par l'agoniste Ca 2 + 1.8 mM dans les cellules L6 (8) et HPV16-L6 (0) 
pour confirmer la nature des canaux calciques impliqués dans la 
réponse à l'agoniste. ' 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 46 Analyse en microspectrofluorométrie des effets de la thapsigargi 
de l'lonomycine et de I'EGTA sur la réponse calcique intrace 
dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus 
papillome humain type 1 6 (HPV 1 6-L6) (8). 
Les flèches représente le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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Le TMB8: 8-N-N-diethylaminooctyl-3,4,5-trimethoxybenzoate a un effet 

inhibiteur sur l'influx de calcium, et sur sa libération des compartiments où il est 

séquestré. Dans nos travaux le TMB8 diminue partiellement l'influx de calcium ce 

qui est confirmé par son effet inhibiteur quand les cellules sont exposés au TMB8 

avant l'exposition au calcium (Figure 47). 

Le Cobalt (Co2 +) est reconnu comme un bloquant des canaux cationiques non 

spécifiques et inhibe complètement l'entrée de calcium. La Figure 48 montre que 

les cellules L6 et les cellules HPV 1 6-L6 sont également sensibles à cette inhibition. 

L'apport de calcium est donc exogène dans nos conditions d'experience. 

1 0.3 Effet des modulateurs de la différenciation cellulaire sur la réponse 

calcique 

La dépolarisation de la membrane par l'apport d'une dose exogène élevée de 

potassium permet l'entrée de l'ion calcium. Ce résultat est observé chez les L6 et 

les HPV16-L6 (Figure 49). Le 0600 n'a que peu d'effet sur cette réponse, par 

contre, l'exposition à une dose élevée de calcium stimule fortement l'entrée du 

cation (Figure 49). Cet influx est complètement bloqué par le cobalt. La Figure 49 

démontre donc que dans les deux types de cellules, il existe des canaux 

cationiques non spécifiques sensibles au voltage. La faible réponse au 0600 

indique la présence de quelques canaux de type L. 

Les canaux spécifiques du calcium n'apparaissent qu'au moment précèdant la 

fusion des myocytes. Ces canaux sont liés au récepteur de l'acétylcholine. Nous 



FIGURE 47 Analyse en microspectrofluorométrie de l'inhibition de la réponse 
calcique intracellulaire à l'aide du bloquant du flux de calcium et de 
la libération du calcium intracellulaire: le TMB-8. 
cellules L6 normales (A,Bl. 
cellules L6 transfectées par le virus du papillome humain type 16 
(HPV16-L6) (C,D). 
Le TMB-8 est utilisé après la stimulation par l'agoniste Ca2 + 1.8 mM 
dans les cellules L6 (A) et HPV16-L6 (Cl. Le TMB-8 est également 
utilisé avant la stimulation par l'agoniste Ca2

+ 1.8 mM dans les 
cellules L6 (8) et HPV 1 6-L6 (0). 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 48 Analyse en microspectrofluorométrie de l'inhibition de la réponse 
calcique intracellulaire à l'aide du bloquant du flux du calcium: le 
cobalt (Co2 +). 

cellules l6 normales (A,B). 
cellules l6 transfectées par le virus du papillome humain type 16 
(HPV16-l6) (C,D). 
le Co2 + est utilisé avant la stimulation par l'agoniste Ca2 + 1.8 mM 
dans les cellules l6 (A) et HPV16-l6 (C). Le Co2 + est également 
utilisé après la stimulation par l'agoniste Ca2 + 1.8 mM dans les 
cellules L6 (8) et HPV16-L6 (0) pour confirmer la nature des canaux 
calciques impliqués dans la réponse à l'agoniste. 
les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 49 Analyse en microspectrofluorométrie de la dépolarisation par le KCI 
des cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus du papillome 
humain type 16 (HPV16-L6) (B). 
Le 0600 et le Co2 + sont des bloquants des canaux calciques. 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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avons vérifié (résultats non illustrés) que ces canaux ne sont pas présents dans les 

jeunes cellules. Par contre, l'entrée du calcium en réponse à l'exposition à 

'acétylcholine est très nette chez les cellules L6 âgées de 7 à 9 jours (Figure 50). 

Les récepteurs d'acétylcholine sont connus pour être exprimés seulement au stade 

de pré-fusion des myoblastes. La réponse est bloquée par le cobalt. Leurs 

homologues transfectés ne répondent pas à l'agoniste bien qu'ils montrent une 

réponse positive au calcium. Ceci confirme bien que les cellules transfectées sont 

bloquées au stade pré-fusion par le virus HPV16 (Figure 50). 

On observe aussi un influx de calcium en réponse à l'exposition au DMSO. La 

réponse est faible pour les deux types de cellules en comparaison de la réponse au 

calcium. De plus la réponse au calcium est en général soutenue chez les cellules 

transfectées et plus transitoire chez les cellules normales. C'est l'inverse pour la 

réponse au DMSO (Figure 44). 

11 . ANALYSE EN IMAGERIE 

11 . 1 Mesure du niveau de calcium int racellulaire 

Le niveau de calcium intracellulaire dans les cellules transformées par le HPV16 

semble être relativement plus élevé que dans les cellules normales (Figure 52). Le 

niveau de calcium diminue également avec l'âge de la culture cellulaire (Figure 52), 

ce qui confirme les résultats acquis avec la technique précédente. 



FIGURE 50 Mise en évidence des récepteurs muscann1ques 
microspectrofluorométrie: expression différentielle des ,.or-o.n,.a• 

d'acétylcholine dans les cellules L6 normales (Al et transfectée.s 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (8). 
(acetylcholine), cobalt (Co2 +), calcium (Ca2 +). Cch (corbachol). 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 51 Analyse en microspectrofluorométrie des effets de la caféine et de 
son bloquant I'U-73, 122 sur la réponse du calcium intracellulaire 
cellules L6 normales (A,C). 
cellules L6 transfectées par le virus du papillome humain type 16 
(HPV16-L6) (8,0). 
Effet de la caféine sur la libération du calcium des compartiments 
intracellulaires après stimulation par l'agoniste DMSO 1% chez les 
cellules L6 (A) et HPV16-L6 (8). Action du bloquant U73, 122 sur 
la caféine dans les cellules L6 (C) et HPV16-L6 (0). 
Les flèches représentent le temps auquel l'agoniste est ajouté. 
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FIGURE 52 Evaluation en imagerie et effets des modulateurs de la différenciation 
cellulaire sur la concentration du Ca2 + intracellulaire en fonction du 
temps dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus 
du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (8). Calcium (Ca2+), 
diméthylsulfoxide (OMSO), acide rétinoique (RA). 
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11.2 Origine du calcium intracellulaire 

Un flux de calcium de l'extérieur vers le milieu intracellulaire est observé en 

réponse aux différents effecteurs (Figure 52) dans les deux modèles cellulaires 

(Figure 52). La thapsigargine qui stimule la libération du calcium des 

compartiments intracellulaires ne semble avoir d'effet ni dans les cellules L6 

normales ni dans les cellules transformées par HPV16 (Figure 53). Dans les 

cellules kératinocytes, par contre, la thapsigargine a provoqué la libération du 

calcium des compartiments intra-cellulaires (Figure 538). L'ensemble de ces 

résultats constitue une bonne indication que dans les myoblastes le calcium 

cellulaire provient du milieu extracellulaire dans nos conditions d'expérience. Le 

milieu EMEM pauvre en calcium ne permet pas la séquestration du calcium. 

11.3 Effet des modulateurs de la différenciation cellulaire sur la ré ponse 

calcique 

La réponse calcique après exposition à un effecteur de différenciation a montré 

une double dépendance. La nature de la réponse dépend du modulateur et des 

cellules normales ou transformées par le HPV16. 

a) Calcium: Environ 75% des cellules répondent (Figure 54). Une réponse de 

type transitoire a été observée avec les cellules L6 (Figure 55) alors qu'elle est 

soutenue dans le cas des cellules transformées par le HPV16 (Figure 55) où 100% 

des cellules répondent à la stimulation. Cette réponse décroît avec le temps. On 

observe un minimum après 40 min. dans les cellules L6, mais le taux de calcium 



FIGURE 53 Analyse en imagerie de l'effet modulateur de la thapsigargine sur la 
réponse calcique des cellules L6 normales (A) et kératinocytes 
normaux (Balbc/MK) (8). 
L'effet de la thapsigargine est très net en 8 où la cellule décharge le 
calcium des CÇ)mpartiments où il est sequestré. Cet effet n'est pas 
observé en A. 
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FIGURE 54 Images séquentielles en imageries des rapports de concentration du 
calcium intracellulaire des cellules L6 normales (A) et transfectées par 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (8), stimulées par 
le calcium extracellulaire 1.8 mM. 





FIGURE 55 Analyse en imagerie de l'effet modulateur du calcium extracellulaire 
sur la réponse calcique intracellulaire des cellules L6 normales (A) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) 
(8). 
Chaque courbe représente la réponse d'une cellule individuelle à 
l'augmentation de concentration en Ca 2 + exogène. On notera 
l'augmentation du taux de calcium intracellulaire résultant d'un influx 
de calcium exogène. La réponse est de type soutenu. 
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intracellulaire libre remonte jusqu'à 24 h d'exposition pour diminuer ensuite. Par 

contre, on n'observe pas ce minimum chez les cellules transformées (Figure 52). 

L'influx de calcium dans les cellules exposées est très élevé. La réponse montre 

une évolution similaire dans les groupes de cellules testées. On note de faibles 

variations synchrones au cours du temps chez les contrôles. Ces mêmes variations 

sont désynchronisées jusqu'à 24 h chez les cellules abritant le virus. 

b) DMSO 1%: L'amplitude de la réponse au DMSO n'est pas comparable à celle 

provoquée par le calcium, mais les cellules répondent à 1 00% (Figure 56). Une 

réponse synchronisée est observée pour les cellules L6 (Figure 58) alors qu'une 

réponse désynchronisée des cellules est obtenue pour les cellules transformée par 

le HPV16 (Figure 57). L'asynchronisation dans la réponse au stimulus des cellules 

transformées est très importante. On ne peut l'observer qu'avec la technique 

d'imagerie car la méthode microspectrométrique analyse la moyenne de la réponse. 

A l'inverse des cellules normales, l'effet du DMSO est transitoire et produit des 

vagues successives dans les cellules infectées. le délai de réponse peut aller de 

15 à 240 sec (Figure 58). l'augmentation du calcium est progressive chez les 

cellules normales pendant 30 à 40 min. et diminue ensuite rapidement. Dans les 

cellules transfectées on note un pic de calcium intracellulaire après 30 min 

d'exposition (Figure 528). Ce pic pourrait correspondre à une ouverture maximale 

des canaux calciques non spécifiques. le 0600 (bloquant des cannaux calciques 

de type l) ne semble pas avoir d'effet important sur le taux de calcium avant 

(Figure 45) ou après (Figure 45) la stimulation au calcium. l'effet du 0600 a été 

également étudié avant (Figure 44) ou après (Figure 44) traitement par le 1 % 



FIGURE 56 Images séquentielles en imageries des rapports de concentration du 
calcium intracellulaire des cellules L6 normales (L6) (A) et 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) 
(8), stimulées par le DMSO 1 %. 





FIGURE 57 Analyse en imagerie de l'effet modulateur du DMSO extra ce 
sur la réponse calcique intracellulaire des cellules l6 normales (A) 
transfectées par le virus du papillome humain type 16 (HPV1 
(8). 

Chaque courbe représente la réponse d'une cellule individueUe 
l'exposition au DMSO. On notera que la réponse calcique (influx 
calcium dans la cellule) est de type soutenu et synchrone pour 
cellules l6 normales (A) et de type transitoire et asynchrone pour 
cellules transf.ectées HPV16-L6 (8). 
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FIGURE 58 Analyse en imagerie de l'altération des communications 
intercellulaires dans les cellules L6 normales (L6) (A) et transfectées 
par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (B). 
Chacune des lignes représente une cellule individuelle suivie et 
analysée en fonction du temps et de l'agoniste utilisé. Ici c'est le 
DMSO 1% qui a été utilisé comme agoniste. On note une 
synchronisation de la r~ponse à l'agoniste dans le cas des cellules l6 
(A) alors qu'une absence de synchronisation de la réponse à 
l'agoniste est observée dans les HPV16-L6 (B). 
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FIGURE 59 Analyse en imagerie de l'effet modulateur de l'acide rétinoique 
extracellulaire sur la réponse calcique intracellulaire des cellules L6 
normales (A) et transfectées par le virus du papillome humain type 
16 (HPV 1 6-L6) (8). 
Les cellules normales ne répondent pas par un influx de calcium à 
l'exposition à l'acide rétinoique (A). Par contre on obtient, après un 
temps de latence, une réponse transitoire progressive chez les 
cellules transfectées HPV 1 6-L6 (8) . 
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FIGURE 60 Images séquentielles en imagerie des rapports de concentration du 
calcium intracellulaire des cellules, L6 normales (A) et transfectées 
par le virus du papillome humain type 16 (HPV16-L6) (8), stimulées 
par l'acide rétinoique 3 pM. 
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DMSO. Il suscite une faible réponse soutenue dans les deux types de cellules, la 

réponse décroît avec le temps. On notera encore une fois l'absence de synchronie 

dans la réaction des cellules transformées (Figure 58). C'est particulièrement net 

après 40 min. 

Il ressort de nos résultats que l'exposition aux différents modulateurs provoque 

un influx de calcium dans les cellules. Cet influx se poursuit suivant des patrons 

différents jusqu'à 24 hrs. Après 24 hrs, l'effet diminue puis s'annule. Dans un 

milieu riche en calcium comme le DMEM, les cellules sont saturées et nous n'avons 

obtenu aucune variation de l'influx de calcium exogène en présence des effecteurs. 

Le 0600 (un bloqueur des canaux calciques de type L) cause une réduction de 

la réponse calcique d'environ 40 à 50% mais pas de suppression. Ces résultats 

confirment ceux obtenus par microspectrophotométrie. 

c) Acide rétinoïque: L'amplitude de la réponse est faible dans les cellules 

normales et transfectées. Les cellules LB ne montrent pas de réponse significative 

au RA. On notera cependant l'oscillation du Ca 2 + intracellulaire dans les cellules 

traitées. Dans les cellules transfectées par le HPV16 la réponse est faible, 

transitoire et retardée par rapport à celle du témoin (Figure 59). ·La faible amplitude 

de la réponse des témoins ainsi que la réponse légèrement plus intense des cellules 

transfectées sont confirmées par l'imagerie (Figure 60). 
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11 .4 Réponse des kératinocvtes aux modulateurs de différenciation 

Par comparaison avec les L6 nous avons étudié les réponses calciques aux 

agonistes dans le modèle Balbc/MK. Nous avons limité les tests aux effets 

précoces qui sont seuls significatifs dans ce modèle. La réponse au calcium est 

immédiate et transitoire chez les témoins. Par contre, la réponse des cellules 

transformées est soutenue pendant les dix minutes de mesure (Figure 61). Son 

amplitude est du même ordre que celle obtenue avec les myoblastes. L'effet du 

DMSO est moindre. Aucune différence majeure entre cellules saines et 

transfectées n'a été notée. 



FIGURE 61 Analyse séquentielle en imagerie des rapports de concentration du 
calcium intracellulaire des kératinocy~es normaux (8albc/MK) (Al et 
transfectés par le virus du papillome humain type 16 (HPV16) 
(HPV16-8albc/MK) (8) stimulés par le calcium extracellulaire. 
La réponse à l'exposition au calcium exogène est de type transitoire 
pour les cellules 8albc/MK normales (A) et de type soutenu pour les 
cellules transfectées HPV 1 6-8albc/MK (8) . 
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PARTIE C: Communications intercellulaires 

12. COMMUNICATIONS INTERCELLULAIRES 

Nous avons étudié ces communications car elles jouent un rôle important dans 

la diffusion des petites molécules et particulièrement des messagers secondaires. 

Les canaux responsables de la communication cytoplasme à cytoplasme sont 

appelés jonctions lacunaires. 

1 2. l Étude des communications intercellulaires in situ 

L'effet du HPV16 sur les jonctions lacunaires entre myoblastes a été étudié par 

microscopie électronique à l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre la 

connexine 43 : une protéine hexamère qui compose les jonctions lacunaires 

(Figure 27). La présence de ces structures est nettement diminuée dans les 

cellules HPV16-L6 par rapport aux cellules normales (Figure 17). 

1 2. 2 Cytométrie de flux 

L'analyse en cytométrie de flux à l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre 

la connexine 43 indique que cette protéine est moins exprimée dans les cellules 

transformées par le HPV16 que dans les cellules témoins (Figure 62). 

À titre d'exemple, au jour 6 un faible pourcentage de cellules L6 normales (5%) 

expriment faiblement la connexine 43, tandis que les cellules HPV16-L6 

n'expriment plus cette protéine. 



FIGURE 62 Évaluation par cytométrie de flux de l'expression de la connexlne 
dans les cellules L6 normales (A) et transfectées par le virus 
papillome humain type 16 (HPV16-L6)(B). 
Jour 1 (01), Jour 3 (03), Jour 6 (06), Jour 9 (09) et Jour 1 
(0 12). 
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12.2.1 Technique du chargement oar grattage: "scrape loading" 

Les cellules ne sont pas perméables au colorant "jaune Lucifer". Le principe est 

de léser les cellules par un ou deux traits au scalpel et de recouvrir les cellules de 

colorant pendant un temps très court. Seules les cellules lésées vont se charger 

en colorant. La circulation du colorant vers les cellules avoisinant la cellule lésée 

ne peut se faire que par les jonctions lacunaires. Le chargement du colorant "jaune 

Lucifer", par incision de cellules normales et transformées par le HPV16, a montré 

un effet différentiel. La redistribution du colorant se fait de manière plus efficace 

~dans les cellules témoins que dans celles transformées par le HPV16 (Figure 18). 

Les résultats obtenus en imagerie en particulier l'asynchronie observée dans les 

cellules transfectées (Figure 58) suggèraient une altération de la voie de 

signalisation intercellulaire permettant la circulation des messagers secondaires, 

chez les cellules exprimant le HPV16. Ceci est confirmé par les résultat ci-dessus. 
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PARTIE A: Établissement de lignées cellulaires contenant le génome 

complet du HPV16 . 
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Des lignées cellulaires contenant le génome complet du HPV16 ont été établies 

après électroporation. Cette méthode s'est avérée une méthode de choix pour les 

cellules réfractaires à la méthode de transfection par le chlorure ·de calcium 

(Graham et Van der Eb, 1973; Shivarova et al. 1983). Nous avons trouvé une 

corrélation linéaire entre la concentration d'ADN exogène et le nombre de clones 

obtenus (Ennaji et al. 1992c). Une autre relation a été mise en évidence entre la 

mortalité cellulaire, le nombre de clones obtenus et le voltage utilisé. Un voltage 

faible est associé à une baisse de l'efficacité de la transfection. L'efficacité de 

transfection optimale associée à une viabilité cellulaire de 75% est obtenue sous 

200 volts (Ennaji et al. 1992c). Ce voltage est relativement faible par rapport a 

celui mentionné dans la littérature pour les cellules B (Pott er et al. 1 984), les 

cellules de lymphome (Patter et al. 1984) et les précurseurs de granulocytes 

humains (Toneguzzo et Keating, 1986). 

Le traitement électrique des cellules ne semble affecter ni la prolifération ni la 

différenciation cellulaire (Figure 1 0). Aucune altération du programme de 

différenciation sur la base des critères morphologiques et de l'expression de l' actine 

n'a été observée (Figure 1 0). 

Les .clones c.ontenant le génome complet du HPV16 ont été isolés d'abord par 

hybridation des clones "dot blot" et confirmés par hybridation de type "Southern" 

(Figures 12 et 13) à l'aide d'une sonde génomique totale du HPV16 (Dürst et al. 
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1983). L'état physique du génome du HPV16 dans les lignées cellulaires (Figure 

12) a été caracterisé à l'aide d'une sonde génomique totale (Dürst et al. 1983; 

Wilezynski et al. 1988). Les clones contenant le génome du HPV16 intégré ont 

été caracterisés à l'aide de sondes génomiques partielles contenant des séquences 

individuelles des cadres ouverts de lecture (ORFs) du HPV16 (Tableau 3). Ces 

sondes spécifiques ont été amplifiées à l'aide du PCR (Saiki et al. 1988) et les 

séquences amplifiées ont été clonées dans le plasmide pUC 18 (Ennaji et al. 

1992b). Des séquences du PV ont été clonées et confirmées aussi par d'autre 

méthodes (Browne et al. 1988, Mallon et al. 1986, Pilacinki et al. 1984, Tomita 

et al. 1987). La détection du HPV16 à l'aide du PCR est bien connue (Shibata et 

al. 1988; Dallas et al. 1989; Melchers et al. 1989; Young et al. 1989; Chow et al. 
J 

1990; Bavin et al. 1993; Margall et al. 1993). Cette technique a été également 

utilisée pour la détection d'ADN viral autre que celui du HPV16 (Chin-Yih et al. 

1988; De lm mer et al. 1988; Anceschi et al. 1990). Le PCR permet également 

l'identification de groupe du HPV à l'aide des amorces universelles {Gregoire et al. 

1989; Manos et al. 1989). L'identification des ORFs de HPV de type se fait à 

l'aide des amorces spécifiques tel qu'indiqué dans le Tableau 6. 

Les sondes générées par PCR et clonées dans le pUC 18 {Enna ji et al. 1 992b) 

ont été utilisées pour la caractérisation de l'intégration des séquences du HPV16 

dans les clones isolés (Figure 11) et aussi pour l'étude de la transcription du 

HPV16. Ces sondes peuvent être également utilisées pour la détection dans des 

échantillons cliniques {Van den Brule et al. 1989). Ces outils de diagnostic 
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peuvent permettre un dépistage des infections à HPV16 très tôt dans les lésions 

génitales d'apparence bénigne mais contenant le génome du HPV16 (Macnab et 

al. 1986). Ceci permettrait d'agir très tôt et d'éviter l'évolution vers un cancer 

génital. Enfin les fragments d'ADN du HPV 16 amplifiés et clonés dans le pUC 18, 

peuvent être utilisés comme sonde partielle dans l'établissement d'une relation 

entre les isolats et peuvent contribuer à la résolution du problème de 

l'hétérogénéité et de la variabilité dans les populations du HPV. Les sondes 

moléculaires totales (Figure 2) et partielles du HPV16 ont permis d'isoler les lignées 

cellulaires contenant le génome complet du HPV16, nécessaires à ce travail. 

PARTIE B: Expression génétique du HPV16 et prolifération et différenciation 

cellulaire 

·1. EXPRESSION DU HPV16 

1 . 1 Analyse de la transcription 

L'étude de l'expression du HPV16 dans les myoblastes de rat in vitro constitu_e_ 

une contribution originale. En effet, ni le type de cellules ni le modèle cellulaire 

utilisés ne proviennent de l'hôte naturel du HPV16. Le modèle cellulaire présente 

l'avantage d'être inductible ce qui permet de contrôler les étapes de la prolifération 

ou de la différenciation. L'étude relativement exhaustive de la transcription du 

HPV16 au cours de la différenciation cellulaire in vitro a été réalisée à l'aide du RT­

PCR (Figure 34). L'utilisation du PCR pour la caractérisation de la transcription est 
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bien connue (Hart et al. 1990). Elle a été nécessaire dans cette étude où les 

résultats obtenus par hybridation de type "Northern" se sont montrés insuffisants. 

Une première analyse par hybridation de type "Northern" a permis de détecter 

des ARNs de différentes tailles variant de 1.2 à 5.1 kpb (Figure 35). La distribution 

de ces ARNs n'est pas toujours uniforme. Ils peuvent résulter d'un epissage 

différentiel. L'hybridation moléculaire avec des sondes moléculaires totales du 

génome complet du HPV16, et partielles, ORF de HPV16, a confirmé la présence 

des ARN dans les cellules transformées par le HPV16. 

Les transcripts précoces et tardifs ont été détectés. Parmi les gènes précoces, 

I'ORF E4 montre le plus fort signal à l'hybridation, tandis que les signaux de E6 et 

E7 ont été relativement faibles. Parmi les gènes tardifs à l'étude L 1 n'a pas étre 

détecté alors que L2 est présent à un faible niveau de transcription. L'analyse du 

niveau d'expression par hybridation de type "northern" particulièrement de E6 et 

E7, aurait été difficile sans l'utilisation de RT-PCR du fait du cheuvauchement de 

leurs ARNm (Figure 2). L'utilisation des amorces spécifiques pour E6 et E7 

(Tableau 6) alliée à la technique du PCR ont permis de tester individuellement le 

niveau d'expression de chacun de ces gènes. Comme nous l'avons mentionné, la 

méthodologie PCR utilisée, est couramment employée par l'analyse du HPV16 et 

notamment de sa transcription (Rotemberg et al. 1989; Young et al. 1989; 

Johnso.n et al. 1 990) . 

L'expression du HPV16 au cours de la différenciation cellulaire a été analysée 

sur deux semaines au niveau de la transcription et de la traduction. L'analyse des 
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produits de la transcription a montré un patron évolutif et différentiel des gènes du 

HPV16 (Figure 34). L'optimum de la transcription a été obtenue au jour 3 apres 

la mise en culture pour l'ensemble des gènes (Figure 34). Plus en détail, les gènes 

E1 a et El b sont exprimés successivement à partir du jour 1 et cessent d'être 

exprimés par la suite. Les gènes E1 a et El b sont portés par I'ORF El qui code 

pour au moins deux produits de gènes (Seedorf et al. 1985; Baker et Howley, 

1987). Le produit du gène E1 semble jouer un rôle dans le maintien du génome 

viral à l'état épisomal (Lusky et Botchan 1984). L'ORF El est hautement conservé 

et la partie C-terminale présente une certaine homologie de séquence et une 

fonction commune avec l'antigène T du SV40 et du polyomavirus (Ciertant et Seif, 

1984) . 

Dans les lésions malignes, le génome viral semble le plus souvent s'intégrer 

dans le génome cellulaire au niveau des ORFs E1 et E2 (Baker et Howley, 1987; 

Durst et al. 1987; Shirasawa, 1987). Le rôle et l'importance de l'intégration dans 

l'immortalisation et l'évolution maligne de la transformation n'est pas clair 

(Matlashewski, 1989). Nous montrons ici que l'expression du gène El précède 

dans le temps celle de tous les autres gènes. Il se pourrait donc que l'expression 

de El conditionnne celle du reste du génome. L'ORF L2 est exprimé entre les jours 

3 et 9 seulement (Figure 34). L'ORF L 1 a été détecté une fois sur cinq le jour 3 

seulement. Les ORFs L 1 et L2 codent pour des polypeptides structuraux des 

virions. Une transcription différentielle de ces gènes a été observée dans des 

lésions différant dans leur sévérité. 
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Dans les lésions pré-cancéreuses les transcripts correspondant aux ORF L 1 et 

L2 sont détectés en abondance (Crum et al. 1985). Cependant, dans les lésions 

malignes les ORF L 1 et L2 sont rarement détectés (Smotkin et Wettstein, 1986; 

Baker et Howley, 1987; Shirasawa et al. 1988). Ces faits peuvent renforcer nos 

conclusions indiquant que les lignées L6 transfectées par le HPV16 que nous avons 

utilisées étaient transformées. 

.,; 

Le produit des gènes E6 et E7 est exprimé tout au long du programme de 
'q 

:~ 

différenciation (Figure 34). Ces gènes semblent être impliqués dans l'amplification 

initiale du génome viral après l'infection (Berg et al. 1986; Matlashewski, 1989). 

Dans les lignées cellulaires qui dérivent des carcinomes génitaux humains, les 

gènes E6 et E7 sont aussi toujours exprimés (Smotkin et Wettstein, 1986; Baker 

et al. 1987; Matlashewski, 1989). Le rôle possible de leur produit dans la 

transformation a été étudié plus en détail pour le HPV16. ln vitro, il a été 

de montré que le produit du gène E7 se lie avec l' oncoprotéine Rb. Le complexe 

E7-Rb supprime l'effet du produit de gène Rb sur l'inhibition de la prolifération 

cellulaire (Dyson et al. 1989). La transformation cellulaire in vitro par E7 a été 

étudiée par Kanda et al. 1988. L'expression de E7 semble être requise pour le 

maintien de la transformation ainsi qu'il a été démontré à l'aide d'un système 

d'expression inductible, contenant le gène E7, dont le promoteur peut être activé 

par la dexamétasone. L'arrêt de l'expression de E7 s'accompagne de la cessation 

de la croissance cellulaire (Smotkin et Wettstein, 1986; Matlashewski, 1989). Le 

rôle de transactivation de E7 dans la transcription des gènes impliqués dans la 

division cellulaire est suggéré (Matlashewski, 1 989) . 
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L'activation de la transcription par la E6 est également rapportée (Crook et al. 

1991; Desaintes et al. 1992). ln vitro il a été également démontré que 

l'oncoprotéine E6 se lie avec le p53, suppresseur de tumeur cellulaire par inhibition 

de la mitose. Le complexe E6-p53 stimule la dégradation de la p53 (Crook et al. 

1991) ce qui pourrait lever l'inhibition et déréprimer le cycle cellulaire. L'ensemble 

de ces données peut expliquer la stimulation de la prolifération et le bloquage de 

la différenciation cellulaire dans les cellules transformées par le HPV16 tout au 

moins chez l'hôte naturel. 

Les transcripts du gène E4 sont exprimés aussi longtemps que ceux du gène E6 

et L2. Nous avons observé que le signal d'hybridation de ces transcripts est très 

élevé. Des études plus approfondies de ce gène seraient souhaitables mais 

dépasseraient le cadre de ce travail. 

En résumé, nos résultats confirment des observations faites in vivo aussi bien 

qu'in vitro sur les HPV et certains virus tumorigènes à ADN. Il semblerait que dans 

le modèle cellulaire L6, la transcription de E1 a soit très précoce et transitoire. Elle 

précède celle de E1 b et de tous les autres gènes. L'expression des transcripts 

transitoires dans d'autres modèles cellulaires a été également rapportée dans la 

littérature pour d'autres virus notamment pour le SV40 (Imbert et al. 1983; 

Lehman et Jacoberger, 1990). E1 b n'est exprimé que jusqu'à un stade de 

différenciation peu poussé. E4, E6 et L2 ne sont plus détectables, vers le jour 9 

où une partie de la population est alignée. Par contre, l'expression de E7 se 

poursuit jusqu'à la fin de la culture. Il est possible que le degré de différenciation 
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des cellules contrôle l'expression en cascade des gènes viraux mise en évidence 

dans notre travail. L'expression constante de la E7 pourrait être associée à la levée 

de l'inhibition de croissance par contact. Ceci suggère une implication de la E7 

dans l'immortalisation de la lignée. 

1.2 Analyse de la traduction 

L'analyse de l'expression du HPV16 dans les myoblastes in vitro a été 

partiellement testée au niveau de la traduction. La réponse d'immunofluorescence 

des protéines totales du HPV16 a été quantifiée, au cours de la différenciation des 

myoblastes, par la cytométrie de flux en utilisant des anticorps dirigés contre les 

produits des gènes des virus de papillomes. Plus spécifiquement, un des anticorps 

utilisés est dirigé contre les antigènes de groupes et de types. Cet anticorps 

polyclonal a été préparé à partir de la particule virale entière du virus de papillome 

bovin type 1 (BVP1 ). Il reconnaît donc les déterminants antigéniques de groupe. 

L'anticorps monoclonal a été préparé à partir de la protéine E6 du HPV16 (Ab-1). 

Il est donc spécifique de type. Le marquage à l'aide de l'anticorps polyclonal, 

révèle une concentration élevée de protéines antigéniques durant les premiers jours 

de culture. L'expression tend à diminuer par la suite (Figure 36). L'expression 

membranaire est faible (Figure 36) mais stable tout au long de la culture. Dans le 

cas de cellules normales, un marquage positif est obtenu (Figure 36). On ne peut 

donc tirer aucune conclusion de ces résultats, sauf que les sites antigéniques 

viraux de groupe et de type ont des homologues parmi les protéines cellulaires de 

L6. Le marquage à l'aide de l'anticorps monoc·lonal est plus spécifique. Dans les 
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cellules transformées par le HPV16, aucun marquage au niveau de la membrane 

n'a été détecté. Par contre, on observe de façon constante un marquage 

intracellulaire seulement. les résultats suggèrent que le produit du gène E6 n'est 

pas une protéine membranaire. Elle s'exprime au niveau du cytoplasme, ce qui est 

bien le cas pour la E6 ainsi que rapporté dans la littérature (Pfister et Fuchs, 1987). 

l'anticorps est plus spécifique du virus du fait qu'aucun marquage des cellules 

normales n'a été observé en cytométrie de flux. De plus, l'analyse par 

immunobuvardage a permis de détecter dans les cellules transformées par le 

HPV16 une protéine de 17 KDa qui correspondrait à E6 (Figure 37). l'équivalent 

de cette bande n'a pas été observé dans les cellules normales correspondantes 

(Figure 37). Des résultats préliminaires semblent confirmer la présence du produit 

du gène E7 dans le noyau des cellules l6 transfectées par le HPV16. 

2. PROLIFÉRATION CELLULAIRE 

les cellules HPV16-l6 ne se différencient pas de façon terminale (Figure 8) 

comme c'est le cas des cellules l6 normales qui elles, atteignent la phase de 

fusion, de formation de syncyticum et de myotubes (Figure 7). Donc le HPV 16 qui 

arrête l'évolution du programme de différenciation "ce qui permet à la prolifération 

de continuer. En effet, on note une nette différence dans les courbes de 

croissance des populations l6 (Figure 20) et HPV16-l6 (Figure 20). la 

prolifération se poursuit dans le cas des cellules HPV16-l6 (Figure 20) où l'on 

n'observe pas de phase stationnaire. Il y a perte d'inhibition de contact. Ceci a 

été observé par l'essai direct de prolifération (Figure 20A) et confirmé par un essai 
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indirect, métabolique (Figure 208). L'expression du HPV16 est tributaire donc du 

programme de différenciation des myoloblastes dans lequel la cellule ·progresse. 

En même temps, le HPV16 inhibe la phase terminale de différenciation de telle 

façon que la cellule transformée continue à proliférer. Le mécanisme possible de 

l'immortalisation peut s'expliquer par l'inhibition de la différenciation. 

3. DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE 

3. 1 Les marqueurs de différenciation 

Les parasites intracellulaires, notamment les virus sont souvent associés à une 

altération des propriétés cellulaires. Les virus, en général, utilisent la machinerie 

de l'hôte et modifient son métabolisme. Par exemple, il est possible d'observer la 

stimulation ou la suppression de la synthèse de certaines macromolécules 

cellulaires. Ces évènements produisent de nombreux changements des fonctions 

cellulaires en particulier de ceux impliqués dans les programmes de différenciation. 

La stimulation de la synthèse des macromolécules est rapportée pour certains 

papovavirus, du même groupe viral que le HPV, notamment le SV40 (Lehman et 

Jacoberger, 1990). Les modifications structurales et fonctionnelles qui sont les 

conséquences d'une interaction du HPV16 avec le programme de différenciation 

des myoblastes ont été analysées ici, par le biais des marqueurs de différenciation 

à l'aide de la méthode de cytométrie de flux. Cette technique a été utilisée avec 

d'autres virus, entre autres le SV40 (Stenman étal. 1975; Robinson and Lehman, 

1978; Christensen and Brockman, 1982; Robinson and Lehman, 1982) 

l'adénovirus (Murray et al. 1981), le cytomégalovirus (Eimendorf et al. 1988), le 
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virus herpes simplex 2 (Leary et al. 1976), le virus influenza (Kimora et al. 1985), 

le rétrovirus (Natter et al. 1982; Sinangil et al. 1985; Jacobs et al. 1986) et 

d'autres virus (Kohn et Fuchs, 1969; Reeve et Post, 1971; Gram et al. 1978). 

Dans le cas du HPV 16, aucune étude préalable mettant en parallèlle la 

différenciation des cellules L6 et l'expression du HPV16 n'a été effectuée. Les 

résultats obtenus ici constituent donc une contribution originale. Les marqueurs 

ont été utilisés à deux fins: d'une part l'identification des étapes de différenciation 

des cellules normales dans nos conditions d'expériences, d'autre part la recherche 

d'un effet de la transfection sur la différenciation. Les résultats obtenus pour 

chacun des marqueurs de différenciation seront d'abord discutés individuellement 

avant d'en brosser un tableau synthétique. 

a) L'actine est un marqueur de différenciation cellulaire universel à double rôle, 

structUral et fonctionnel. Le processus de différenciation des myoblastes semble 

être caractérisé par la dérégulation des produits de gènes tels que l'actine {3 et y 

{Endo et Nadal, 1987) et de façon parallèle par l'induction de gènes spécifiques 

aux cellules musculaires comme l'actine a, les récepteurs d'acétylcholine et la 

créatinine kinase (Sorlowski et Lingrel, 1988). Ici nous avons utilisé l'actine a. 

Outre son rôle structural très important dans les cellules musculaires l'un des rôles 

fonctionnels de l'actine a a été d'intervenir dans la transcription. La stimulation de 

la transcription par l'actine est étudiée par Bacher et al. 1991. Une augmentation 

d'expression de l'actine dans les cellules transfectées par le HPV16 a été observée 

dans notre travail (Figure 29). Ceci P.eut suggérer un effet stimulateur de l' actine 

cellulaire dans les processus de la transcription du HPV16 in vitro. Ceci est à 
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rapprocher de la démonstration de l'arrêt de la transcription des gènes E6, E4 et 

L2 qui coïncide avec la dimunition brusque de l'actine au jour 9. La stimulation par 

l'actine de la transcription du virus du parainfluenza humain type 3 (HPIV3) a été 

démontrée (De et al. 1991 ). La stimulation de la transcription in vitro par l'actine 

cellulaire a été également observée dans les cellules Hela, cellules qui sont 

transformées par le HPV18 (De et al. 1991 ). 

b) Fibronectine: Par contraste, dans les cellules musculaires, la fibronectine est 

un marq\,Jeur de différenciation spécifique. Au jour 1, 90% de la population 

normale embryonnaire est fortement marquée. Au jour 3, 22% de la population 

seulement est marquée. La population marquée tend à diminuer jusqu'au jour 6 de 

même que l'intensité du marquage malgré une certaine hétérogénéité des 

populations. Par contre, la population des cellules transfectées qui est aussi 

nettement marquée au jour 1, reste plus marquée dans l'ensemble que la 

population normale, exceptée au jour 6. Ceci correspond d'une part à la poursuite 

de la prolifération des cellules transfectées après le jour 6 et d'autre part à 

l'orientation des cellule qui se fait progressivement et de manière sporadique. 

L'expression de la fibronectine est en accord avec ce qui est rapporté dans la 

littérature. La fibronectine excrètée contrôle l'orientation des myoblastes chez les 

L6. La réduction de la prolifération après addition du sérum SFV à la confluence 

s'accompagne d'une diminution d'expression de la fibronectine chez 113 de la 

population cellulaire (Kubo, 1991 c), ce que nous confirmons. 

L'expression de la fibronectine a été également étudiée dans les fibroblastes 
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(Hynes et Destree 1978). L'addition de fibronectine aux cellules transformées 

s'accompagne de changements morphologiques (Ali et al. 1977; Hynes et al. 

1978). Nicholson, 1976a, b a étudié l'interaction entre les protéines de surface 

et les protéines du cytosquelette. Dans le cas de cellules transformées, une 

corrélation entre la fibronectine et J'actine a été rapportée en fin de culture (Hynes 

et Bye, 1974). Ces résultats acquis sur des fibroblastes sont opposés aux nôtres. 

On observe une corrélation négative entre les populations marquées par J' a-actine 

et celles marquées par la fibronectine, sauf en fin de culture où les deux 

populations évoluent en parallèle. Ceci est commun aux L6 et aux L6 transformées 

et semble être lié à l'orientation des cellules. 

La fibronectine joue un rôle important dans la myogénèse et dans l'adhésion à 

la matrice extracellulaire (Pierschbacher et al. 1982; Ginsberg et al. 1985; 

Haverstick et al. 1985). Elle joue également un rôle dans la morphologie 

fibroblastique et la stabilité du cytosquelette. Elle stimule la prolifération des 

précurseurs des cellules myogéniques et supprime l'expression de la desmine 

(Menko et Boettiger, 1987; Oclan et al. 1988; Knuden, 1990). Ceci peut alors 

expliquer la différence de morphologie et l'absence de fusion dans les cellules 

transformées par Je HPV16. La fibronectine semble être également impliquée dans 

la stimulation de la différenciation cellulaire terminale des cellules musculaires 

(Knuden, 1990). L'expression de la fibronectine est drastiquement réduite après 

la différenciation terminale (Kubo, 1991 c), ce que nous observons aussi. 
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c) Vimentine: L'expression de la vimentine est transitoire. Cette expression 

est intimement liée à une étape de la différenciation cellulaire, étape de la pré­

fusion cellulaire qui normalement s'accompagne de la disparition de la vimentine 

et de l'apparition des récepteurs cellulaires d'acéthylcholine (Figure 50) . Nos 

résultats désignent clairement le Jour 6 comme le début du stade de préfusion. 

Dans le cas de cellules transformées par le HPV16, les cellules ne fusionnent pas 

(Figures 8 et 14) et les récepteurs d'acétylcholine n'apparaissent pas ainsi que 

nous le verrons plus loin. D'autre part, la vimentine continue à être exprimée ce 

qui montre clairement le stade auquel les cellules transfectées sont bloquées par 

le virus. 

d) N-CAM: Le N-CAM est une molécule d'adhésion cellulaire (CAM) 

originellement identifiée dans les cellules neurales (N) d'ou leur nom N-CAM 

(Edelman, 1986; Rutishauser, 1986). Cette molécule a été retrouvée par la suite 

dans plusieurs types de cellules incluant les cellules musculaires (Knuden, 1990). 

La molécule N-CAM est une glycoprotéine intramembranaire comprenant une 

chaîne polysialique dont la polymérisation augmente avec l'âge et la différenciation 

cellulaire. Au cours de la myogénèse, et juste avant l'étape de fusion cellulaire des 

myocytes, la N-CAM passe d'une forme de masse moléculaire de 125 KDa à un 

autre forme de 145 KDa. Le degré de polymérisation de la chaîne sialique reflète 

le degré de différenciation (Moore et Walsh, 1985; Dickson et al. 1990). Notre 

anticorps ne permet pas de faire cette distinction. 
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Les N-CAMs sont pour la plupart localisées au niveau de la surface 

membranaire, mais il existe également des isoformes à localisation cytoplasmique 

autour des myofibres en voie de développement dans les cellules musculaires 

(Knuden, 1990). La N-CAM contribue à la différenciation des myoblastes (Gros in 

et al. 1985). En fait, elle est essentielle à la myogénèse des muscles du squelette 

(Knud en, 1990) . Elle est également essentielle à la fusion des myoloblasts où elle 

semble jouer un rôle de premier plan dans la régulation des gènes durant la 

différenciation des cellules myoblastiques probablement par son action régulatrice 

sur les jonctions lacunaires (Knuden, 1990). L'expression de N-CAM dans les 

cellules L6 normales (Figure 14) est légèrement moins élevée que dans les cellules 

transformées par le HPV16 (Figure 14). Au jour 6 qui est le stade de préfusion 

pour les cellules normales, il y a une diminution du marquage de N-CAM. Ensuite 

deux populations se différencient. Nous avons interprété ce résultat comme 

l'apparition de sous-population de cellules fusionnées où le N-CAM ne se trouve 

plus que dans le cytoplasme (jours 9-12, Figure 29). Par contre, on ne trouve 

généralement qu'une population fo!.tement marquée dans les cellules transfectées. 

Vers le jour 12, la baisse du marquage pourrait correspondre à l'absence de 

formation de fibres musculaires. Des études plus détaillées seraient nécessaires 

pour comprendre l'évolution de N-CAM dans les deux types de cellules. 

Des tentatives de mise en évidence par voie immunochimique de N-CAM dans 

ces mêmes cellules, L6, par Kubo, 1991 c ont échoué tandis que nous avons 

obtenu une réponse positive. La différence de résultat peut s'expliquer par la 

différence de qualité de l'anticorps utilisé. Kubo (1991 c) a utilisé un anticorps anti 
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N-CAM de souris tandis que nous avons utilisé l'anticorps anti N-CAM de rat. 

L'évolution de l'expression de N-CAM est en gros antiparallèle de celle de la 

fibronectine, ce qui est logique d'après leur fonction au cours de la différenciation. 

Ainsi: Sur le plan de la morphologie nous avons pu distinguer 5 stades de 

différenciation jusqu'à la formation des myotubes. Le patron d'expression des 

marqueurs nous permet de les spécifier: jusqu'au jour 3 les cellules se multiplient 

et possèdent un taux elevé d'actine et de fibronectine. La molécule d'adhésion N­

CAM est fortement synthétisée. Au jour 6 les cellules acquièrent la bipolarité et 

s'orientent d'où un taux plus élevé de fibronectine et de vimentine pendant que 

l'actine et surtout la N-CAM décroissent - c'est le début du stade de préfusion. 

Entre le jour 6 et 9 c'est le stade de préfusion et de formation des syncitium: la 

vimentine chute brusquement de même que la fibronectine et N-CAM. La chute 

de N-CAM correspond au début de la fusion. Les membranes fusionnent et N-CAM 

qui forme le ciment intercellulaire, est catabolisé. Entre le jour 9 et 12 les 

myotubes apparaissent. Le patron est voisin de celui du jour 9 sauf pour la 

fibronectine qui remonte. Ceci pourrait être relié à l'orientation de nouvelles 

cellules en voie de fusion. 

Clairement, le stade d'arrêt de la différenciation, se situe à la préfusion à partir 

du jour 6 de culture pour des cellules transfectées. 

el Les cytokératines: Les marqueurs de différenciation des Balbc/MK sont 

constitués par une famille de filaments intermédiaires de masse moléculaire 40 à 

69 KDa: les cytokératines (Mali et al. 1982). Normalement, dans l'épiderme, les 
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cytokératines qui reconnaissent les couches basales sont caractéristiques de stades 

peu différenciés. Les couches suprabasales et les couches kératinisées expriment 

des cytokératines caractéristiques de stades de plus en plus différenciés. Ceci est 

également vrai quand on va des épithelia simples aux épithelia stratifiés. 

Généralement, les cytokératines de poids moléculaire faible sont caractéristiques 

d'états peu différenciés. La progression de la différenciation s'accompagne de 

l'expression de cytokératines de poids moléculaire plus élevé. Mais- fait important 

- le patron de différenciation est vertical dans les couches successives. Dans notre 

modèle, les cellules proviennent initialement de la couche supérieure d'épiderme 

murin embryonnaire. Nous avons observé in vitro que dès le stade de confluence 

tous les marqueurs de tissus différenciés sont exprimés notamment la molécule K 1 

de masse moléculaire 68 KDa, comme l'ont montré les anticorps monoclonaux 

utilisés en immunocytofluorescence et confirmé par western blot. Les seuls 

changements observés sont d'ordre quantitatif. On n'a pas pu mettre en évidence 

de marqueur sélectif. On ne peut pas établir de patron car ces changements sont 

graduels. Ceci peut se comprendre du fait de l'origine des cellules qui proviennent 

d'une couche d'un horizon déterminé déjà engagé dans son programme de 

différenciation, alors que la différenciation des épidermes et épithelia est 

"verticale". Nous avons en outre observé que le HPV16 ne modifie pas 

qualitativement l'expression des cytokératines. Nous confirmons ainsi des résultats 

obtenues par Roop et al. 1988. 
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3. 2 lmmortalisation et transformation 

On note que la morphologie, la courbe de croissance et la différenciation des 

cellules HPV16-L6 sont altérées en culture in vitro. L'altération morphologique est 

l'une des caractéristiques de_ la transformation phénotypique de plusieurs types de 

cellules transformées en culture (Hanafusa, 1977; Pastan and Willingham, 1978). 

Les cellules HPV16-L6 sont relativement rondes et très vacuolisées. Par contraste, 

les cellules normales sont bipolaires et peu vacuolisées. De plus, les cellules 

HPV16-L6 montrent un temps de doublement relativement court par rapport à celui 

des témoins (Figure 20). Chez ces mêmes cellules la courbe de croissance 

demeure exponentielle alors que la phase stationnaire est en général atteinte après 

6 jours dans le cas des cellules L6. Les cellules témoins évoluent vers l'état de 

différenciation terminale caractérisé par la formation de myotubes alors que les 

cellules transfectées n'ont jamais atteint cet état de différenciation, pas plus que 

l'état antérieur de fusion cellulaire. 

Le bloquage de la différenciation qui laisse aux cellules leur potentiel de 

prolifération pourrait rendre compte de l'immortalisation observée dans les deux 

modèles cellulaires. 

Nous pensons qu'il y a également transformation: 

i) Il y a formation de colonies en milieu semi-solide ensemencé par une suspension 

de cellules HPV16-L6 (Figure 24) . 
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ii) Les réarrangements génomiques et la fréquence des doubles minutes renforcent 

l'hypothèse de la transformation (Figure 19) et peuvent en être en partie 

responsables. 

iii) Chez les kératinocytes, les cultures deviennent indépendantes de l'hormone de 

croissance EGF. 

iv) Les lignées de HPV16-Balbc/MK et les HPV16-L6 transfectées ont une tendance 

à pousser en suspension. 

Il est possible que la transformation résulte de l'activation de proto-oncogènes 

via certains produits du génome viral (Nishizuka, 1986) par exemple par suite des 

réarrangements chromosomiques. A ce point de notre travail, nous n'avons pas 

de résultats concrets à présenter. 

4. ASPECT MECANISTIQUE 

L'étude des marqueurs de différenciation des kératinocytes: les cytokératines 

ne nous a révélé que des différences quantitatives. Ceci rendait difficile 

l'établissement d'une relation entre les étapes de la différenciation et l'expression 

du virus. C'est pourquoi nous n'avons rapporté ici que les résultats mécanistiques 

sur les kératinocytes, aux fins de comparaison avec le modèle L6. 

4. 1 Protéine kinase C (PKC) 

Les PKC sont une famille de sérine/thréonine kinases qui jouent un rôle majeur 

dans une des voies de la signalisation cellulaire. Ces enzymes sdnt impliquées 
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dans plusieurs processus biologiques notamment la prolifération, la sécrétion et la 

différenciation (Nishisuka, 1984a,b). l'implication de la PKC à la fois dans la 

prolifération et la différenciation justifie le choix de son étude dans le cadre de ce 

travail. 

l'hypothèse d'une interférence des HPVs avec les processus de signalisation 

a été d'abord proposée par Matlashewski et al. 1988. Ceci nous a amené à voir 

si une relation peut être établie entre la PKC et la différenciation/prolifération 

cellulaire en utilisant des modèles cellulaires dont les cellules ont le potentiel de se 

différencier sous l'action de différents modulateurs. Les protéines kinases C (PKC) 

sont des enzymes multispécifiques (Nishizuka, 1984a,b). Différentes isoformes de 

la PKC ont été décrits (Caussens et al. 1986; Knopf et al. 1986; Ono et al. 1988). 

Ces isoformes sont localisés dans la membrane plasmique, le cytoplasme et la 

membrane nucléaire. Elles ne semblent pas différer dans leur activité. Les espèces 

cytoplasmiques peuvent être transportées dans la membrane plasmique sous l'effet 

d'effecteurs comme le TPA et dans la membrane nucléaire. En outre, les PKC liées 

à la membrane peuvent s'y trouver sous une forme active et inactive. le TPA qui 

active les PKC membranaires directement quand il est ajouté au milieu réactionnel, 

a un effet activeur chez les témoins et les clones transfectés. La dualité dans le 

contrôle de la PKC sur la prolifération cellulaire a été décrite en détail par Kikova 

et al. 1989. 

La transfection de fibroblastes par des vecteurs contenant des gènes sur­

exprimés de PKC (Pearson et al. 1988; Housey et al. 1988) affecte le contrôle de 
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la croissance qui est largement augmentée dans ces cellules. Ceci renforce 

l'hypothèse de l'implication de la PKC dans la prolifération. L'activité PKC est très 

augmentée dans les cellules HPV16-L6 (Tableau 41 ). Ceci est vrai pour l'activité 

membranaire de base (qui mesure à la fois l'autophosphorylation de l'enzyme et 

probablement l'activité sur un substrat endogène), pour l'activité membranaire sur 

le substrat synthétique et l'activité cytosolique (Tableaux 10 et 11). 

L'augmentation d'activité semble associée à la prolifération accrue des cellules 

transformées et peut être à une transcription plus élevée. Ceci est à rapprocher 

de l'observation que la transfection de myoblastes par la phospholipase C (PLC) 

altère et prévient la fusion en myotubes (Knuden et al. 1989): La phospholipase 

C clive le phosphatidylinositol pour donner le diacylglycerol (DAG) et l'inositol 1 ,4,5 

triphoshate. DAG est l'effecteur obligatoire de la PKC. Notre interprétation des 

résultats serait que le virus altère la phospholipase C qui libère le diacyglycerol 

affectant l'activité, PKC. L'augmentation de l'activité PKC accélérerait la 

croissance et en même temps bloquerait la différenciation au stade pré-fusion. 

L'augmentation de l'activité PKC par le virus rendrait compte à la fois de 

l'augmentation de la transcription, (en association avec l'a-actine) de 

l'immortilisation et du bloquage de la différenciation au niveau pré-fusion. Un 

contrôle indirect négatif de la PKC pourrait s'exercer sur les jonctions lacunaires, 

ainssi que nous l'avons observés, renforçant l'effet positif sur la prolifération. 
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4.2 Identité del'enzyme 

Il a été proposé que l'isoforme majeure de la PKC dans les muscles du squelette 

de la souris soit un nouveau membre de cette famille: nPKCe (Osada et al. 1992). 

Nos résultats semblent le confirmer: D'une part nous avons identifié une protéine 

par immunobuvardage de même poids moléculaire (Figure 42) que celle decrite par 

Osada et al. 1992. D'autre part, le patron d'inhibition de nos enzymes ne 

correspond pas à celui de la PKC conventionnelle: Nous avons obtenu une 

inhibition de 100% par un inhibiteur de la PKC (qui inhibe aussi la PKC classique). 

Cependant, le peptide inhibiteur spécifique n'est actif qu'à environ 30% contre 80 

à 90% chez la PKC usuelle. En outre, la chélérythine qui est en compétition avec 

le substrat pour le site actif inhibe spécifiquement à 1 00% la PKC conventionnelle 

et n'inhibe notre enzyme qu'à 15%. Ces deux derniers résultats montrent que la 

PKC conventionnelle a plus d'affinité pour le substrat synthétique utilisé que celle 

des cellules de muscles du squelette et indique donc une différence probable 

d'isoformes. La PKC conventionnelle coexiste avec le nPKC et l'activité mesurée 

est celle des isoformes en mélange. 

4.3 Effet des modulateurs de différenciation 

Plusieurs raisons nous ont incités à mesurer l'effet de modulateurs connus de 

la différenciation cellulaire. La PKC peut répondre à ces modulateurs de deux 

manières i) par une stimulation précoce et transitoire liée à l'amorce de la 

différenciation, ii) par une stimulation tardive soutenue qui semble associée à la 
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croissance. l'évolution cinétique de la réponse de la PKC reflètera donc la réaction 

des cellules à l'effecteur. 

le calcium est un inducteur de différenciation dans les deux modèles cellulaires 

étudiés. Toutefois, si la PKC est impliquée dans la différenciation des 

kératinocytes, elle ne l'est pas, tout au moins directement, dans la différenciation 

des cellules L6 où ce rôle est tenu par la PKC dépendante de la calmoduline. Le 

DMSO a généralement un effet inducteur de la différenciation tandis que l'acide 

rétinoïque (RA) est plus spécifique. Nos résultats montrent que: 

1) les agents inducteurs de la différenciation qui sont associés à l'inhibition de la 

prolifération induisent une réponse précoce (1 0-30 min.) de la PKC qui est 

suivie par une diminution de l'activité. C'est le cas pour le DMSO 1% dans les 

cellules l6 (Figure 39A) ou de la réponse au calcium et au DMSO dans les 

Balbc/MK (Figures 40A, C). Cette observation est en accord avec la littérature 

qui indique une augmentation rapide de la PKC après exposition des cellules à 

un agent de différenciation (Gainer et al. 1985; Lichti et Yuspa, 1988). 

le progrès dans la différenciation est inversement ·corrélé à la prolifération 

cellulaire donc, il est possible qu'une activation précoce de la PKC par des agents 

inducteurs de la différenciation, joue un rôle dans une régulation négative de la 

prolifération dans les cellules en voie de différenciation comme on l'observe avec 

le traitement au DMSO 1% et au calcium 1.8 mM dans les cellules l6, et les 

kératinocytes. 
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2) Par opposition à l'augmentation transitoire précoce de la PKC èn réponse aux 

inducteurs de différenciation, il semble qu'une activité modérée mais soutenue 

de la PKC, soit associée à la régulation normale de la croissance dans les 

systèmes qui sont en voie de prolifération ce qui est le cas dans les modèles 

cellulaires utilisés dans le cadre de ce travail comme l'illustre bien nos résultats 

(Figures 398,C et Figures 408,C). Comme nous l'avons détaillé dans la section 

résultats, nous avons observé: i) une corrélation positive entre l'activité PKC 

et la croissance chez les cellules HPV16-l6 et chez les l6 dans le cas où le 

modulateur avait un effet positif sur la croissance (Figure 43). 

l'activation de la PKC est maintenue durant la prolifération des populations de 

cellules et diminue avec le temps en raison de la confluence de la culture ou de la 

différenciation terminale (Figures 39C et 40C). Un résultat très intéressant est à 

signaler: le calcium n'est pas un effecteur de la nPKC e contrairement à l'enzyme 

conventionnelle. Dans les cellules L6 exposées à la dose élevée de calcium, on 

note cependant une activation de l'activité dans la membrane (Tableau 8). A 

l'opposé, l'activité dans le cytosol diminue notablement (Tableau 1 0) en réponse 

au calcium (il y a un effet dose très net). Ce résultat peut-être interprété de deux 

manières: soit que chez les myoblastes la PKC classique soit localisée sur la 

membrane, soit que le calcium (comme le TPA pour l'enzyme conventionnelle) 

provoque la translocation de l'enzyme nPKC cytosolique dans la membrane. Ce 

résultat n'apparaît pas dans les cellules transfectées, soit que l'augmentation 

d'activité n'affecte que la nPKC soit que la cellule devienne insensible au calcium. 
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L'effet du calcium deviendrait alors décelable seulement par son action sur la PKC 

conventionnelle. 

Chez les Balbc/MK c'est la PKC classique qui est l'isoforme principale. La 

régulation dans le temps inclue la phosphorylation des récepteurs de I'EGF, qui 

induit une perte rapide de l'affinité. Ceci conduit à la réduction de la prolifération 

cellulaire (Schessinger, 1986). Deux résultats majeurs sont mis en évidence: i) 

l'enzyme n'est pas ou peu activée par la présence du virus contrairement à la 

réponse observée chez les myoblastes (Tableaux 8, 9, 13 et 14). ii) 

l'augmentation d'activité en réponse au calcium et au DMSO caractéristique de 

l'induction de la différenciation par ces modulateurs est complètement inhibée par 

la présence du virus (Figures 39A,B,C,D et Figures 40A,B,C). 

Ainsi, dans les deux systèmes cellulaires la réponse de la PKC aux inducteurs 

de différenciation est inhibée. Par contre, l'augmentation d'activité de l'enzyme 

est spécifique de la cellule hôte. Elle est liée dans les cellules L6 aussi bien à 

l'arrêt de la différenciation et à la prévention de la fusion qu'à l'augmentation de 

la prolifération. Chez les Balbc/MK elle est surtout associée à l'arrêt de la 

différenciation. 

4.4 Calcium intracellulaire 

Dans les deux modèles cellulaires étudiés, L6 et Balbc/MK, le calcium induit la 

différenciation terminale en myocytes et kératinocytes. Le calcium joue également 

un rôle essentiel dans le prolifération de ces cellules. Il est aussi un effecteur 
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obligatoire des protéines kinase C conventionnelles qui par ailleurs règlent l'influx 

de calcium en agissant sur I'ATPase de la pompe calcium. 

Le calcium intracellulaire est strictement régulé. Il peut provenir soit de sources 

extérieure à la cellule, soit des sites intracellulaires où il est séquestré notamment 

dans le réticulum endoplasmique et peut être les mitochondries. 

Les mécanismes de contrôle de la concentration en Ca2 + dans le cytoplasme de 

myoblastes ne différent pas fondamentalement de ceux intervenant dans d'autres 

cellules excitables. Dans les cellules au repos, la perméabilité de la membrane 

plasmique pour le Ca 2 + est faible mais pas nulle, et une petite entrée de Ca2 + 

résulte du gradient électrochimique. Cette entrée est contrebalancée par deux 

systèmes d'extrusion dont l'importance relative est encore mal précisée: une Ca2 +­

ATPase (pompe à calcium) côntrolée entre autre par la PKC et un échangeur 

Na+ /Ca 2 + qui participent également à la régulation de la concentration basale de 

Ca2+; Le réticulum endoplasmique, peut séquestrer l'ion grâce à une Ca2+ -ATPase 

à haute affinité et les mitochondries, possèdent un système de séquestration à 

haute capacité mais basse affinité, qui n'intervient que lors d'une augmentation de 

concentration du Ca2 + cytoplasmique. D'autres organites, granules et le 

cytosquelette sont riches en Ca 2+, mais ne paraissent pas impliqués dans le 

métabolisme à court terme du Ca2 + cytoplasmique et leur rôle n'est pas bien établi. 

Le calcium est impliqué dans plusieurs processus physiologiques tel que la 

sécrétion, (Penner et Neher, 1988) la division cellulaire, (Poe nie et al. 1985, 1986) 

l'excitabilité neuronale (Miller, 1988) la contraction musculaire via la signalisation 
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cellulaire où il joue le rôle de second messager. Le rôle activateur du Ca2 + sur la 

PKC conventionnelle est bien documenté (Takai et al. 1979; Kishimoto et al. 1980; 

Nishizuka, 1988; Whitfield, 1990). L'activation de la PKC par le Ca2 + nécessite 

de faibles variations de concentration endogène du cation (Takai et al. 1979; 

Kishimoto et al. 1980). Le Ca2 + peut provenir du milieu extracellulaire ou du milieu 

intracellulaire à partir des compartiments intracellulaires dont il est libéré en 

réponse à certains agonistes (Berridge, 1987). Les variations physiologiques du 

calcium (Ca2 +) cytosolique contrôlent le fonctionnement de la PKC in vivo. 

De nouvelles techniques en électrophysiologie combinées à la chimie, par 

exemple l'utilisation des indicateurs de fluorescence sensibles au calcium qui 

peuvent être chargés facilement dans la cellule (Tsien et al. 1982; Grynkiewiecz 

et al. 1985) (Grapengiesser et al. 1989; Morley et al. 1992) et l'imagerie (Poenie 

et al. 1986) ont été développées. De telles techniques ont permis de suivre des 

changements intracellulaires de calcium dans des temps de l'ordre de la 

milliseconde dans une cellule vivante mais aussi de suivre l'organisation spaciale 

du calcium dans le même temps. 

La dynamique de processus rapides tels les changements de polarité 

membranaire liés aux variations de concentration d'ions intracellulaires, peut être 

ainsi étudiée à partir d'images en déterminant les rapports de fluorescence 

(Masson, 1991 ). Par exemple, la concentration en ion Ca2
+ peut être suivie à 

l'aide d'un fluorophore, le tura 2, qui montre deux pics d'absorption (340 et 380 

mm). Le spectre change avec la liaison de l'ion Ca2 + libre au fura-2. Alors que le 
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premier pic croît, le second décroît avec la quantité de Ca 2 + lié. Le pic d'émission 

se situe à 510 nm. L'enregistrement des images obtenues permet d'étudier ces 

phénomènes rapides dans le temps et dans l'espace. Les images du calcium étant 

enregistrées par paires à 340 et 380 nm, les différentes images, rapportées à un 

standard, permettent de déterminer directement la concentration en ion calcium 

(Masson, 1991) par le rapport d'intensité aux deux longueurs d'onde. 

Nous avons établi que le calcium pénètre bien dans la cellule en utilisant un 

ionophore: l'ionomycine (Figure 46). Cette entrée de calcium est inhibée par un 

chélateur du Ca 2 + exogène: I'EGTA (Figure 46). La réponse négative des cellules 

L6 à la thapsigargine (Figure 46) (Thastrap et al. 1990) et à la caféine deux 

agonistes de la libération du Ca 2 + des compartiments intracellulaires (Figure 51) 

(Erne et Hermseyer, 1988; Callewart et al. 1989) indique que dans le milieu de 

prolifération pauvre en calcium, les cellules ne séquestrent pas de calcium dans les 

.. · .~ 

compartiments intracellulaires. Ceci est confirmé par la réponse négative ou très 

faible à I'U-73, 122 (Bleasdale et al. 1989) et au TMB8 (lshihara et Karaki, 1991; 

Morley et al. 1992). 

L'augmentation du calcium libre intracellulaire après exposition au calcium 

exogène et au DMSO provient donc d'un influx de calcium exogène. Dans le 

modèle L6 l'identification des canaux est difficile. Le fait que l'entrée du calcium 

n'est bloquée que par le cobalt (Figure 48) montre qu'on est en présence de 

canaux cationiques non spécifiques. Les bloquants tels que le 0600 (Herscheler 

et al. 1982; Lee et Tsien, 1983) sont peu actifs. Ceci démontre qu'il y a peu ou 
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pas de canaux contrôlés par le voltage à ce stade physiologique des L6. Ceci est 

confirmé par le peu d'efficacité de la dépolarisation par les fortes concentrations 

en KCI (Figure 49). 

Les canaux des cellules transfectées ont les mêmes propriétés 

électrophysiologiques, cependant elles emmagasinent un peu de calcium comme 

l' indique la libération du cation par la thapsigargine (Figure 49). Cette faible 

séquestration du calcium s'expliquerait par le fait que la concentration en calcium 

intracellulaire libre est plus elevée dans les cellules transfectées. Nos résultats sont 

caractéristiques de l'état prolifératif . 

Au stade de la préfusion apparaissent les types de canaux sensibles au voltage 

(Kubo, 1990b) et les canaux dépendant des récepteurs muscariniques 

(acétylcholine} et des récepteurs adrénergiques (PGE1). Les myoblastes 

embryonnaires ne possèdent pas de récepteurs d'acéthylcholine (Cossu et al. 

1987). Ces récepteurs apparaissent juste avant la fusion des myoblastes 

(Entwistle et al. 1988). On n'a pas observé de réponse à l'acétylcholine (Figure 

50} pour les cellules transformées alors que les cellules normales ont répondu 

positivement (Figure 50). Ceci confirme bien que la fusion et la différenciation 

cellulaire terminale (Figure 50} sont inhibées par le HPV16 et cela "date" avec 

précision le bloquage de la différenciation au stade de la préfusion. 

L'effet du calcium exogène et du DMSO sur les cellules L6 normales et 

transfectées montre des différences. En réponse au calcium, le flux de calcium est 

transitoire ( 1 000 à 1300 sec) dans les cellules L6 et soutenu dans les cellules 
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transfectées. La réponse est transitoire pour le DMSO mais si elle est coordonnée 

dans les cellules L6, elle est totalement cahotique dans les cellules transfectées 

comme c'est illustré par la technique d'imagerie (Figures 57 et 58). Ce résultat est 

discuté plus loin. 

L'amplitude de la réponse aux modulateurs est intéressante. Elle est très élevée 

dans les dix premières minutes d'exposition au calcium et la régulation 

intracellulaire se fait très rapidement. Celle au DMSO est plus faible. L'imagerie 

et la spectrophotométrie ont donné des résultats similaires (Figure 44 et 57). 

L'acide rétinoïque favorise aussi l'influx du cation, l'amplitude de la réponse est 

du même ordre que celle au DMSO dans les cellules transfectées mais pas dans les 

cellules normales (Figures 27 et 49). D'après nos résultats (Figures 45, 54 et 55), 

il semblerait que les cellules transfectées aient un pouvoir de régulation du calcium 

supérieur à celui des cellules normales soit par activation des pompes éliminant le 

cation soit par séquestration (Tableau 15). Les résultats sur les kérationcytes sont 

trop préliminaires pour mériter une discussion à ce point du travail. 

PARTIE C: Communications intercellulaires 

Les interactions cellules-cellules sont généralement reconnues comme un 

facteur important dans le contrôle du cycle cellulaire, de la prolifération et de la 

différenciation. La progression du progfamme de différenciation cellulaire et le 

maintien soit de l'état de prolifération soit de l'état de différenciation, dépend en 

grande partie des interactions cellules-cellules (Phipps et al. 1990). 
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L'altération des communications cellulaires dans les cellules L6 transformées par 

le HPV16 a été démontrée par la technique du "scrape loading" (chargement par 

grattage du colorant "jaune lucifer") (Figure 18). La technique du chargement par 

grattage du colorant "jaune lucifer" permet une approche d'analyse directe et 

rapide des communications intercellulaires des cultures cellulaires in vivo. Cette 

technique permet une double évaluation de l'efficacité des communications 

intercellulaires: d'une part une évaluation qualitative des communications entre 

cellules et d'autre part une évaluation quantitative par le comptage, dans un champ 

cellulaire déterminé, des cellules récipiendaires de second ordre du colorant. 

L'analyse par le programme d'ordinateur, analyse Frap, permet une quantification 

à plus large échelle. Les résultats obtenus montrent une réduction des échanges 

cellulaires dans les cellules transformées par le HPV16 (Figure 18). Ces résultats 

sont consistants avec les données rapportées dans la littérature pour d'autres 

modèles cellulaires (El Fouly et al. 1987; Yamaski, 1991 ). 

L'expression des protéines qui composent les jonctions lacunaires, connexine 

43 (Beyer et al. 1991 entre autres) a été mesurée par cytométrie de flux (Figure 

62). La présence de la connexine 43 chez le rat, puis plus précisément dans les 

cellules L6 a déjà été démontrée (Beyer et al. 1987; Beyer et al. 1989; Baloch et 

al. 1991). L'expression de la connexine 43 dans les cellules normales (Figure 62) 

et dans les cellules HPV16-L6 (Figure 62) a été évaluée. L'expression de la 

connexine 43 dans les cellules HPV16-L6 est plus faible que dans les cellules L6. 

Le HPV16 semble altérer les jonctions lacunaires. C'est un phénomène général 

dans les cellules infectées par des virus comme SV40 et de nombreux autres virus 
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(Casteglioni et al. 1991). Les cellules transformées montrent aussi une nette 

réduction des communications intercellulaires (Yamaski, 1991 ). 

On sait que la régulation négative des jonctions lacunaires sous l'effet de l'ester 

du phorbol (TPA) se produit via la PKC (Yin oh et al. 1991 ) . Ainsi, l'élévation de 

l'activité· PKC dans les cellules HPV16-L6 pourrait expliquer la réduction des 

eommunications cellulaires observées dans ces cellules ainsi que la réponse 

çahotique de ces cellules au calcium et au DMSO. En effet le Ca2 + libre 

intracellulaire se propage de manière synchrone dans la population des cellules 

normales analysées (Figure 58). Ceci se traduit par une réaction uniforme des 

cellules normales exposées au DMSO. Par contre la réponse cahotique et 

asynchrone des cellules transformées peut s'expliquer par l'hétérogéneité 

engendrée par la pauvreté des communications intercellulaires. Dans le premier 

cas, les cellules répondent comme un champ cellulaire homogène (Figure 58), dans 

le deuxième cas la réponse est de type individuel asynchronisé (Figure 58). Le 

contrôle du patron des oscillations du Ca2 + par les jonctions lacunaires a été 

rapporté par Muallen et al. 1993. La réponse au calcium est atténuée par rapport 

à celle du DMSO parce que le calcium exogène est connu pour ouvrir les jonctions 

lacunaires. 

Basée sur nos conclusions, la relation entre les différents processus qui 

semblent concourir à l'immortalisation et la transformation des L6 transfectées est 

schématisée dans la Figure 63. Ces schémas seront expliqués dans la conclusion 

de cette thèse. 
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les résultats obtenus dans le cadre de ces recherches confirment les 

hypothèses de travail que nous avons émises au début. Nos conclusions découlent 

d'une étude détaillée d'un modèle cellulaire inductible de différenciation 

(myoblastes murins) transfecté par Je génome complet du HPV16 et de la 

comparaison avec un second modèle embryonnaire: kératinocytes murins. 

1 . Une relation a été établie entre l'expression de marqueurs spécifiques et la 

différenciation spontanée et induite des myoblastes de rat. Elle a permis 

l'établissement de relations entre les étapes du programme de différenciation et 

l'évolution de processus cellulaires liés à l'une des voies majeures de la 

signalisation. Elle a également permis de détérminer avec précision le stade de 

différenciation bloqué par le HPV16. 

2. l'étude de la transcription du virus montre une expressiol') différentielle et 

transitoire des différents cadres ouverts de lecture (ORFs). Une relation entre 

l'expression des divers gènes viraux et l'état de différenciation des cellules est 

démontrée. La transcription du gène E1 est limitée aux stades peu différenciés. 

le maximum d'expression des autres ARNs se situe entre les jours 3 et 6. Cette 

observation a été confirmée par immunodétection en cytométrie de flux. Après le 

jour 9, seul le gène E7 continue d'être exprimé. 

3. le HPV16 bloque la différenciation. Nous avons pu déterminer avec précision 

le stade de bloquage au moment où les cellules ont acquis la bipolarité et où une 

partie de la population est alignée. Ce stade est antérieur à la préfusion. Cette 

conclusion est établie grâce au fait que le marqueur vimentine qui cesse d'être 
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exprimé au stade préfusion, continue d'être présent jusqu'à la fin des expériences 

dans les cellules transfectées par le HPV16. De même, le canal calcium activé par 

l'acétylcholine très spécifique du stade de préfusion n'est exprimé que chez les 

contrôles. Le bloquage de la différenciation peut être responsable de la 

dérégulation de la croissance des cellules. 

4. Les cellules transfectées sont immortalisées et transformées comme plusieurs 

de nos résultats semblent l'indiquer: les cellules perdent leur dépendance vis à vis 

des hormones de croissance, elles peuvent croître en suspension et forment des 

colonies sur les milieux semi-solides. Enfin, on peut trouver des réarrangements 

chromosomiques spécifiques dans toutes les cellules et des doubles minutes dans 

50% des karyotypes des cellules L6 examinés. Nous n'avons pas fait d'expérience 

in vivo pour tester la tumorigénicité. 

5. Il semble que la signalisation cellulaire soit responsable
1 

directement ou 

indirectement du bloquage de la différenciation, de l'immortalisation et peut être 

de la transformation en coopération avec des oncogènes cellulaires. 

L'enzyme nPKC e est l'enzyme suractivée dans les cellules HPV16-L6. Elle 

semble directement associée à l'augmentation de la prolifération mais pourrait agir 

par son action négative sur les communications intercellulaires qui sont largement 

altérées. En effet, une réduction des échanges par les jonctions lacunaires est 

toujours liée à une augmentation de la prolifération cellulaire. En outre, bien que 

non impliquée dans la différenciation cellulaire des myocytes (c'est la calmoduline­

kinase C qui en est l'élément majeur) l'activation de la nPKC 0 pourrait être 
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responsable de l'inhibition de la fusion des myocytes. l'inhibition de la fusion par 

une PKC suractivée a été demontrée par d'autres auteurs dans un autre modèle 

cellulaire. L'hyperactivité de l'enzyme pourrait donc être l'agent causal de l'arrêt 

de la différenciation au stade préfusion. Enfin l'enzyme pourrait contribuer à un 

dérèglement de la transcription par son activité au niveau nucléaire. le patron 

d'inhibition de l'enzyme nous conduit à penser que sa dérégulation se produit en 

amont par une activation de la phospholipase C. 

6. Le bloquage de la différenciation par le virus a été confirmé dans un autre 

modèle cellulaire (les kératinocytes murins) que nous avons transfecté. Les 

inducteurs de la différenciation sont sans effet sur ces cellules. la PKC 

conventionnelle propre à ces cellules ne répond plus aux inducteurs, mais elle n'est 

pas hyperrégulée en présence du virus. 

7. Enfin, les perturbations montrées par le métabolisme du calcium indiquent que 

ce messager secondaire crucial pour la différenciation des L6 ne remplit plus, ou 

mal, son rôle dans les HPV16-L6. 

On peut donc dire que le virus bloque la différenciation dans deux modèles 

cellulaires, mais que la réponse de la PKC est spécifique de l'hôte. Sur la base de 

nos résultats, nous proposons un schéma résumant le mode d'action possible du 

virus (Figure 63). 
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Dans les myoblastes (Schéma 63A) 

-1. Milieu prolifératif: Le calcium n'est que peu ou pas accumulé dans les 

compartiments. Si la PLC est activée sous l'influence du HPV16, la nPKCe qui 

dépend de DAG et plus faiblement les PKC conventionnelles seront activées. 

Ce qui est le cas. L'élévation du taux de calcium n'est pas nécessaire puisque 

la nPKCe ne dépend pas de ce cation. Par contre, l'élévation du calcium par 

libération du calcium des compartiments est un prérequis pour la fusion. Ni les 

contrôles, ni les cellules transfectées ne pourront fusionner dans ces conditions, 

donc la prolifération associée à l'augmentation d'activité de la nPKCe 

persistera. 

2. Milieu de différenciation: Le calcium s'accumule dans les compartiments, mais 

l'activité de la nPKCe décroît suggérant une diminuition de l'activité PLC. Dans 

les cellules transfectées 3 alternatives fonctionnant individuellement ou en 

combinaison sont possibles pour expliquer le bloquage de la fusion. 

i) l'activité de la PLC ne génère plus assez de IP3 pour libérer le calcium des 

compartiments , 

ii) les récepteurs muscariniques (acétylcholine) ne sont pas exprimés ou ne 

sont pas fonctionnels, 

iii) les pompes libérant le calcium du réticulums endosarcoplasmiques sont 

altérées . 
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Dans les kératinocytes (Schéma 638) 

Ces cellules ne possèdent que la PKC conventionnelle, dépendant du calcium. 

D'après nos résultats l'activité de la PKC n'est pas activée par le virus, même 

en présence de calcium exogène, alors que l'enzyme des témoins Balbc/MK 

répond au calcium. Dans les cellules HPV16-Balbc/MK, une activation de la 

PLC ne produirait d'effet sur la PKC que si le calcium peut être libéré des 

compartiments or aucune activation n'est observée. De plus, la réponse au 

calcium exogène qui devrait libérer le calcium des compartiments et augmenter 

l'activité PKC ne se produit pas. Ces observations suggèrent encore un 

bloquage du calcium libéré du réticulum endoplasmique. Il semblerait donc que 

bien que l'on obtienne une réponse spécifique de l'hôte, le bloquage de la 

différenciation dans les deux systèmes étudiés relève du même processus, une 

altération de la régulation du calcium intracellulaire. 



FIGURE 63 Schéma hypothétique illustrant les processus impliqués dans la 
stimulation de la prolifération et le bloquage de la différenciation par 
le virus du papillome humain type 16 (HPV16) dans les cellules l6 
(A) et les kératinocytes (Balbc/MK)(B). Récepteur (R}, acétylcholine 
(Ach}, complexe protéine G (G), phosphate inositol 4,5-biphosphate 
(PIP2), · diacétylglycérol (DAG), inositol 1 ,4,5-triphosphate (IP3), 
phospholipase C (PLC), réticulum sarcoplasmique (RS), protéine 
kinase C (PKC), jonction lacunaire (GJ). 
Cellules l6 (A): 
Dans le cas où le virus activerait la phospholipase v (PLC} · qui 
dégrade le PiP2 en iP3 et DAG: si la PKC impliquée dans la 
prolifération des myoblastes est bien une isoforme indépendante du 
calcium (nPKCS), elle sera largement activée par l'augmentation du 
taux de DAG (diacylglycérol). la PKC conventionnelle par contre, ne 
sera pas activée si la libération du calcium de ses compartiments est 
inhibée ou si le virus inhibe la voie menant à la phospholipase p via 
la protéine G. Cette voie, n'est pas utilisée en effet, puis qu'elle 
dépend du récepteur de l'acetylcholine qui n'est pas exprimé chez 
HPV16-16. 
Cellules Balbc/MK (8): 
Dans ces cellules seule la PKC conventionnelle dépendant du DAG et 
du Ca 2 + est présente. Si le virus active la phospholipase y, il faut 
invoquer un bloquage de la libération du calcium de ses 
compartiments internes pour expliquer l'absence d'activation de la 
PKC conventionnelle. 
Selon ce schéma, dans le cas de A, la PKC conventionnelle ne sera 
pas non plus activée, mais une large augmentation de l'activité nPKC 
8 sera observée. 
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ANNEXE 1 

Exemple de calcul de l'activité spécifique de la protéine kinase C (PKC) 

Tel que développé par B. Chakravarthy et al. 1991, l'essai de l'activité PKC 

n'est utilisable que pour la comparaison d'un traitement donné au contrôle 

correspondant. En d'autres termes, l'activité absolue des suspensions de 

membrane varie de manière considérable d'un jour à l'autre. Ce qui est fixe, c'est 

le rapport entre les valeurs mesurées pour le traitement par rapport à cells du 

témoin. Exemple: activité du témoin après 3 jours de culture: 100 unités; activité 

après 30 min. d'exposition au Ca 2 +: 500 unités; rapport: 5X. Même expérience 

répétée sur des cellules de même âge une semaine plus tard: activité du témoin 

650 unités; activité après exposition au Ca2 +, 3250 unités; rapport: 5X. 

De telles variations ne permettaient d'utiliser le test ni pour la comparaison des 

activités des cellules transformées par rapport au témoin correspondant, ni pour 

une étude cinétique. 

Les facteurs possible de variation sont les suivants: 

1) Nombre de cellules ensemencées par boîte de petri. 

2) Nombre d~ cellules utilisées pour la préparation des membranes pour un volume 

final fixe. 

3) Activité de la PKC membranaire sur son substrat endogène qui produit un 

artefact sur les valeurs du blanc. 
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4) Impuretés chemiluminescentes dans l'A TP frais qui cause une augmentation 

artificielle des lecturs. 

5) Teneur en protéines totales de la suspension membranaire. 

Les modifications suivants apportées au test ont permis la répétition des 

expériences de manière fiable: 

1) Le nombre de cellules ensemencées a été soigneusement contrôlé. 

L'ensemencement a été fait en triplicata. 

2) Les cellules ont été énumérées sur des échantillons ensemencés séparément. 

Le blanc doit représenter l'absorption non spécifique de l' ATP. 

3) Il a été mesuré comme suit: 1 0 échantillons de suspensions membranaires ont 

été préparés chaque jour après l'ensemencement. Ils ont été portés à ébullition au 

bain marine pour 10 min. en évitant l'évaporation. 20 pis ont été ajoutés au milieu .. 
réactionnel et mesurés tel que décrit. La moyenne des valeurs pour un temps 

donné a été comme blanc. 

4) l' ATP est soit utilisé une semaine envjron après réception soit utilisé frais, mais 

avec un blanc correspondant. 

5) Les .membranes sont congelées à -70° avant utilisation. Les suspensions sont 

plus homogènes et permettent un meilleur accès de l'enzyme au substrat. 

6) Les protéines membranaires sont estimées par la méthode de Bradford. Dans 

les calculs, la teneur en protéine est utilisée à la place du volume de suspension 

membranaire. 
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Exemple de calcul: 

mesure en cpm de la moyenne pour trois échantillons (le compteur à scintillation 

tient compte de la demi-vie depuis la date de préparation de l'A TP. Il produit 3 

lectures pour chaque échantillon et donne la moyenne et la déviation standard 

correspondante). 

cpm: 15 867 échantillons 1 

20 708 échantillons 2 

18 362 échantillons 3 

moyenne: 18 979 

Le blanc est égal à 2000 (AT récent). 

La mésure est donc: 18 979- 2000 = 16979 

Sachant que pour chaque picomole de substrat phosphorylé on a 220 cpm : 

nombre de picomoles de substrat phosphorylé: 16 979 + 220 = 77.18 

pmoles. 

Mesure des protéines: Teneur moyenne (en D.O.) en protéines membranaires 

des échantillons analysés: 0.085 correspondant à 20 ,ul de suspension. 

Ten.eur en protéine déduits de la courbe standard (essai de Bradford): 2 ,ug. 

Volume de suspension utilisé pour les réactions: 60 ,ul 

,ug de protéine dans les essais : 2 x 60 = 6 ,ug 
20 



pmoles de substrat phosphorylées per . 1 mg de protéines 

77.1 x 100 = 1286.3 
6 
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Ce nombre est parmi ceux qui ont servi à calculer l'activité spécifique du témoin 

HPV16-L6 au temp 24 hrs (Tableau 9). 

-
1 
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ANNEXE Il 

Analyses statistiques: test de student (t} 

Si l'on considère que les populations d'échantillons à comparer sont normales, 

une distribution de t peut être utilisée pour vérifier les hypothèses sur les 

différences de moyennes CX) d'échantillons indépendants. La variable quantitative 

est l'activité spécifique de la protéine kinase C (PKC). Les échantillons étant 

indépendants et d'effectifs inégaux (na~ nb) et k = 2, la comparaison des 

échantillons se fait deux par deux. Les effectifs étant inférieurs à 30 (n < 30) le 

test de comparaison se fait sur les variances bilatérales. 

Si les variances sont égales (a8
2 = ab 2) .- on effectuera un test t 

Si les variances sont inégales (a/ ~ ab2
) -.on effectuera un test t modifié. 

- Hypothèse nulle (Ho) : a8 
2 = ab 2 

- Hypothèse à tester (Hl) : a a 
2 ~ ab 2 

F calculé = S
2 

Xa 

s2 xb 
ou a2 = variance 

s = écart type 

Si F calculé ~ F a/2 , F a/2 peut être déduit d'une table après choix du seuil a: 

5%, 1% ou 0.1 %. 

D'après les calculs effectués, le test F montre qu'il existe une différence dans 

la variabilité de X entre les deux groupes (a et b). Donc on doit utiliser un test de 

t modifié bilatéral. 
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Hypothèse à tester ·: Est-ce qu'il existe une différence entre les moyennes (X) 

des groupes a et b? 

- Hypothèse principale (nulle, Ho) : pa = pb 
,, 

- Hypothèse à tester (Hl) : pa ~ pb 

L'hypothèse principale Ho est rejeté si 1 t calculé 1 > t a/2 

Avec tcalculé -[ S~x~ + S2x~ - x - xb, )~ 

na b 

v· = dL = ( ~a + s
2

x~nJ 

[
s2x/n,J: + ~ 
na-1 J l nb-1 J 

t a/2 peut être déduit de table à partir 
du degré de liberté calculé (dL) et du 
seuil: a = 5%, 10%, 0.1% 

Exemple de calcul: on veut comparer les activités spécifiques de la PKC 

membranaire dans les cellules L6 entre le témoin et le traitement au DMSO 1 % 

pour le temps 10 min (Tableau 8) . 

Données: ntémoin = 1 2, noMSO 1% = 10 n = effectif 

X = témoin = 11 5. 1 XoMso 1% = 228.0 { X = moyenne 

Sx témoin = 33 Sx DMSO 1% = 57 s = ecart type 

tcalculé = 115.1 - 228 = -5.537 

[
(33) 2 + (57) 2 ] % 

12 10 

:.'] 

·:r: q 
1 

1 

!j 
l 



v· = dL = 
[(33) 2 + ~ 
l12 · 1 oJ · 
~ +[(57)T 
L1Ll 10 
12-1 10-1 

On a partir de la table à {a= 0.1%- ta= 3.787, dL = 14 

354 

1 tcal 1 =:!:: t a12 donc 1 -5.5371 1} 3.787 =*Donc, rejet de l'hypothèse nulle Ho. 

Il y a donc une différence très hautement significative (99%) entre les groupes 

du témoin et du traitement au DMSO 1%. 

Des calculs similaires pour chacune des données des tableaux (8, 9, 1 0, 11, 13 

et 14) ont été effectués sur ordinateur. Les tableaux suivant présentent les 

résultats de cette analyse statistique. 
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ANNEXE III 

"Gene clean": Protocole du manufacturier 

The GENECLEAN® Kit 
BIO 101 Inc. 

P.O. Box 2284 
La joUa, CA 92038,2284 

(619) 546,0556 (800) 424,6101 

General Oudine of GENECLEAN® Procedure: (When 
DNA is contained in agarose,. include the parenthetical 
staternents). 

1. (Excise band from agarose gel.) 

2 • A~ld 2.5 to 3 volumes of Nal stock solution. (lncubate 
Sminutes at 45 to 55 C to dissolve agarose.) 

3 • Add GLASSMILK~ suspension. lncubate for 5 minutes. 

4 • Pellet GLASSMILKt!>/DNA complex for 5 seconds. 
Remove supematant and set aside. 

5 • Wash pellet 3 times with NEW. 

6 • Elute DNA into water or low-salt buffer. 

The above procedure takes about 15 (20) minutes to complete. 

If the user is not farniliar with the details of the above outline 
of procedure, read NOTES ON THE GENERAL OUTIINE • .. 
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