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Titre : Etude du ro6le des Papillomavirus Humains (HPV) dans la régulation du
phénotype invasif des cellules tumorales.

Résumé: Les papillomavirus humains sont responsables des cancers cervicaux mais sont également
retrouvés dans 25 a 50% des cancers de l'oropharynx et en particulier au niveau de I'amygdale
palatine. Les processus de carcinogenése induits par le virus sont bien connus mais leur réle potentiel
sur l'invasion tumorale n'a pas été déterminé. Au travers d’une étude sur des carcinomes de I’amygdale
palatine, nous mettons en évidence la présence d’HPV associé¢e a un marquage immunohistochimique
pl6 et une tendance vers une meilleure survie globale. La présence d’HPV en plus faible proportion
qu’habituellement rapportée dans la littérature pourrait étre la conséquence de la forte imprégnation
alcoolo-tabagique de la population étudiée. L’étude de 1’expression des oncoprotéines E6/E7 d’HPV 16
in vitro dans des lignées tumorales HPV positives et négatives met en évidence un effet pro-invasif des
oncoprotéines. Cet effet n’est pas associé¢ a I’expression des MMP2 et MT1-MMP. L’inhibition de ces
oncoprotéines par siRNA a pour effet d’entrainer une baisse de la capacité invasive. Cet effet est
cependant associé a une augmentation de 1’expression de la MT1-MMP ainsi qu’a une diminution de
I’occludine.

L’expression des oncoprotéines E6/E7 est donc associée au phénotype invasif des lignées tumorales.
Cependant les effets d’apparence contradictoire mis en évidence dans notre étude traduisent la
complexité de la régulation de 1’expression des oncoprotéines et de ses effets in vivo. Nous pouvons
émettre I’hypothése que la présence de variants de E6 et la régulation de 1’épissage de I’ARNm E6/E7
participe a ’acquisition de propriétés invasives des lignées tumorales HPV positives.

Mots Clefs : HPV, Cancers de I’oropharynx, E6/E7, MMP, Invasion tumorale

Title : Study of Human Papillomavirus (HPV) role in invasive phenotype regulation of
tumor cells.

Summary : Human papillomaviruses are responsible for cervical carcinoma but are also found in
about 25 to 50% of oropharyngeal carcinomas, especially in those originating from palatine tonsil.
Carcinogenesis mechanisms induced by the virus are well known but HPV involvement in tumor
invasion has not been determined. In a study of palatine tonsillar carcinomas, we show that HPV
presence is associated with p16 immunohistochemical staining and with a tendency toward a better
overall survival. The lower HPV presence than usually reported in literature could be the consequence
of heavy alcohol and tobacco consumption in the studied population. Our study of HPV16 E6/E7
oncoproteins expression in vitro, in HPV positive and negative tumor cell lines, shows a pro-invasive
effect of oncoproteins. This effect is not associated with MMP2 and MT1-MMP expression.
Oncoproteins inhibition using siRNA resulted in decreased invasion. However this effect was
associated with increased MT1-MMP expression as well as a decrease of occludin.

E6/E7 oncoproteins expression is associated with tumoral cell line’s invasive phenotype. However the
seemingly contradictory effects shown in our study illustrate the impact of oncoprotein complex
regulation in vivo. We propose that E6 variants and E6/E7 ARNm participate in the acquisition of
invasive properties by tumor cell lines.

Keywords: HPV, Oropharyngeal cancer, E6/E7, MMP, Tumoral invasion
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Aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-
alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type 1)
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
3 (protein kinase B, gamma)

Facteur autocrine de mobilité
Angiomotine

Ankyrin repeat domain 12

Activator Protein

A typical Protein Kinase C
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ATPase, H+ transporting, lysosomal 9 kDa, VO
subunit el

V-ATPase Vacuolar Adenosine Triphosphate
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Aurora kinase B
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CRB3
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CREB
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EFEMP2
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EGF
EGF1
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ENO3
ENOPH1
ENOX2
EPA
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ERAP1
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F2R
FADD
FAK

Cullin 5

Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
growth stimulating activity, alpha)

Cytoplasmic FMRL1 interacting protein 1
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polypeptide 1
DNA binding domain.

Decorin-binding protein A

DCP2 decapping enzyme homolog (S.
Cerevisiae)

Damage-specific DNA binding protein 2, 48
kDa

Dihydrolipoamide S-acetyltransferase

Discs large homolog

Down-regulator of transcription 1, TBP-binding
(negative cofactor 2)

Rupture double brin ADN
Dual specificity phosphatase 10

Disheveled

Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation
regulated kinase 2

E2F transcription factor 1
E2F transcription factor 8
Ubiquitin protein ligase E3A

Reticulocalbin 2

EGF-containing fibulin-like extracellular matrix
protein 2

EF-hand domain family, member D1
Ephrin-B1
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Early growth factor 1

Récepteur au facteur de croissance épithélial

Eukaryotic translation initiation factor 4B

Eukaryotic translation initiation factor 4E
binding protein 1

Eukaryotic translation initiation factor 5B
Elongation factor RNA polymerase I1-like 3
Enolase 2 (gamma, neuronal)

Enolase 3 (beta, muscle)
Enolase-phosphatase 1

Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 2
Activité potentialisante érythroide
Epithelial protein lost in neoplasm

Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1

V-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 4

Extracellular signal-regulated protein kinase
Endothelial cell Adhesion Molecule
Exonuclease 1

Coagulation factor Il (thrombin) receptor
Domaine de mort associée a Fas

Integrin focal adhesion kinase

FAM115A
FAS

FAS
FBXO021
FGF
FLG
FN1
FRK
FZD6
GAP
GATAG
GATAD2A
GEF
GPR1
GPRC5B
Gps2
GRB14
GRKS5
GSK3p
GTPase Ran
H2AFY
H2AFY
hADA3
HAT
HB-EGF
HDAC
HDAC9
HGF
HIF-1a
HLH
HmCM7
HMGA2
HPV
HR-HPV
HS2ST1
HSPG
HSPG2
hTERT
HUR
1AP-2

ID

ID3

IFN

IGF

Family with sequence similarity 115, member A
Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
F-box protein 21

Signal de croissance fibroblastique
Filaggrin

Fibronectinel

Fyn-related kinase

Frizzled homolog 6

Gtpase-activating protein

GATA binding protein 6

GATA zinc finger domain containing 2A
Facteur d’échange de nucléotides guanylate

G protein-coupled receptor 1

G protein-coupled receptor, family C, group 5,
member B

G protein pathway suppressor 2
Growth factor receptor-bound protein 14
G protein-coupled receptor kinase 5

Glycogen synthase kinase 3

Guanosine triphosphate hydrolase ras-related
nuclear protein

H2A histone family, member Y
H2A histone family, member Y
Transcriptional adaptor 3

Histones acétyl transférases

Heparin Binding-Epidermal Growth Factor
precursor

Histones déacétylases de classe |
Histone deacetylase 9

Hepatocyte growth factor

Hypoxia inducible factor-/ a

Helix loop helix

Protéine de maintenance du minichromosome
High mobility group protein
Papillomavirus humains

HPV & haut risque HR-HPV.

Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1
Protéoglycanes a héparane sulfate
Heparan sulfate proteoglycan 2
Transcriptase inverse de la télomérase
Human antigen r

Inhibiteur d’apoptose 2

Inhibitor of DNA binding

Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative
helix-loop-helix protein

Interféron

Facteur de croissance apparenté a l'insuline
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IGF1
IGFBP-3
1

ILIRN
1L24
IL6ST
INFAR1
IRF
ISGF-3
ITGAV
ITGB2
ITGB4
ITGB5
ITGB6
JAG1
JAK-STAT
JAM

JEAP

KHDC1 /// RP11-
257K9.7

KLHDC3
KRAS
L1-CAM
LAMB2
LAMB2
LAMB3
Lgl
LHX2
LIM
LMO7
LOXL
LRP

LTBP2

MAGI

MAGUK
MAP

MAP3K2
MAP4
MAP4KS5

MAPK
MAR
MASCOT
MCAM

MCM10

Insuline like growth factor 1

1gf binding protein 3
Interleukine

Interleukin 1 receptor antagonist

Interleukin 24

Interleukin 6 signal transducer (gp130,
oncostatin M receptor)

Récepteur 1 a /’inf-a
Facteur de régulation de I'interféron

Interferon-stimulated gene factor 3

Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha
polypeptide, antigen CD51)

Integrine beta 2
Integrine beta 4
Integrin, beta 5
Integrine beta 6

Jagged 1 (Alagille syndrome)

Janus kinases-Signal Transducers and
Activators of Transcription

Junction cell Adhesion Molecule

Protéine semblable a l’angiomotine

KH homology domain containing 1 ///
hypothetical protein LOC100129128

Kelch domain containing 3

V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

L1 cell adhesion molecule
Laminin, beta 2 (laminin S)
Laminine beta 2

Laminine beta 3

Lethal giant larvae

LIM homeobox 2

Lin11 isl-1 & mec-3

LIM domain only 7

Lysyl-oxidase like

Low density lipopoprotein receptor related
protein 1

Latent transforming growth factor beta binding
protein 2

Membrane associated guanylate kinase WW and
PDZ domain containing

Membrane-associated guanylate kinase

Protéine associée aux microtubules

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
2

Microtubule-associated protein 4

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
kinase 5

Mitogen-activated protein kinase
Attachement a la matrice nucléaire
Protéine semblable a l’'angiomotine 2

Melanoma Cell Adhesion molecule

Minichromosome maintenance complex
component 10

mdm2
MEC
MHCI
miR
MKI167
MKI67
MMP
MMP14
mNET-1
MPP5
MR1
MT1G
MT1X
MUPP1/MPDZ
MYBL2
MYLK
MYO1E
NCOA3
NDCB80
NFI
NFIB
NFIB
NFIC
NFX1-91
NF-xB
NLES
NOTCH1
NXT2

ori

p120ctn

p190RhOGAP/
GRLF1

PAI-1
PAK1
PAK4
PAR-3
PATJ
PCAF
PcG
PCPE-1
PDGF
PDPK1
PDZ

PGGT1B

Murine double minute 2

Matrice extracellulaire

Complexe majeur d’histocompatibilité de type [
MHCI

Micros ARN
Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

Métalloprotéinases matricielles

Matrix metallopeptidase 14 (membrane-
inserted)

Neuroepithelial cell transforming gene 1

Membrane-associated palmitoylated protein 5

Major histocompatibility complex, class I-
related

Metallothionein 1G
Metallothionein 1X

Multiple PDZ domain protein

V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog
(avian)-like 2

Myosin light chain kinase
Myosin IE

Nuclear receptor coactivator 3

NDC80 homolog, kinetochore complex
component (S. Cerevisiae)

Nuclear factor |

Nuclear factor i/b
Nuclear factor 1/B
Nuclear factor i/c

Nuclear transcription factor X-box binding 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells

Signal d’exportation du noyau

Notch homolog 1, translocation-associated
(Drosophila)

Nuclear transport factor 2-like export factor 2
Origine de réplication

Caténine p120

Glucocorticoid receptor DNA binding factor 1
Serpine E1

p21 activated kinase

p21(CDKN1A)-activated kinase 4

Partition defective-3

PALS1-associated tight junction protein
p300/CBP-associated factor

Groupe polycomb PcG.

C-protéinase du collagéne

Facteur dérivé de croissance des plaquettes
3-phosphoinositide Dependent Protein Kinase-1

PSD95/Dlg/Z0O-1

Protein GeranylGeranylTransferase Type | Beta
subunit
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phase S
PI3K

PIK3C2A
PIK3CD

PIP
PK

PLA2G6
PLAU
PLD1
PLK1
PLP2
PNN
POLR3G

PPAP2B
PPARD

PPM1G
PPP1CB
PPP1R15A
pRb
PRKAR2A

PSD95
PTEN

PTPN13
PTPN21

RAB11FIP1
RAB14
RAB38
Racl
RAD51AP1

RALB
RBM47
RC3H2
RCAN?2
RCAN3
RECK
REL

RFC3

Rho

RhoA

RIN2

RING finger/UBR
ROCK1

Phase de synthese

Phosphotidylinositol-3 kinase

Phosphoinositide-3-kinase, class 2, alpha
polypeptide

Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, delta
polypeptide

Phosphoinositide

Pyruvate kinase

Phospholipase A2, group VI (cytosolic, calcium-
independent)

Plasminogen activator, urokinase
Phospholipase D1, phosphatidylcholine-specific

Polo-like kinase 1 (Drosophila)

Proteolipid protein 2 (colonic epithelium-
enriched)

Pinin

Polymerase (RNA) 111 (DNA directed)
polypeptide G (32kd)

Phosphatidic acid phosphatase type 2B

Peroxisome proliferator-activated receptor delta

Protein phosphatase 1G (formerly 2C),
magnesium-dependent, gamma isoform
Protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta
isoform

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 15A

Protéine du rétinoblastome

Protein kinase, camp-dependent, regulatory,
type 1, alpha

Dlg4 un autre membre de la famille Dlg

Phosphatase and tensin homolog

Protein tyrosine phosphatase non-receptor type
13
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
21

RABL11 family interacting protein 1 (class I)
RAB14, member RAS oncogene family
RAB38, member RAS oncogene family
ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RAD51 associated protein 1

v-ral simian leukemia viral oncogene homolog B
(ras related; GTP binding protein)

RNA binding motif protein 47

Ring finger and CCCH-type zinc finger domains
2

Regulator of calcineurin 2

RCAN family member 3

Reversion-inducing cysteine rich protein with
Kazal motifs

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog

Replication factor C (activator 1) 3, 38 kDa
Ras homolog
Ras homolog gene family member A

Ras and Rab interactor 2

Really Interesting New Gene finger/ ubiquitine
recognition

Rho-associated, coiled-coil containing protein

RPA

RRAS2
S100A13
SAF-B
SC35/SFRS2
SCEL

SCF
SCNN1A
scr

Scrib
SERPINB3

SERPINB4

SERPINE1

SF3A1

Si

SIP-1
SIRNA
SmMAP1
SMC4
SNAI2
SNAPC1
SOCs-1
SRC1

SRD5A1

SRPK2
STAC
STIPL
STK38L
STYK1
SWI-SNF
TACE
TACSTD2
TAF5
Tag
TFIID
TFPI-2
TFR2
TGFB2
TGFBI
TGFBR3
TGF-p

kinase 1

Protéine de réplication A

Related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2
S100 calcium binding protein A13

Scaffold attachment factor B

Splicing Factor arginine/serine-rich 2

Sciellin

Stem cell factor

Sodium channel, nonvoltage-gated 1 alpha
Scrambled

Scribble

Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 4

Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1), member
1

Splicing factor 3a, subunit 1, 120 kDa
Silencing

Smad interacting protein-1

Silencing RNA

Stromal membrane-Associated Protein 1
Structural maintenance of chromosomes 4

Slug

Small nuclear RNA activating complex,
polypeptide 1, 43 kDa

Suppresseur de signal cytokine 1

Steroid receptor coactivator 1

Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1
(3-ox0-5 alpha-steroid delta 4-dehydrogenase
alpha 1)

SFRS protein kinase 2

SH3 and cysteine rich domain

Stress-induced-phosphoprotein 1
(Hsp70/Hsp90-organizing protein)

Serine/threonine kinase 38 like
Serine/threonine/tyrosine kinase 1

Switch/Sucrose nonfermentable

Tumor necrosis factor Alpha Converting
Enzyme

Tumor-associated calcium signal transducer 2

TAF5 RNA polymerase 11, TATA box binding
protein (TBP)-associated factor, 100 kDa

Antigéne grand T

Transcriptor factor

Tissu factor pathway inhibitor-2
Transferrin receptor 2

Transforming growth factor beta 2

Transforming growth factor, beta-induced, 68
kDa

Transforming growth factor, beta receptor 111

Le facteur de croissance transformant beta
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Liste des abréviations employeées

TGF-BRI
THBS1
Tiaml
TIMP
TIP-1
TLL2

TLR

TLR3
TMT7SF2
TMBIM1
TMEM186
TMEM30A
TMEM41B
TNF R1
TNFAIP2
TNFSF10
TNFSF9
TNFa

TP53AP1
TRAIL

TREX2 /[l UCHL5IP

TRIAP1
TSPAN1
TSPAN2

Récepteur | du TGF-8

Thrombospondin 1

T-cell lymphoma invasion and metastasis 1
Tissue Inhibitor of Metalloproteases

Tax interfacting proteins

Tolloid-like 2

Récepteurs de types Toll

Toll-like receptor 3

Transmembrane 7 superfamily member 2

Transmembrane BAX inhibitor motif containing
1

Transmembrane protein 186
Transmembrane protein 30A
Transmembrane protein 41B
Récepteur 1 du facteur nécrosant de tumeur

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 9

Facteur nécrosant des tumeurs a
TP53 activated protein 1

TNF-Related Inducing Apoptosis Ligand

Three prime repair exonuclease 2 /// UCHL5
interacting protein

TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1
Tetraspanin 1

Tetraspanin 2

TUBB
Tyk2
UBE2J1
UBE3B
USF
VADS
VEGF
VEGFR2
WAPAL
WNT5A
WNT7A

XRCC1
YY1
ZBTB43
ZBTB7A
ZEB
ZMYM6
ZNF14
Z0-1
ZONAB
ZSCAN12

Tubulin, beta

Tyrosine kinase 2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1 (UBC6
homolog, yeast)

Ubiquitin protein ligase E3B
Upstream transcription factor
Voies Aériennes et Digestives Supérieures

Vascular Endothelial Growth Factor

Récepteur-2 du facteur de croissance
endothéliale vasculaire

Wings apart-like homolog (Drosophila)

Wingless-type MMTYV integration site family,
member 5A

Wingless-type MMTV Integration site family
member 7A

X-ray repair complementing defective repair in
Chinese hamster cells 1

Yin- Yang-1

Zinc finger and BTB domain containing 43
Zinc finger and BTB domain containing 7A
Zinc E-box binding factor

Zinc finger, MYM-type 6

Zinc finger protein 14

Zonula occludens 1

Z0-1-associated nucleic acid-binding protein

Zinc finger and SCAN domain containing 12
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Introduction géenérale

Selon le modele de tumorigenése de Fearon (Fearon & Vogelstein 1990), I’apparition d’une
tumeur nécessite 1’accumulation de plusieurs mutations au niveau de genes suppresseurs de
tumeurs et/ou de proto-oncogenes. Plus récemment Hanahan et Weinberg (Hanahan &
Weinberg 2000) ont proposé un modéle de cancérogenése dans lequel sont définies six étapes
principales acquises dans un ordre variable. Elles entrainent successivement 1’apparition de
cellules tumorales dans un foyer primaire, sa croissance sous la forme d’un carcinome in situ,
enfin son envahissement des tissus sous-jacents en carcinome infiltrant. Ces six étapes sont
I’autarcie en signaux de croissance, la résistance aux signaux antiprolifératifs, 1’échappement
a la mort cellulaire programmeée, un potentiel illimité de division, une angiogenése continue,

la capacité a envabhir les tissus voisins et la formation de métastases.

Les papillomavirus humains a haut risque (HPV-HR) sont des virus oncogenes responsables
de la quasi-totalité des cancers du col de 1’utérus et également d’autres cancers de la sphere
anogénitale. Ils sont de plus retrouvés dans 20 a 50% des cancers de 1’oropharynx, en
particulier les carcinomes des amygdales palatines. Les mécanismes de la cancérogenése
HPV-induite sont bien définis, I’infection par les HPV-HR entrainant 1’acquisition de 3 des
traits fondamentaux définis par Hanahan : les cellules infectées sont indépendantes vis-a-vis
de la régulation de la prolifération, résistantes a 1’apoptose et capables de se multiplier
indéfiniment. L’acquisition de ces caractéristiques nécessite 1’inhibition d’un nombre
relativement restreint de protéines cellulaires par les oncoprotéines virales E6/E7 des
HPV-HR mais de nombreuses autres cibles cellulaires ont été mises en évidence. La
dégradation de ces cibles pourrait participer a la progression tumorale qui se définit par la

cancérogenese, I’invasion tumorale et la formation de métastase.
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Ainsi, le but de notre étude est de nous intéresser au role des oncoprotéines virales E6/E7 sur

I’acquisition d’un phénotype invasif des cellules tumorales.

Dans un premier temps, dans une étude clinique de 58 cas de carcinomes de 1’oropharynx,
nous avons recherché la présence des HPV dans le tissu tumoral et leur influence sur certaines
cibles cellulaires. Ainsi les caractéristiques virales de 1’infection ont été examinées dans ces
carcinomes et nous avons déterminé si la présence du virus était associée a des marqueurs
moléculaires cibles des oncoprotéines E6/E7. En particulier nous avons déterminé 1’impact
d’une forte consommation d’alcool et de tabac sur la fraction HPV positive dans une série de
cancers de 1’oropharynx et la relation avec le pronostic aprés traitement. La latence qui sépare
I’apparition d’un cancer invasif aprés une infection est potentiellement dépendante de
I’activation d’autres voies oncogéniques qui agiraient en synergie ou en complément des
actions du virus. C’est pourquoi nous avons ¢tudié si la présence d’autres agents carcinogéne,
comme 1’alcool et le tabac, pouvait influencer le développement des tumeurs de I’amygdale

associées aux HPV.

Dans un deuxieme temps par des études in vitro, en modulant I’expression des oncoprotéines
E6/E7 soit par surexpression soit par inhibition, nous avons étudié¢ 1’expression des protéases
et des protéines des complexes de jonctions. Nous en avons déterminé les effets sur le
phénotype invasif des lignées tumorales. L’ expression continue des oncoprotéines virales est
nécessaire au maintien du phénotype des cellules transformées. Une des caractéristiques des
Iésions persistantes aux HPV est la surexpression de ces oncoprotéines, ce phénomene étant
attribué a I’intégration d’une partie du génome viral dans la cellule et & la perte d’inhibition
exercée sur le promoteur viral aprés intégration. Les changements d’expression des
oncoprotéines E6/E7 ont dont un role important dans la progression tumorale. D’autre part les

processus qui sont a 1’origine de I’apparition d’un carcinome infiltrant peuvent étre classes en
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deux grandes catégories que sont la perte des jonctions intercellulaires et 1’acquisition d’une
capacité a dégrader la matrice extracellulaire (MEC). Ces deux processus sont en fait
interdépendants. La perte des complexes de jonction a pour effet de libérer des protéines du
cytoplasme qui peuvent agir comme facteur de transcription sur 1’expression de protéases
capables de deégrader la MEC. Les protéases elles-mémes sont capables de cliver des

molécules d’adhérence et ainsi de participer a la disparition de 1’adhérence intercellulaire.

Ainsi nous avons cherché a mettre en évidence, a la fois par une étude clinique et par des
études in vitro les mécanismes et processus qui sont a l’origine ou qui contribuent a la
transformation de carcinomes in situ en carcinomes invasifs en relation avec la présence des

HPV et en particulier avec I’expression des oncoprotéines virales E6/E7.

| Cancers des voies aériennes et digestives supérieures

Les cancers des voies aériennes et digestives supérieures (VADS) ne représentent pas une
entité spécifique mais forment une catégorie assez large de cancers regroupant des tumeurs
aux origines anatomiques aussi variées que les os du crane et de la face, les tissus mous, les
glandes salivaires, la peau ou encore les muqueuses. Néanmoins dans 90% des cas, ce sont
des carcinomes épidermoides qui ont pour origine 1’épithélium des fosses nasales, de la cavité
buccale du pharynx ou du larynx (Cognetti et al. 2008 ; Marur & Forastiere 2008 ; Pai &
Westra 2009). Les carcinomes de 1’oropharynx seront principalement abordés dans cette

introduction.

I.A. Voies aériennes et digestives supérieures

Les voies aériennes et digestives supérieures sont constituées de la cavité buccale, des fosses
nasales, du pharynx et du larynx. En leur centre, le pharynx constitue un véritable carrefour

d’échange entre les voies aériennes et digestives. Il intervient ainsi dans des fonctions aussi
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Epiglotte

Hypo-pharynx
Os hyoide
Cartilage cricoide

Trachée

Figure 1 Coupe sagittale mediane de la téte et rapports anatomiques des différentes cavités
des voies aéro-digestives supérieures.

Figure 2 Situation anatomique des amygdales et représentation schématique de 1’anneau de

Waldeyer.
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essentielles que la déglutition, la respiration mais également dans des fonctions « sociales »

comme 1’olfaction, la gustation et la phonation (figure 1).

I.LA.1l. Aspects anatomiques

Le pharynx est un organe musculo-membraneux formé de haut en bas par 3 segments que sont
le rhino-pharynx, I’oropharynx et I’hypopharynx. Le rhinopharynx s’ouvre en haut et en
arricre vers les fosses nasales et les trompes d’Eustache et répond en arriére a 1’arc antérieur
de T’atlas. L’oropharynx s’étend du bord libre du palais au repli glosso-épiglotique. Il
comprend la base de la langue, les amygdales (ou tonsilles), le palais mou, 1'uvule le mur
postérieur du pharynx et le mur latéral du pharynx. Les amygdales palatines font partie de
I’anneau de Waldeyer composé également des amygdales linguales, tubaires et adénoides
(figure 2). L’hypopharynx enfin est interposé entre 1’oropharynx et 1’cesophage cervical
s’étendant du niveau de 1’0s hyoide, en haut, au sphincter supérieur de 1’cesophage en regard
de la 6e vertebre cervicale, en bas. Il est situé en arricre du larynx qu’il circonscrit
partiellement de chaque coté. L’hypopharynx est divisé en une paroi pharyngée postérieure,

les deux sinus piriformes et la région rétrocricoidienne.

I.LA.2.  Aspects histologiques

La cavité orale est recouverte d’un épithélium malpighien dont 1’épaisseur et la kératinisation
peuvent varier en fonction de 1’exposition aux forces de mastication ou aux agents irritants
(Pai & Westra 2009). Comme tous les épithéliums, il repose sur une membrane basale qui
fait office de barriére entre I’épithélium et le tissu conjonctif. Le pharynx constitue un espace
de transition entre les épithéliums respiratoires des cavités nasales et du rhinopharynx,
pseudostratifié et cilié, et 1’épithélium de la cavité buccale et des voies digestives. La
muqueuse qui recouvre les amygdales linguales et palatines est particuliére par sa relation

intime avec le tissu lymphoide sous-jacent (Perry 1994). Les amygdales du cercle de
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Waldeyer sont un regroupement de tissus lymphoide sous muqueux qui protegent les VADS et
servent de premiére ligne de défense contre les agents pathogénes contenus dans 1’air ou les
aliments ingérés. La surface des amygdales est augmentée par la présence de nombreuses
cryptes en cul de sac qui s’étendent dans toute sa longueur (Abbey & Kawabata 1988). Des
portions des cryptes tonsillaires sont recouvertes d’un épithélium squameux réticulé qui est
structuré de facon a permettre un échange facilité des agents antigénes de 1’environnement
extérieur avec le tissu lymphoide. De plus la couche cellulaire basale est incompléte et la lame
basale qui la soutient est interrompue par endroits et poreuse ce qui permet un passage direct
des lymphocytes et des cellules présentatrices d’antigénes (CPA). La couche cellulaire
intermédiaire de 1’épithélium est également imprégnée de lymphocytes et de CPA. La couche
cellulaire superficielle est fine et fragile, sa desquamation compléte a certains endroits

exposant I’environnement intérieur de 1’amygdale aux pathogénes extérieurs.

I.B. Carcinomes des VADS

I.B.1. Facteurs de risques

L’exposition au tabac et a I’alcool est de loin le facteur de risque le plus important a I’origine
de P’apparition de cancer des VADS. Des consommateurs réguliers de tabac ont 5 a 25 fois
plus de risque de développer un carcinome que les non fumeurs (Goldenberg et al. 2004). La
nicotine et les hydrocarbones aromatiques polycycliques sont directement responsables des
effets génotoxiques de la fumée de cigarette. L’alcool est un facteur aggravant et synergique
de la consommation de tabac. L’alcool n’est pas directement carcinogéne mais joue sans doute
un réle de solvant des agents carcinogenes du tabac. Ses métabolites, les acetaldéhydes,
forment des adduits a I’ADN (acide désoxyribonucléique) perturbant sa synthése et sa

réparation (Marur & Forastiere 2008).
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Par ailleurs de nombreuses études epidémiologiques ont apporté la preuve du role carcinogéne
des papillomavirus humains (HPV) dans les cancers de I’oropharynx (Andrews et al. 2009 ;
Dahlstrand & Dalianis 2005 ; D'Souza et al. 2007 ; Psyrri & DiMaio 2008 ; Syrjanen
2004). Ces carcinomes associés aux HPV touchent plutét une population jeune et sans

habitude de consommation alcoolo-tabagique, ils sont abordeés plus en détails par la suite.

1.B.2.  Epidemiologie
Les cancers des VADS représentent environ 650 000 nouveaux cas dans le monde et a peu
pres 350 000 déces ce qui les place au sixiéme rang des cancers les plus fréquents (Argiris et
al. 2008). La France est particulierement touchée avec 12 700 cas en 2005 (78% chez des
hommes) pour 4000 décés. Un recul est néanmoins enregistré depuis ces derniéres 25 années
avec une baisse de 2,2% de 1980 & 2005 et surtout de 5% entre 2000 et 2005. Cette baisse est
attribuée a une moindre consommation d’alcool et de tabac (Belot et al. 2008). En revanche,
I’incidence des carcinomes de la base de la langue et de 1’amygdale palatine est en
augmentation a priori du fait de la recrudescence des carcinomes associés aux HPV (Sturgis

& Cinciripini 2007).

|.B.3. Les cancers des VADS

Les lésions néoplasiques dans lesquelles des phénomenes d’invasion du tissu sous-épithélial
apparaissent, sont désignées comme dysplasies squameuses. Les changements observés
incluent une activité mitotique accrue, un accroissement de la taille du noyau, une
organisation cellulaire anormale. Ces altérations sont gradées en fonction de leur sévérité.
Une atypie limitée au premier tiers de 1’épithélium est considérée comme une dysplasie
légére, au deux tiers une dysplasie modérée et lorsqu’elle touche toute 1’épaisseur de
I’épithélium, on parle alors de dysplasie sévere ou carcinome in Situ. Avec la progression, le

carcinome in situ franchit la membrane basale et infiltre le tissu conjonctif sous-jacent. Dans
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Figure 3 Progression phénotypique des cancers des VADS. Evolution histologique illustrée
par des marquages hématoxyline et €osine sur coupe (x200) (d’apres Argiris, 2008).

les stades avancés de la croissance tumorale, le carcinome peut envahir les muscles
squelettiques, les os du crane ou la peau du visage. L’invasion des cellules peut étre associée a

des extensions le long des nerfs et peut emprunter les espaces lymphatiques (figure 3).

D’apparence microscopique variable, les carcinomes épidermoides des VADS sont la plupart
du temps moyennement différenciés. Les carcinomes épidermoides de type basaloide sont
identifiés par leur morphologie distinctive et leur caractere trés agressif. Les carcinomes
induits par les HPV présentent également ces caractéristiques. Cependant la distinction entre
des carcinomes HPV négatifs et HPV positifs serait importante pour le diagnostic et
nécessaire au choix thérapeutique de part les particularités de ces derniers comme exposé par
la suite (Pai & Westra 2009 ; Wain et al. 1986 ; EI-Mofty & Patil 2006 ; Gillison et al.

2000).

L’initiation et la progression des cancers des VADS est, comme le définit le modele de
tumorigenése actuellement retenu, un processus complexe et multi-étapes qui nécessite
I’acquisition progressive d’altérations génétiques et épigénétiques (Fearon & Vogelstein
1990). Les voies de signalisation de p53 et pRb (protéine du rétinoblastome) sont la plupart
du temps altérees dans les carcinomes des VADS. La voie de signalisation de p53 contrdle la

croissance cellulaire en régulant la progression du cycle et la réponse au stress par 1’apoptose.
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Une perte d’hétérozygotie au niveau de la région chromosomique 17p et des mutations
ponctuelles de Tp53 sont retrouvées dans environ 50% des cas de carcinomes de VADS. Le

géne le plus fréqguemment ciblé de la voie pRb est CDKN2A (p16™<*

) un inhibiteur de kinase
dépendante de cycline qui inhibe les cyclines 4 et 6 et empéche le cycle cellulaire de se
poursuivre. L’inactivation de CDKN2A peut étre la résultante de méthylation du promoteur,
de mutation du géne ou de perte d’hétérozygotie dans la région 9p21 (Deshpande & Wong
2008 ; Partridge et al. 2007). La cycline D1, un proto-oncogéne qui active la progression
cellulaire, est également augmentée dans 30 a 50% des cancers des VADS. Enfin plus
récemment, le réle du récepteur au facteur de croissance épithélial (EGFR) a été mis en

évidence dans les cancers des VADS et est augmenté dans plus de 95% des cas (Argiris et al.

2008).

I.C. Cancers des VADS associés aux HPV

Les carcinomes HPV positifs sont peu différenciés, souvent basaloides et présentent un stade
avancé (Psyrri & DiMaio 2008). Les HPV sont surtout présents dans les carcinomes
épidermoides de I’oropharynx avec une incidence de 1’ordre de 25%, cette incidence pouvant
atteindre 50% au niveau de I’amygdale palatine et de la base de la langue (Dahlstrand &
Dalianis 2005). Une étude récente réalisée dans le comté de Stockholm a relevé des chiffres
dépassant les 90% et les auteurs estiment que dans les années a venir le cancer de I’amygdale
pourrait étre & 100% HPV induit (N&sman et al. 2009). D’autre part 1’incidence des cancers
de la base de la langue et de I’amygdale palatine a augmenté de 1973 a 2001, en particulier
chez les hommes et les femmes jeunes, alors que I’incidence des cancers des autres sites des
VADS a diminué (Sturgis & Cinciripini 2007). Plusieurs études suggérent que I’infection a
I’HPV serait dépendante des pratiques sexuelles (D'Souza et al. 2009 ; Gillison et al. 2008 ;

Schwartz et al. 1998).
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De méme que pour les cancers du col utérin les HPV16 et 18 sont les types les plus
fréquemment retrouvés, néanmoins la prévalence d’HPV16 est supérieure a celle observée
dans les cancers cervicaux et dépasse les 90% dans les carcinomes de I’amygdale infectés par

HPV (Gillison et al. 2000 ; Weinberger et al. 2006).

L’autre analogie avec les cancerS du col de 1'utérus est 1’apparition privilégiée de 1ésions
cancéreuses associées aux HPV aux zones de fragilité mécanique fréquemment lésées,
particulierement propices a la pénétration du virus dans les cellules basales. Dans le cas des
cancers de I’oropharynx il s’agit de 1’épithélium qui est en remaniement constant réalisé dans
le but de permettre la présentation des antigenes au systéme immunitaire. Dans le cas des
cancers cervicaux il s’agit de la zone de transformation, qui correspond a la jonction entre les

épithéliums exocervical et endocervical.

Le sous-groupe de carcinomes HPV positifs présente une signature moléculaire
caractéristique, probablement associée a I’hyperexpression des oncoprotéines virales E6/E7.
Ces cancers présentent le plus souvent une surexpression de p16 ainsi qu’une diminution de
pRDb et de la cycline D1 (Hafkamp et al. 2009). L’expression de p53 n’est en revanche pas
liée significativement a la présence d’HPV (Smith et al. 2008b). L’intégration du génome
viral dans les cellules n’a pas été clairement décrite, une étude plus ancienne faisait état d’une
proportion élevée de formes épisomales (Mellin et al. 2002) mais des travaux plus récents
mettent en évidence une forte proportion de formes intégrées seules ou associées a des formes

épisomales (Hafkamp et al. 2003 ; Kuo et al. 2008).

Enfin ces carcinomes HPV positifs se distinguent par une meilleure survie globale apres
traitement par radiothérapie, ces tumeurs étant plus radiosensibles (Lindel et al. 2001). Le
sous-groupe présentant la meilleure survie globale apres traitement est constitué des

carcinomes HPV positifs et p16 positifs (Weinberger et al. 2009 ; Smith et al. 2008a). De
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méme les carcinomes positifs aux HPV et présentant une absence de marquage ou de
mutation de p53 sont de meilleur pronostic (Smith et al. 2008b). Une meilleure survie globale
a également été mise en évidence pour les patients présentant des carcinomes HPV positifs
avec une plus forte charge virale (Mellin et al. 2002). Cependant la méme étude observe une
absence d’intégration du génome d’HPV alors que Kuo et al. ont récemment mis en évidence

une association entre I’intégration et une meilleure survie globale (Kuo et al. 2008).

Immortalisation et
transformation

B o7

R Réplication

Protéines

de capside HPV16

(7905 pb)

%
e 1>  Transcription

3
Figure 4 Schéma de la structure du génome d’HPV16. Les phases ouvertes de lecture

précédées d’un E codent les protéines précoces (leurs principales fonctions sont indiquées),
les phases ouvertes de lecture précédées d’un L codent les protéines tardives de structure.

L’association des HPV avec un meilleur pronostic est attribuée a la particularité de la protéine
virale oncogénique E6 de dégrader en partie p53 et peut-étre ainsi conserver certains de ses
effets pro-apoptotiques réenclenchés au moment du traitement (Dahlstrand & Dalianis

2005).
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Il Papillomavirus et cancérogenese viro-induite

I1.LA. Aspects structuraux et moléculaires

IILA.1. Structure du génome

Les papillomavirus humains sont des petits virus a ADN bicaténaire circulaire et non

enveloppé dont la taille est d’environ 55nm de diamétre (Seedorf et al. 1985).
L’ADN viral avoisine les 8000pb et peut étre subdivisé en trois parties (figure 4).

- Une partie qui code les protéines de régulation non structurales dites précoces et

d’environ 4Kb ;
- Une partie qui code les protéines de structure dites tardives faisant 3Kb ;

- Enfin une partie représentant la région variable non codante LCR (long control

region) de taille comprise entre 400 et 1000pb.

Ces trois régions sont séparées par deux sites de polyadénylation : un site précoce Ag et tardif

AL

La partie précoce du génome encode 6 phases ouvertes de lecture qui sont E1, E2, E4, E5, E6
et E7. E1 et E2 jouent un rdle important dans la réplication virale (Lambert 1991). E5 mais
surtout E6 et E7 sont les protéines responsables de I’immortalisation et de la transformation
des cellules infectées (DiMaio & Mattoon 2001 ; Mantovani & Banks 2001 ; McLaughlin-
Drubin & Munger 2009). La partie tardive (L) encode 2 phases ouvertes de lecture traduites
en L1 et L2, respectivement les protéines majeure et mineure de structure (DiMaio &

Mattoon 2001).
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Figure 5 Schéma de 1’épissage alternatif précoce des transcrits d’HPV16.
P97 et P670 désignent les promoteurs, Ae représente le site précoce de polyadénylation
(d’aprés Zheng, 2006).

Le génome des HPV16 contient deux promoteurs majeurs :

- le promoteur P97 en amont de E6 et qui est responsable de la synthése de presque tous

les genes précoces (Smotkin & Wettstein 1986) ;

- le promoteur P670 qui se situe dans le cadre ouvert de lecture de E7 et qui est

responsable de I’expression des génes tardifs (Grassmann et al. 1996).

Les transcrits précoces ont tous 3 exons et 2 introns, ils peuvent étre épissés alternativement et
sont polyadénylés au niveau du nucléotide 4215. Les introns peuvent étre épissés en 3’ aux
nucléotides 409, 526 ou 742 dans le premier intron (Zheng et al. 2004), et en 3’ aux
nucléotides 2582, 2709 et 3358 dans I’intron 2 (Doorbar et al. 1990 ; Sherman & Alloul
1992 ; Sherman et al. 1992). L’épissage entraine une production d’au moins 14 espéces de
transcrits d’ARNm (acide ribonucléique messager) avec des potentiels codants différents

(figures 5 et 9).

[1.LA.2.  Structure du virion
La capside des HPV forme un icosaédre constitué uniqguement par deux protéines, la protéine
majeure de capside L1 et la protéine mineure de capside L2 (Hagensee et al. 1993). La
capside est composée de 360 molécules de L1, le nombre de L2 incorporé en revanche n’a pas
¢té exactement défini mais est supposé €tre dans un rapport steechiométrique avec L1 de 30 :1

soit 12 molécules de L2 par capside (Buck et al. 2008 ; Pereira et al. 2009) (figure 6).
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La protéine L1 contient toutes les informations nécessaires a 1’assemblage de la capside
(Casini et al. 2004). Cependant L’ajout de L2 pour la formation de capside in vitro, permet de
limiter les variations de taille. L2 est aussi impliquée dans I’encapsidation de I’ADN viral. Le
génome des HPV s’associe avec les histones cellulaires pour former des nucléosomes, les
minichromosomes qui en résultent pouvant servir d’échafaudage pour la formation de la

capside, I’ensemble étant facilité par la présence de L2 (Casini et al. 2004).
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Molécules de L1

Capsomeéres pentavalents -
Et hexavalents Capside

Figure 6 Diagramme schématique de la structure de la capside formée de 1’assemblage de 72
capsomeres disposés de facon pentavalente ou hexavalente (A). Image de virions de BPV en
microscopie électronique (B). Mode d’assemblage des protéines de la capside (C) (d’aprés
Pereira, 2009).
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11.B. Classification des Papillomavirus

Le terme papillomavirus est formé de la contraction du latin papilloma dérivé de papula et

signifiant bouton et du suffixe grec —ome qui désigne son caractere tumoral.

Les papillomavirus ne sont pas regroupés au sein d’un ordre mais appartiennent a la famille
des papillomaviridae (Fauquet et al. 2005). Ce sont des virus trés anciens qui ont évolué
parallélement a 1’héte qu’ils infectent. De ce fait la nomenclature pour les désigner consiste a
rajouter au suffixe PV (papillomavirus), ’abréviation désignant 1’hote infecté dérivée du
terme anglais. Ainsi on parle d’HPV (human papillomavirus), de CRPV (cottontail rabbit

papillomavirus), de BPV (Bovine papillomavirus) etc.

En plus de leur spécificité d’héte, les papillomavirus présentent une spécificité tissulaire. Ils
sont épithéliotropes stricts et infectent les épithéliums muqueux comme cutanés. Leur
tropisme tissulaire et la caractérisation de leur pouvoir pathogénique ont longtemps servi de
classification cependant cette méthode ne reflétait pas correctement 1’histoire de 1’évolution

des PV et leurs similitudes génétiques.

Devant le nombre de PV recensés, plus de 200 actuellement dont environ 100 humains, il était
important d’établir les moyens de les ordonner. L’arbre phylogénétique realisé (figure 7) (de
Villiers et al. 2004) repose sur la représentation graphique obtenue par des algorithmes de la

différence entre tout ou partie du génome des PV.

La phase ouverte de lecture de L1 est en particulier utilisée car trés conservée entre les
différents types de PV. Un minimum de 43 a 60% d’identité de séquence permet de distinguer
un genre, entre 60 a 70% une espéce, entre 71 a 89% un type, entre 90 a 98% un sous-type.

Enfin moins de 2% de différences distinguent les variants (Bernard et al. 2006).
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Dans le cas des variants, on désigne comme prototype la séquence génomique qui sert de
référence par exemple pour E6. Un seul changement nucléotidique suffit & définir un variant.
Des ¢études menées sur de nombreux types d’HPV ont permis de mettre en évidence qu’il
existait un nombre relativement restreint de variants pour chaque type d’HPV (par exemple
entre 20 et 100) et que les variants étaient d’autant plus éloignés qu’ils avaient évolué dans
des groupes ethniques trés longtemps éloignés. Ainsi sont définis 5 « clusters » majeurs en
fonction de leur origine géographique, européen (E), asiatique (As), asiatique américain (AA),

nord américain (NA) et africain 1 et 2 (Afl et Af2).

Le genre qui nous intéressera plus particulierement dans la suite de 1’étude est le genre
a-papillomavirus contenant dans 1’espece 9 le type HPV16. Enfin, il est a préciser que par
facilité les termes haut risque et bas risque sont fréquemment employés pour désigner les
HPV a pouvoir oncogéne ou non. HPV16 est dit a haut risque oncogene et infecte les

muqueuses.

11.C. Régulation de I’expression du génome d’HPV

I1.C.1. Contrdle de la transcription des génes du papillomavirus
L’origine de réplication du génome viral est située dans la LCR, entre les POL L1 et E6. Cette
origine de réplication est également le site de liaison de nombreux facteurs de transcription

qui régulent I’initiation de la transcription par I’ARN polymérase II.

[1.C.1.1. La protéine virale E2 régulateur de la transcription des HPV
La protéine E2 est relativement bien conservée au sein des papillomavirus avec une identité
de séquence de 35% entre ses domaines. D’une taille avoisinant les 45 kDa elle peut étre

subdivisée en trois parties (McBride et al. 1991).
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- Une partie N-terminale d’environ 200 acides aminés et qui constitue le domaine de

transactivation de la protéine ;

- Une région charniére de longueur variable ;

- Un segment C-terminal d’environ 70 acides aminés participant a la liaison a I’ADN.

Elle est présente en tant que dimere dans les cellules infectées et reconnait spécifiquement la
séquence palindromique  ACCgNNNNcGGT. Les bases nucléotidiques indiquées en
minuscules permettent une meilleure liaison de E2 mais peuvent différer. La longueur de la
partie variable NNNN est strictement conservée dans tous les papillomavirus méme si la

séquence elle-méme peut-étre variable (Hegde 2002).

Le domaine de reconnaissance a I’ADN de E2 représente une nouvelle classe de structure
pour les protéines se liant a I’ADN appelée DBD (DNA binding domain). La formation du
dimere crée un tonneau P, chacune des deux sous-unités apportant la moitié du tonneau avec 4

brins de feuillets B anti paralleles, la structure est d’une trés grande stabilité.

Il existe plusieurs copies de sites de liaison a E2 au sein des régions de régulation des divers
papillomavirus, néanmoins les HPV muqueux n’en présentent que 4 (figure 8). Les distances
qui séparent ces sites de liaisons sont conservées. Il y a 1 a 2 nucléotides entre les séquences
de liaison un et deux (les séquences les plus proximales du promoteur), 64 nucléotides
séparent le deuxieme site de liaison avec le troisieme, enfin 320 nucléotides sont présents
entre la troisieme séquence et la quatrieme la plus distale. La distance séparant la premiere
séquence reconnue par E2 de la boite TATA est également bien conservée et d’une longueur

de 3 nucléotides dans les HPV muqueux (Thierry 2009).

Il existe 4 éléments de réponse en cis dans le promoteur de E6 permettent la mise en place

d’un « interrupteur » a 4 voies. On trouve un site de liaison pour spl qui est superposé a un
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site de liaison de E2 et un second site de liaison pour E2 qui se superpose a I’emplacement de
la boite TATA, le site de liaison de TFIID (transcriptor factor). L’occupation alternative de ces
différents sites permet les multiples niveaux d’activité du promoteur (Bernard 2002). Dans
les cellules épithéliales indifférenciées (et dans les fibroblastes), le site Spl est occupé par un
facteur connexe a Spl a savoir Sp3, la liaison de ce dernier ne permet pas d’activer le
promoteur de E6 (Apt et al. 1996). Dans les cellules épithéliales différenciées, le promoteur
est activé par Spl et par I’intermédiaire de TFIID ainsi que I’ensemble des facteurs de la
machinerie de transcription qui se lient a la boite TATA et permettent I’activité maximale du
promoteur (Gloss & Bernard 1990). Les transcrits qui en résultent encodent le géne E2 (en
aval de EG6 et E7) et la protéine E2 ainsi traduite peut se lier au site de reconnaissance distal et
déplacer le facteur de transcription Spl. La liaison a pour effet de réduire I’activité du
promoteur de E6, E2 a cette position étant un moindre activateur que Spl (Demeret et al.

1997 ; Tan et al. 1992).

Quand des concentrations ¢€levées de E2 sont atteintes, cette derniére n’a plus seulement pour
effet de déplacer Spl mais empéche également la fixation de TFIID ce qui entraine
I’inhibition effective du promoteur. Cette inhibition peut également avoir lieu par la fixation
du produit d’épissage E8-E2 (un super inhibiteur) dont le domaine activateur de la

transcription est manquant (Stubenrauch et al. 2000).

Le génome de I’HPV16 est fréquemment intégré dans les lésions malignes. La rupture de la
structure épisomale avant intégration s’effectuant le plus souvent en aval de E7, laissant la
POL de E7 intacte mais fragmentant celle de E2. Ainsi le contrdle de la transcription par E2
est perdu et la surexpression de E6/E7 qui en résulte est considérée comme contribuant au
phénotype plus agressif des cellules cancéreuses infectées (Daniel et al. 1995 ; Francis et al.

2000 ; Schwarz et al. 1985).
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[1.C.1.2. Activateurs de la transcription du génome viral
I1.C.1.2.1  Les activateurs épithéliaux spécifiques des HPV
muqueux
Pour que le promoteur des HPV puisse pleinement exercer son activité, il doit étre stimulé par
un activateur (enhancer), dans le cas présent il s’agit d’un segment de 400 pb en amont du
promoteur de la région régulatrice dont il est séparé par un segment de 100 pb qui contient
I’origine de réplication ainsi que la séquence silencer (figure 8). Les séquences activatrices
sont des regroupements de sites de liaison a des facteurs de transcription qui activent le

promoteur a distance (Bernard 2002).

La séquence activatrice des HPV muqueux est uniqguement fonctionnelle dans les épithéliums,
c’est sans doute la raison pour laquelle les HPV n’infectent pas les autres tissus (Cripe et al.
1987). Il est logique de penser que cette particularité découle directement de la nature des
protéines et marqueurs exprimés dans ces cellules épithéliales et de la machinerie de
transcription qui y est présente, pourtant a ce jour aucun facteur de transcription ou
mécanisme n’ont encore été strictement identifiés. Une explication possible réside dans la
composition des facteurs de transcription qui sont formés de sous-unités et dont 1I’assemblage

est différent selon les tissus.

AP1 (activator protein 1) est composé de deux sous-unités en homo ou hétérodimére qui
appartiennent a la famille des protéines Jun (Jun appelé auparavant c-Jun, JunB, JunD) et des
protéines Fos (Fos auparavant désigné par c-Fos, Fos-B, Fra-1 et Fra-2). Des membres de la
famille ATF (ATFa, ATF-2, ATF-3) ainsi que de la famille JDP (JDP-1, JDP-2) peuvent
également former des diméres préférentiellement avec Jun (Karin et al. 1997). En tout

plusieurs centaines de combinaisons sont possibles (Chinenov & Kerppola 2001).
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Il existe un ou plusieurs sites de reconnaissance d’AP1 dans la séquence régulatrice des HPV
mugqueux (Chong et al. 1990) et AP1 participe également au contréle de la transcription de
génes épitheliaux comme les cytokératines K1, K14 et K18 (Sinha et al. 2000). AP1 est ainsi
considéré comme le plus grand contributeur a la transcription de I’ADN viral des HPV
(O’Connor et al. 2005). Dans les cellules épithéliales ou les HPV sont activement transcrits,

il est principalement composé du dimere JunB et FRA-2 (Thierry et al. 1992).

Il existe des groupements de séquences TTGGCT/A au sein des promoteurs d’HPV qui sont
des séquences de liaisons semi-palindromique pour le facteur de transcription NFI (nuclear
factor 1) (Gloss et al. 1989b). Des expériences de compétitions et de mutations ont montré
que NFI était un activateur important de la séquence activatrice des HPV mais les raisons
pour lesquelles ne sont retrouvées que des demies séquences palindromique n’ont pas encore
été élucidées (Gloss et al. 1989a). D’autre part dans les cellules épithéliales NFI est
principalement composé de sous-unités dérivées du géne NFI-C et il active la transcription
des HPV (Apt et al. 1993). En revanche dans les cellules non épithéliales, NFI est
principalement composé des sous-unités dérivées du gene NFI-X. Cette composition n’active

pas la transcription virale (Apt et al. 1994).

TEF-1 est en plus d’AP1, NFI et Spl (au niveau du promoteur) un autre facteur de
transcription impliqué dans la spécificité épithéliale. Sa liaison a ’ADN nécessite un

cofacteur qui ne posséde pas de spécificité cellulaire (Ishiji et al. 1992).

D’autres facteurs de transcription encore ont été mis en évidence, Oct-1 par exemple se lie a
la sequence activatrice mais a été montré comme ayant soit une action activatrice, soit une

action répressive (Sibbet et al. 1995 ; O'Connor & Bernard 1995).
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Figure 8 Schéma global des différents facteurs régulant la transcription des génes d’HPV16
(d’apres bernard, 2002).

I1.C.1.2.2  Régulation par les stéroides
La séquence activatrice de certains HPV contient des sites de liaison pour les récepteurs de la
progestérone et du glucocorticoide. Ils reconnaissent tous les deux une séquence
palindromique de 15 nucléotides (Chan et al. 1989). Ainsi le traitement par glucorticoide ou
progestérone, par le biais du promoteur E6, accroit la transformation de cellules en culture
infectées par HPV (Pater et al. 1988). Ces études in vitro soulévent la possibilité que des
traitements de longue durée par des doses croissantes de progestérone chez des femmes
pourraient avoir pour conséquence d’accroitre le risque de développer un cancer cervical (von

Knebel Doeberitz et al. 1997).
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11.C.1.3. Autres systemes de régulation de la transcription
I1.C.1.3.1  Régulation de la transcription par le complexe du
nucléosome
Chez les eucaryotes I’ADN est organisé sous la forme de chromatine, soit 1’assemblage
d’environ 160 pb d’ADN double hélice enroulée autour d’une structure octogonale formée de
protéines appelées histones. La structure qui en résulte est appelée nucléosome et ces
nucléosomes sont liés les uns aux autres par des segments d’ADN libre, on parle ainsi

d’assemblage en collier de perles.

La compaction de I’ADN en nucléosome n’est pas seulement un moyen pour la cellule de
pouvoir faire face a I’impressionnante taille et longueur du matériel génétique, c’est
également un moyen de controle de la transcription des genes. Les nucléosomes sont difficiles
d’accés aux facteurs de transcription comme a la machinerie de transcription, ils bloquent
également les ARN polymérases au moment de 1’élongation. L’accés au nucléosome peut en
revanche étre facilité par des complexes enzymatiques comme SWI-SNF (SWItch/Sucrose
NonFermentable) et CHRAC (Chromatin Accessibility Complex), ainsi que par 1’acétylation
des histones. A 1’opposé, la déacétylation des histones empéche 1’accés a I’ADN. L’ADN
compacté dans les nucléosomes peut donc passer d’états réprimés a non réprimes selon une

variété de processus enzymatiques (Wolffe 2001).

L’ADN des HPV est également compacté sous la forme de nucléosomes. De facon
intéressante ces nucléosomes ne sont pas disposés aléatoirement sur le génome des HPV16 et
HPV18, un nucléosome recouvre la partie activatrice alors qu’un autre se situe sur ’origine de
réplication et sur le promoteur de E6 (Stiinkel & Bernard 1999). Un site AP1 isolé reste a
I’état accessible entre les deux nucléosomes. Cette configuration trés particuliére suggére un

r6le important des nucléosomes dans la régulation de la transcription des HPV.
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I1.C.1.3.2  Régulation de la transcription par les régions
d’attachement a la matrice nucléaire

La matrice nucléaire est une structure fibrogranuleuse. Dans chaque géne cellulaire ou a
proximité sont présents de courtes séquences d’ADN qui ont une affinité élevée avec la
matrice nucléaire et qui sont appelées régions d’attachement a la matrice nucléaire (MAR)
(Wei et al. 1998). Elles sont souvent proches de séquences activatrices et peuvent étre
considérées comme des éléments de réponse en cis. LHPV16 posseéde 3 segments MAR qui
sont situés dans la partie 5° de la LCR, dans le géne E6 ainsi qu’au niveau du segment entre
les régions précoces et tardives (Tan et al. 1998). Des expériences ont montré que lorsque
I’ADN viral d’HPV est sous forme épisomale, les MAR exercent un pouvoir d’inhibition sur
la transcription des geénes E6/E7, en revanche au moment de D’intégration ces MAR
permettent de placer les génes viraux dans un environnement favorable a la transcription. Ce
phénomene privilégierait, au moment de la carcinogenese, la sélection des cellules dans

lesquelles le génome viral est intégré (Stiinkel et al. 2000).

I1.C.1.3.3 Inhibition de la transcription par YY1 et CDP
Entre la séquence activatrice et le promoteur existe un segment d’environ 100 paires de bases
qui contient des sites de liaison a deux facteurs de répression de la transcription. On trouve
notamment des séquences de reconnaissance pour YY1 (yin- yang-1) ainsi que deux zones
riches en répétitions AT qui participent a la fixation du facteur de répression CDP (CCAT-
displacement protein) et au site de fixation de E1 au niveau de l’origine de réplication
(O'Connor et al. 1996 ; Chen & Stenlund 2001). Ce facteur exerce son activité inhibitrice
sur le promoteur des E6 des HPV en étant a la fois lié a une histone déacétylase mais

également en perturbant la fixation de E1 (O'Connor et al. 2000).

44



Introduction

L’expression des facteurs de transcription CDP et YY1 est liée a la différentiation des cellules
(Lietal 1999a ; Yao et al. 2001). Au niveau des cellules basales ces facteurs sont fortement
exprimeés et inhibent la transcription des HPV en formant des complexes avec des histones
déacétylases. A mesure que la différentiation des kératinocytes s’opére, 1’expression de ces
facteurs diminue alors que celle d’AP1 augmente. AP1 peut altérer la structure des
nucléosomes au travers de son cofacteur CBP (CREB Binding Protein) et en s’associant a
I’histone acétylase (Bannister & Kouzarides 1996). Ces mécanismes constituent
probablement le moyen par lequel la transcription et la réplication des HPV sont associées a la

différentiation épithéliale.

11.C.2.  Régulation épigénétique de | ’expression des genes d’'HPV
[1.C.2.1. Régulation de I’expression des geénes d’HPV par
méthylation

La méthylation de I’ADN régule aussi bien 1’expression des génes cellulaires que viraux,
I’ajout de groupements méthyle aux résidus cytosine au niveau des dinucléotides CpG
entraine I’inhibition de la transcription, principalement par encombrement stérique. En outre
les dinucléotides CpG méthylés interagissent avec les protéines de liaisons aux CpG méthylés
qui recrutent elles-mémes des histones déacétylases (Jones & Takai 2001). La méthylation
CpG a lieu le plus souvent au niveau de la LCR ou de la séquence L1 des HPV16 et 18
(Badal et al. 2003). La méthylation de la LCR et des séquences de reconnaissance de E2 est
dépendante de la différentiation des cellules (Kim et al. 2003). Dans les lignées cervicales
infectées par HPV, dans lesquelles le génome est intégré, la plupart des promoteurs sont
méthylés et seuls quelques promoteurs autour de la région périnucléolaire demeurent actifs
(Van Tine et al. 2004). La méthylation des groupements CpG semble corrélée a la
pathogénicite des HPV dans les cancers cervicaux (Feng et al. 2005). Cependant la
méthylation de I’ADN dans les cancers ne semble pas étre spécifique de ’ADN d’HPV mais
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intervient plutét comme un éveénement fréquent sur tout le génome de la cellule héte (Zhang

et al. 2005).

11.C.2.2. ROéle de I’épissage alternatif dans la transcription des génes

d’HPV
L’épissage de I’ARN est une régulation post-transcriptionnelle joue un réle trés important
dans le cycle cellulaire des HPV et le contrdle de la traduction de leurs oncoprotéines (figure
9). L ¢épissage d’un intron et la liaison coordonnée des exons nécessitent 5 petits ARN U (U1,
U2, U4, U5 et U6) ainsi que de nombreux facteurs d’épissage (Ladd & Cooper 2002 ; Zheng

2004 ; Zheng & Baker 2006).

Pratiqguement tous les transcrits des papillomavirus sont polycistroniques, avec de multiples
exons et introns. Ces transcrits contiennent des motifs de reconnaissance sub-optimaux de
I’épissage. Les papillomavirus encodent de nombreuses protéines dans un génome tres
compact et profitent de 1’épissage alternatif pour exprimer différemment ces protéines au

cours de la différentiation cellulaire et du cycle viral (Barksdale & Baker 1995).
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Figure 9 Structure du génome d’HPV16 et sa carte de transcription. Les codants potentiels
sont représentés par des traits pleins pour les parties transcrites et des traits fins pour les
parties épissees. P97 et P670 désignent les promoteurs; LCR : région régulatrice ; Ag et AL
Site de polyadénylation précoce et tardif (d’aprés Zheng, 2006).
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Ainsi la régulation de 1’épissage alternatif des ARN pré-messagers tardifs d’HPV 16 fait appel
a des activateurs et des inhibiteurs de 1’épissage. Les pré-messagers ARN tardifs d’HPV16
possedent 3 exons et 2 introns ainsi que 2 sites potentiels de polyadénylation. Le second

intron est alternativement intron ou exon pour HPV16 comme pour BPV1 (figures 5 et 9).

Les transcrits des HPV & haut risque sont de fagon prédominante transcrits a partir d’un seul
promoteur, P97 pour HPV16. Chaque pré-messager est composé de 3 exons et 2 introns, avec
3 sites alternatifs d’épissage en 3’ dans chaque intron. Par exemple les ARN pré-messagers de
E6 et E7 d’HPV16 sont transcrits a partir du méme promoteur P97 en ARN pré-messagers
bicistroniques, ils possédent un intron dans la partie codant E6 avec un site d’épissage en 5’ et
3 sites d’épissages en 3’. L’épissage du pré-ARN messager E6/E7 par 1’utilisation alternative
de ces 3 sites d’épissage en 3’conduit a la production d’ARN pré-messagers E6*I, E6*1I et
E67E7. Si I’intron demeure non épissé, I’ARN messager qui en résulte code pour la protéine
E6 oncogénique et entiére (Zheng et al. 2004). Il a été montré in vitro que le pré-ARN
messager E6/E7 est épissé de fagon efficace lorsque qu’il est protégé par une coiffe et que les
facteurs cellulaires responsables de 1’attachement de la coiffe sont impliqués dans 1’épissage.
L’épissage du fait de la présence de la coiffe est extrémement efficace dans les lignées
cervicales cancéreuses dans lesquelles on retrouve principalement une production de E6*I. I
est en revanche inefficace dans les cellules transfectées par un vecteur rétroviral,
PLXSN16E6E7 a cause de la longueur augmentée de 1I’exonl dans le pré-ARN messager
exprimé par ce vecteur, ceci suggére que l’efficacité de 1’épissage est dépendante de la
distance entre la coiffe proximale de I’intron et celle en 5’ de I’ARN (Zheng et al. 2004). De
facon intéressante, il a été montre que 1’épissage favorisait la production de la protéine E7. Le
ratio optimal entre épissage et production d’E6 non épissée est finement contrebalancé mais le

mécanisme qui gouverne cet équilibre est encore inconnu. Ce contrdle pourrait étre dépendant
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des protéines régulatrices E2 et E6 mais d’autres €éléments viraux en cis pourraient étre

également impliqués (Bodaghi et al. 2009).

[1.C.2.3. Polyadénylation des ARNm dans 1’expression des genes

d’HPV
La polyadénylation des ARN messagers est un mécanisme qui joue un réle important dans le
contréle des genes eukaryotiques comme viraux (Colgan & Manley 1997) (figure 5). La
maturation de ’extrémité 3’ des ARN messagers nécessite la coupure du transcrit initial et

I’ajout d’une queue poly(A) d’environ 150 a 200 résidus adénosine. (Chen et al. 1995).

L’expression des protéines de capside est limitée aux cellules entrant en différentiation dans
I’épithélium stratifié. Cet effet peut étre en partie expliqué par la différentiation virale et
I’expression des geénes sous controle du promoteur tardif (Ozbun & Meyers 1997). Les
protéines L1 et L2 ne sont produites que dans des kératinocytes en phase terminale de
différenciation dans les couches supérieures de 1’épithélium, alors que les pré-ARNmM peuvent
étre détectés dans le noyau de cellules moins différenciées, ce qui suggére fortement que
I’expression des genes tardifs est largement régulée par des processus post-transcriptionnels
(Stoler et al. 1989). La régulation post-transcriptionnelle de 1’expression des génes tardifs du
virus est complexe. L’unité tardive de transcription recouvre au moins en partie 1’unité
précoce de transcription et contient deux sites de polyadénylation (précoce et tardif) qui sont
potentiellement en compétition 1'un par rapport a l’autre. De plus, le site précoce de
polyadénylation se situe dans le second intron du pré-ARNm de L1. Il en résulte que les
processus d’épissage et de polyadénylation sont en compétition et sont mutuellement
exclusifs. C’est pourquoi la bascule vers 1’expression des genes tardifs des HPV pourrait
découler de changement dans 1’épissage, la polyadénylation ou les deux a la fois (Rush et al.

2005 ; Zhao et al. 2004).
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[1.C.2.4. Contr6le des ARN messagers
Le controle de I’expression des protéines est également dépendant de la stabilité des ARNm
produits. A la différence de la plupart des ARNm cellulaires matures les ARNm des
papillomavirus ne sont pas transcrits de fagon efficace et constitutive. Cette différence peut
étre expliquée par 3 hypothéses : I’instabilité des ARN, I’utilisation de codons rares et le

controle de I’initiation de la traduction (Zheng & Baker 2006).

La premiere théorie d’instabilit¢é des ARN a été initialement proposée au moment de la
découverte d’une séquence flanquante en cis au niveau du site tardif de polyadénylation qui
déstabilisait in vitro les transcrits tardifs d’HPV16 mais d’autres études ont montré qu’il
s’agirait plutot d’un inhibiteur de polyadénylation (Kennedy et al. 1991). D’autres éléments
ont ét¢ identifiés comme pouvant réguler et provoquer 1’instabilité des ARN mais ils se sont
¢galement avérés étre des éléments intervenant dans 1’épissage ou la polyadénylation (Collier

et al. 2002 ; Oberg et al. 2003 ; Sokolowski et al. 1997 ; Tan & Schwartz 1995).

Une seconde hypotheése est le besoin limitant en codons rares pour la synthése des protéines
virales. Des expériences in vitro ont en effet montré qu’il était possible d’optimiser la
production de protéine L1 et L2 en suppléant les cellules avec certains codons (Gu et al. 2004
; Zhou et al. 1999). La disponibilité des ARNt appariée a 1’utilisation des codons est un des
facteurs qui restreint I’expression des genes tardifs des papillomavirus au niveau de
I’épithélium différencié. 1l a ét€ montré qu’au moment de la différentiation de 1I’épithélium
chez la souris, la composition en ARN de transfert changeait de facon substantielle, favorisant

la production des protéines tardives du virus (Zhao et al. 2005).

Enfin la troisieme hypothese est le contréle de I’initiation de la traduction qui peut également
influencer la stabilité des ARNm. Comme décrit précédemment pratiquement tous les

transcrits des papillomavirus sont polycistroniques. Considérant que les ribosomes
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«scannent » les ARNm de fagon linéaire en débutant par I’extrémité 5°, il est difficile de
comprendre de quelle facon ils parviennent a lire les autres cadres ouverts de lecture en aval
du premier qu’ils trouvent. Plusieurs mécanismes peuvent en fait expliquer cette possibilité :
une réinitialisation de la transcription, une lecture imparfaite, un saut de ribosome ou encore
une entrée interne de ribosome (Remm et al. 1999 ; Sedman et al. 1991 ; Stacey et al. 2000).
Des expériences ont ainsi montré que la protéine E7 était préférentiellement traduite lorsque
I’ARN bicistronique E6/E7 était épissé dans la partie E6 (Zheng et al. 2004). L’épissage a en
effet pour conséquence de créer un codon stop juste apres la zone d’épissage ce qui rallonge
la distance entre le cadre ouvert de lecture de E6*1 et E7 et permet ainsi une réinitialisation de

la transcription.

La régulation de la transcription des protéines virales fait donc intervenir un ensemble de
mécanismes complexes et interdépendants qui permettent au virus de réguler précisément
I’expression de son génome. Cette régulation est primordiale au virus pour réaliser son cycle

viral qui est coordonné a la différentiation de 1’épithélium.

11.D. Cycle viral

[1.D.1. Pénétration du virus dans la cellule

L’internalisation des HPV est supposée impliquer un systéme dependant de la clathrine
(Pereira et al. 2009). Cependant, a la différence d’autres virus, cette internalisation est
longue, 4 heures au lieu de 5 a 15 min, ce qui laisse penser que des événements en amont sont
nécessaires (Laniosz et al. 2008). Ces événements peuvent étre un transfert du virion depuis
la matrice extracellulaire (MEC), des changements de conformation, ou le transfert d’un

récepteur d’attachement vers un récepteur d’internalisation (Smith et al. 2007) (figure 10).

L’hypothése d’une série d’événements s’appuie sur le fait que la laminine 5, un composant de

la MEC sécrété par les kératinocytes, sert a I’entrée de ’HPV 11 (Culp et al. 2006).
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Figure 10 Etapes de pénétration du virus dans la cellule puis dans le noyau (d’aprés Pereira,

R

2009).
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Cette observation suggere qu’un autre récepteur que les protéoglycanes a héparane sulfate
(HSPG), initialement considérés comme étant les récepteurs membranaire utilisés par les
HPV pour entrer dans les cellules (Bousarghin et al. 2003 ; Knappe et al. 2007), servirait
d’initiateur a la liaison d’HPV. Le HSPG est reconnu par une boucle de L1 exposée a la
surface du virion (Holmgren et al. 2005). La liaison de L1 aux HSPG est supposée entrainer
un changement de conformation, exposant des sites du virion normalement masqués, ce qui
participe a I’internalisation (Day et al. 2007). Ce changement de conformation exposerait la
région N-terminale de L2, qui est elle-méme clivée par la furine, une pro-protéine convertase,

retirant ainsi les 9 premiers acides aminés (Buck et al. 2008 ; Day et al. 2004).

Le virion est suppose étre par la suite internalisé par un mécanisme d’endocytose a puits de
clathrine (Kamper et al. 2006). Cependant des études récentes ont montré qu’une
internalisation par le biais de la cavéoline était également possible notamment pour ’HPV31
(Smith et al. 2007). L’endocytose par le biais de la clathrine est caractérisée par la fusion
d’un endosome avec un autre type d’endosome, comme un lysosome, selon le signal
d’acheminement. L’endocytose réalisée par la cavéoline peut rejoindre directement le
réticulum endoplasmique pour libérer les virions. Les deux systémes pourraient étre utilisés

par le virus.

Une fois libérée, la région N-terminale de la protéine L2, définie par les résidus 41 a 44,
interagit avec un des récepteurs abondants a la surface du réticulum endoplasmique, la
syntaxine 18, ce qui pourrait constituer le mécanisme par lequel le virus pénétre dans le noyau
(Bossis et al. 2005). Une autre région contenue dans la partie C-terminale de L2 a été
identifiée comme pouvant se lier a la dynéine, une protéine motrice des microtubules, qui peut
également faciliter le mouvement du complexe formé par le génome viral et la protéine L2 au

noyau (Florin et al. 2006). De plus, les parties N et C terminales de la protéine de capside L2
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de BPV1 sont riches en résidus basiques qui fonctionnent comme des signaux de localisation
nucléaire (NLS) (Fay et al. 2004). Le modéle suivant est donc proposé, L2 fonctionnerait
comme un adaptateur entre I’ADN viral grace au NLS porté sur la partie C-terminale et les
karyophérines grace au NLS de la partie N-terminale, facilitant ainsi 1’acceés de I’ADN viral

au noyau.

11.D.2. Etapes de [’infection virale et expression des oncoprotéines
virales au cours du temps

11.D.2.1. Maintenance du génome
Suite a D’infection, le virus maintient son génome dans les cellules basales par un faible
nombre de copies épisomales (Bedell et al. 1991). L’expression des geénes viraux dans ces
cellules n’est pas trés bien définie mais il est admis que les protéines E1 et E2 suffisent a
maintenir I’ADN viral sous forme épisomale et & faciliter sa ségrégation au moment de la
division cellulaire par I’intermédiaire de Brd4 (Wilson et al. 2002 ; You et al. 2004).
L’expression des oncoprotéines E6/E7 a cette étape du cycle viral n’est pas établie, cependant
suite a I’infection une phase proliférative a lieu au cours de laquelle le nombre de cellules
basales portant le virus augmente (Crum et al. 1988). Il est considéré que dans ces cellules
basales le nombre de copies virales s’établit entre 10 et 200 copies (Stanley et al. 1989 ;

Doorbar 2005 ; Hall et al. 1997) (figure 11).

11.D.2.2. Phase proliférative
Dans un épithélium les cellules basales, aprés avoir migrées dans les couches suprabasales,
sortent du cycle cellulaire et entrent dans un processus de difféerentiation terminale. Au
moment de I’infection, E7 (E6 aussi probablement) est exprimée dans ces cellules, le blocage
du cycle cellulaire est levé et la différentiation terminale retardée (Sherman et al. 1997). E6

et E7 cooperent pour réaliser I’ensemble de ces actions, ces deux oncoprotéines étant traduites

54



Introduction

CIN3

CIN2

CIN1

Figure 11 Expression des protéines virales dans les différentes couches de 1’épithélium. (A)

Expression des protéines virales suivant 1’évolution de la Iésion (B) (d’aprés Doorbar, 2006).
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a partir d’'un ARN polycistronique commun qui est sous la dépendance du promoteur P97
chez HPV16 (Stacey et al. 2000). Brievement E7 s’associe avec les membres de la famille
des protéines dites « de poches » dont pRb (protéine du rétinoblastome). pRb est un inhibiteur
de la progression cellulaire qui en temps normal empéche I’entrée dans la phase S en
s’associant aux facteurs de transcription de la famille E2F. La liaison de E7 a pRb inhibe la
formation du complexe pRb/E2F et permet le recrutement de la machinerie cellulaire
nécessaire a la réplication de I’ADN viral comme cellulaire (McLaughlin-Drubin &
Munger 2009). Malgré sa capacité a remettre les cellules en cycle, au moment de la phase
productive de I’infection seule une partie des cellules des couches parabasales infectées par
HPV est capable de mitose. La progression dans la phase S serait limitée aux cellules
exprimant des quantités suffisantes d’oncoprotéine E7 ou dans lesquelles des inhibiteurs du
cycle cellulaire p21/p27 sont en quantité trop faible pour inhiber le complexe cyclineE/cdk2,
ce dernier étant nécessaire au déroulement du cycle (Noya et al. 2001). La protéine E6
compléte ’action de E7 et prévient ’apoptose en dégradant p53, apoptose qui résulte de la
synthése d’ADN et de I’entrée non programmeée en phase S. L’action anti-apoptotique de E6
participe a 1’accumulation de mutations dans le génome cellulaire et a la cancérogenese
induite par HPV. Les autres oncoprotéines, E1, E2, E4 et E5 sont supposées étre également
exprimées avant le début de la phase d’amplification génomique et participent au maintien du

virus sous forme épisomale (Middleton et al. 2003).

11.D.2.3. Amplification du génome
L’amplification du génome se passe dans les couches moyennes et supérieures de 1’épithélium
sous la dépendance du promoteur tardif P670 de I’'HPV, le promoteur étant lui-méme induit
par I’état de différentiation cellulaire. Son activation entrainerait une augmentation
d’expression des protéines impliquées dans la réplication virale (E1, E2, E4 et E5) sans pour

autant affecter directement 1’expression des oncoprotéines E6 et E7, 1’action de ces dernieres
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étant toujours nécessaire au passage en phase S (Middleton et al. 2003). L’amplification du
génome viral a lieu dans une partie des cellules du compartiment prolifératif. Elle nécessite
I’expression de tous les génes viraux précoces dont E1"E4 et E5 (Genther et al. 2003 ; Peh
et al. 2002), bien que le réle de E1"E4 et E5 dans la réplication reste non élucidé. La liaison
de E2 a la région LCR en amont du promoteur précoce P97 est nécessaire a la réplication et
implique le recrutement de I’ADN hélicase E1. Tout au long du cycle viral, I’expression des
oncoprotéines est sous le contréle des promoteurs et dépend de I’épissage alternatif des
transcrits, 1’augmentation du niveau d’expression de E1 et E2 permet un accroissement du
nombre de copies virales dans les couches supérieures de 1’épithélium (Ozbun & Meyers
1998a). Une légére augmentation de I’activité du promoteur au moment de la différentiation
pourrait engendrer une expression accrue de E1 et E2 et par conséquent une augmentation du
nombre de copies virales. Les génomes nouvellement répliqués pourraient servir de support

pour une expression augmentée de E1 et E2 et ainsi de suite (Middleton et al. 2003).

[1.D.2.4. Synthese du virion
La synthése du virion est dépendante de I’expression des protéines tardives de capside L1 et
L2 (Ozbun & Meyers 1998b). Le génome est encapsidé dans un assemblage icosaédrique. La
réussite de I’infection dépend de la libération du virus des cellules et de sa survie dans le
milieu extracellulaire avant réinfection. Les papillomavirus ne sont pas lytiques et ne sont

donc relachés qu’une fois que les cellules ont atteint la surface de 1’épithélium et desquament.

[1.D.2.5. Latence virale
Dans la plupart des cas cependant, la 1ésion conséquente a 1’infection virale régresse sous
I’action du systéme immunitaire. L'HPV, comme la plupart des autres virus, peut persister au
sein de quelques cellules dans un état latent. La persistance du virus a I’¢état latent pourrait étre

semblable en termes d’expression des protéines virales, aux stades se déroulant dans les
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couches les plus inférieures de 1’épithélium, et seule I’expression de E1 et E2 serait nécessaire

pour maintenir le génome viral dans un état latent (Zhang et al. 1999).

11.D.2.6. Infection productive, abortive et cancers associés aux HPV
En I’absence de régression, I’infection peut persister et parfois évoluer vers un cancer. Une
caractéristique des virus associés aux cancers, est leur propension a engendrer des tumeurs
lorsque leur cycle viral productif est inachevé. C’est semble-t-il le cas pour les HPV. En
comparaison de la prévalence des infections a HPV, le nombre de Iésions qui progressent
jusqu'au stade cancéreux est tres faible. Chez les femmes chez qui I’infection n’est pas
efficacement éliminée apparaissent des stades de lésions dites CINL1 qui peuvent progresser
vers des lésions de type CIN2 puis CIN3 et finalement un cancer. La chronologie de la
progression des lésions n’est cependant peut-étre pas si hiérarchisée (Moscicki et al.
2006), des lésions de type CIN2 ou CIN3 pouvant apparaitre en premiére instance. Plus le
grade de la Iésion se rapproche d’une lésion précancéreuse, plus le cycle prolifératif du virus
s’allonge alors que la production effective de virus diminue (Middleton et al. 2003).
L’hyperexpression des oncoprotéines E6/E7 pourrait étre 1’¢lément clef de la bascule d’une
lésion productive vers une lésion néoplasique de haut grade. La surexpression des
oncoprotéines entraine la transformation des cellules et permet 1’accumulation de mutations
renfor¢ant 1’acquisition de propriétés cancéreuses (von Knebel 2002). La zone de transition
entre les ¢épithéliums au niveau du col de 'utérus serait particulierement sensible au
développement de lésions cancéreuses, les virus a haut risque comme les HPV16, ne pouvant
compléter de fagon fiable leur cycle viral avec pour conséquence d’engendrer des infections
abortives. Un role important de I’intégration dans la progression tumorale est fortement
suggeré. En effet ’intégration du génome viral 1éverait 1’inhibition de E2 sur la régulation du
promoteur P97 et permettrait la surexpression de E6/E7 en plus d’accroitre la stabilité des

transcrits (Jeon et al. 1995 ; Jeon & Lambert 1995). Cette théorie n’explique néanmoins
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qu’une partie des phénomenes. Il a en effet été montré que d’une part I’intégration n’était pas
forcément synonyme d’une expression importante de transcrits E6/E7 (Hafner et al. 2008) et
d’autre part que le contréle de E2 sur le promoteur P97 était surtout valable dans le cas de
génome intégré sur des lignées cellulaires mais que son action inhibitrice était moindre sur le
promoteur des formes épisomales (Bechtold et al. 2003). C’est peut-étre ce qui explique
également les cas de cancers, environ 20%, dans lesquels on ne retrouve que des formes

épisomales (Arias-Pulido et al. 2006).

11.D.3.  Oncoproteines El, E2 et réplication de I’ADN viral d’"HPV

La réplication de ’ADN chez les papillomavirus nécessite une origine de réplication (ori) et
deux protéines virale : I’ADN hélicase E1 et I’activateur de transcription E2 dans leur forme

entiere (Stenlund 2007).

E1 est la protéine la plus longue entre 593 (HPV48) et 681 acides aminés (HPV10), sa masse
moléculaire oscille aux alentours des 70 kDa selon le type d’HPV. Elle est aussi la mieux
conservée entre les HPV (Giri & Danos 1986). Bien qu’essentielle pour la réplication du
virus, elle n’est exprimée qu’a des taux faibles dans les cellules infectées ou transformées
(Nasseri et al. 1987 ; Seedorf et al. 1987). La protéine E1 est organisée en 3 parties, une
région N-terminale d’activité non définie contenant le signal de localisation nucléaire, un
séparateur de longueur variable et une région C-terminale plus longue en relation avec les
activités ATPase et hélicase de la protéine. Toutes les fonctions essentielles a la réplication
sont contenues dans la partie C-terminale, mais la partie N-terminale contribue de fagon
significative a son efficacité (Amin et al. 2000 ; Ferran & McBride 1998 ; McBride et al.

1991). La région N-terminale posséde également des séquences de reconnaissances pour des
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Figure 12 Représentation schématique des différents domaines d’interactions des protéines E1
et E2 (BPV1) (d’apres Stenlund 2007).
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kinases dépendantes de cyclines et est un substrat de la cycline E/cdk2 (Deng et al. 2004 ;

Lentz et al. 1993) (figure 12).

La plupart des études sur la protéine E1 ont été menées sur BPV1 et sont applicables aux E1
des autres PV du fait de leur forte homologie. La structure de E1 au-dela de sa séquence
primaire n’est pas connue hormis le domaine de liaison a I’ADN de E1 chez BPV1 (DNA
binding domain DBD). Les prédictions de structure secondaire, qui semblent confortées par
les études en spectroscopie de dichroisme circulaire, supposent un tres important contenu en
hélices a et particuliérement dans les deux tiers de la partie N-terminale. De méme la structure

cristalline du DBD de 1,9 A a révélé de nombreuses hélices o avec 6 hélices de surface
organisées autour d’une hélice centrale de 5 brins de feuillets B antiparalléles (Rocque et al.

2000).

L’analyse de la structure quaternaire a montré que la protéine E1 a la capacité de former des
oligomeéres en présence d’ADN et notamment des hexameéres ou des doubles hexaméres. Cecli
lui permet de créer un tunnel par lequel passe le brin d’ADN au moment de la réplication

(Fouts et al. 1999 ; Liu et al. 1998 ; Sedman & Stenlund 1996). La région C-terminale

semble impliquée dans le processus d’oligomérisation (Titolo et al. 2000).

La protéine E1 reconnait des séquences d’ADN de fagon spécifique, il s’agit en fait d’une
séquence palindromique imparfaite de 18pb au niveau de 1’origine de réplication (Ustav et al.
1991). En revanche si la séquence est suffisante pour permettre un accrochage spécifique de
E1, une formation efficace du complexe nécessite des séquences non spécifiques flanquantes
additionnelles (Holt et al. 1994). E1 seule n’a cependant qu’une faible affinité a I’ADN et la
spécificité de la liaison est grandement accrue a I’aide du facteur de transcription viral E2
(Frattini & Laimins 1994) (figure 13). Les protéines E1 et E2 au travers de multiples

interactions protéines-protéines se lient de fagon coopérative a des sites de liaison adjacents a
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Figure 13 Assemblage du complexe d’initiation de la transcription d’HPV. (A) Interactions
protéine-protéine et protéine-ADN, indiquées par des doubles fleches, de E1. 1 : Le domaine
de liaison a I’ADN de E1 (DLA E1) interagit spécifiquement avec les sites de liaison de E1 1-
4 (SL 1-4) qui fournissent ’origine de réplication. 2 : interactions non spécifiques entre
I’ADN et le domaine hélicase de E1 (E1H). (B) Etapes de formation du double hexamére de
El. Liaison a I’ADN a l’aide du domaine activateur de E2 (DAE2) et de son domaine de
liaison a I’ADN (DLAE2) sur sa séquence spécifique (SLE2). E2 est libérée par hydrolyse de
I’ATP, le double dimére de El1 devient double trimere puis double hexamere (d’aprés
Stenlund, 2003, 2007).
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I’origine avec pour résultat une augmentation significative de la spécificité avec laquelle E1
est liée. Cependant si la liaison de E2 a E1 permet d’expliquer la spécificité de liaison, elle ne
permet pas d’expliquer la spécificité d’initiation, le complexe ainsi formé n’ayant pas
d’activité autre que la liaison a I’ADN. Pour générer un complexe fonctionnel, d’autres
protéines E1 doivent étre ajoutées. L’hydrolyse de I’ATP par E1 rompt la liaison avec E2 et
libere ainsi le facteur de transcription (Sanders & Stenlund 1998 ; Sanders & Stenlund
2000). Deux nouvelles El sont alors recrutées a 1’origine formant ainsi un complexe de 4
molécules liées aux 4 séquences de liaison de E1 (Stenlund 2003). La protéine E2 interagit
avec le domaine hélicase de E1 qui est peu affin pour ’ADN. Grace a ce systéme
d’interactions, la protéine E1 peut réunir deux activités normalement incompatibles, une
activité de liaison a I’ADN et une activité d’ouverture de la double hélice d’ADN mais dont la
proximité physique est avantageuse pour I’assemblage du complexe d’initiation. La séquence
de liaisons qui s’effectuent entre les protéines pourrait étre la suivante. Un dimeére de E1 se lie
dans un premier temps a E2 (E1,E2,). La liaison d’un second dimeére de E1 a la deuxiéme
paire de sites de liaison pour E1 déplace le dimére de E2 de facon ATP dépendante pour
former un double tétramere de E1 (Els),. Par la suite, en présence d’ATP, deux hexaméres
(E1s), sont générés. Le dodécamere ainsi formé est responsable de la « fusion » de I’ADN
(changement structurel de I’ADN suite a 1’ouverture de sa double hélice) et forme un tube
protéique autour de ’ADN. La fusion a lieu au niveau de la séquence d’ADN qui s’étend a
proximité des deux sites initiateurs de liaison. Le dodécamere constitue une hélicase
bidirectionnelle constituée de deux sous-unités hélicases qui sont liées et travaillent de paire et
ainsi activent le déroulement des brins d’ADN. Le complexe agirait en « pompant » I’ADN, le
séparant au sein du dodécameére et laissant s’échapper I’ADN simple brin pour servir de
matrice a la synthese de nouvel ADN (figure 14). E1 peut recruter la protéine de réplication A

(RPA) qui se lie aux simples brins d’ADN ainsi que la protéine chaperonne hsp40 pour aider a
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Figure 14 Modele de fonctionnement du double hexamere en tant que machinerie hélicase
bidirectionnelle.

Les protéines virales initiatrices de la réplication peuvent former un double hexamere sur
I’origine de réplication en présence d’ADP (voir figure 13). En présence d’ATP la fusion du
double brin en ADN simple brin (ADN sb) a lieu des deux cotés du site d’initiation. Le
débobinage a lieu en présence de la protéine de réplication A (RPA). La présence de la
machinerie de réplication de I’ADN permet la synthése du nouvel ADN qui est expulsé du
complexe (d’aprés Stenlund, 2003).
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la prise en charge de la fourche de réplication (Liu et al. 1998 ; Loo & Melendy 2004). E1 se
lie également a Inil/hSNF5, un composant du complexe de remaniement de la chromatine
SWI/SNF, interaction qui semble nécessaire a la réplication (Gardiol et al. 1999). Enfin il a
été recemment mis en évidence que E1 possédait des sites de reconnaissance pour les
caspases et que ses fragments de dégradation pourraient avoir un role dans la réplication du

virus (Moody et al. 2007).

Il.LE. Oncoprotéines E5, E6 et E7 et processus de

transformation

I.E.1. L’oncoprotéine ES

Parmi les oncoprotéines synthétisées par les HPV, le rdle de E5 est moins connu pourtant

cette oncoprotéine exerce également des activités transformantes (figure 15).

HPV16 E5 est une protéine de 83 acides aminés possédant une séquence hydrophobe
(DiMaio 2007). De ce fait elle est retrouvée dans la membrane de 1’appareil de Golgi, du
réticulum endoplasmique, de la membrane cytoplasmique et nucléaire (Conrad et al. 1994 ;
Oetke et al. 2000). Des expériences in vitro de transfection de HPV16 E5 ont mis en évidence
des capacités transformantes et notamment la possibilité de permettre une croissance sans
support des cellules (Leechanachai et al. 1992 ; Pim et al. 1992) mais aussi une coopération
avec la protéine E7 et une contribution dans I’immortalisation des kératinocytes, bien que le
role exact de ES dans cette derniére fonction n’ait pas été précisé (Stoppler et al. 1996a ;

Venuti et al. 1998).

Le role transformant de E5 peut étre principalement attribué a son interaction avec le
récepteur de ’EGF (Epidermal growth factor) et les voies de signalisation qui en découlent

(Kim et al. 2006). E5 agirait en sensibilisant la cellule & la réponse EGF, en retardant le
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Figure 15 Diagramme des cibles potentielles de E5.
L’interaction de E5 avec 1I’ATPase vacuolaire serait a 1’origine de la majorité des effets de ES

(d’apres DiMaio, 2006).
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recyclage du récepteur sous I’action de la liaison au ligand et en le stabilisant a la membrane
(Tomakidi et al. 2000). E5 pourrait également agir sur d’autres voies de signalisation et
augmenterait notamment la signalisation par les protéines G couplées au récepteur a
I’endothéline (Venuti et al. 1998). Plus récemment ont été mises en évidence des interactions
avec les voies de signalisation de ErbB4 (V-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 4) (Chen et al. 2006), des récepteurs de prostaglandine 2 (Oh et al. 2009) et du

transport nucléaire (Krawczyk et al. 2008a).

De plus, E5 s’associe physiquement a une ATPase vacuolaire (V-ATPase Vacuolar Adenosine
Triphosphate hydrolase) de 16 kDa mais les conséquences physiologiques d’une telle liaison
ne sont pas bien établies (Conrad et al. 1993). Cette liaison pourrait entrainer un défaut
d’acidification des endosomes et ainsi éviter la dégradation du récepteur a I’EGF (Straight et
al. 1995). La protéine E5 semble affecter davantage le transport des endosomes que leur
acidification (Thomsen et al. 2000). E5 perturbe également les jonctions intercellulaires Gap,
limitant ainsi peut-étre la transmission de signaux inhibiteurs de croissance entre les cellules
(Oelze et al. 1995). L’association entre E5 et I’ATPase vacuolaire pourrait étre a 1’origine de
I’effet de E5 sur les jonctions GAP, la V-ATPase étant un composant de ces mémes jonctions a

la membrane plasmique (Thomsen et al. 1999).

En outre E5 aurait un role de protection du virus contre le systeme immunitaire. Il a été
montré qu’elle perturbe la stabilit¢ et la synthése des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de type | (MHCI) en les retenant dans 1’appareil de Golgi. Elle augmente
également a la membrane la présence de cavéoline et de ganglioside GM1 qui perturbent la

réponse des lymphocytes T cytotoxiques (Ashrafi et al. 2006 ; Suprynowicz et al. 2007).

Plus recemment il a ét¢ montré que la protéine E5 était capable d’induire la formation de

cellules binucléées, cette action pouvant participer a la carcinogenese induite par E6/E7 (Hu
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et al. 2009a). L’expression de E5 a été également associée a une mobilité accrue des cellules
et une expression modifiée de protéines d’adhérence mais également & des modifications

d’expression de signaux mitogéniques (Kivi et al. 2007).

La protéine E5 est cependant peut exprimée dans les cellules dans lesquelles le génome viral
est intégre, son rble dans la transformation serait limité aux premieres étapes de la

carcinogenese induite par HPV (Krawczyk et al. 2008b ; Regan & Laimins 2008).

II.E.2. L’oncoprotéine E7

I1.E.2.1. Caractéristiques de E7
La E7 est une protéine de 98 acides aminés (Schwarz et al. 1985 ; Smotkin & Wettstein
1986), qui a été identifiée comme une protéine cytoplasmique de 15kD (Seedorf et al. 1987).
Plus récemment, trois isoformes ont été mises en évidence, E7al (17,5 kDa), E7a (17 kDa) et

E7b (16 kDa) (Valdovinos-Torres et al. 2008).

La protéine E7 est composée d’une région conservée CR1 dans I’extrémité C-terminale, d’une
région conservée CR2 dans la partie C-terminale qui contient le domaine de liaison a pRb
LXCXE (Munger et al. 1989a) et le domaine de phosphorylation par la caséine kinase Il
(CKII). Dans la partie N-terminale se situent les deux domaines de liaison au zinc formés des
acides aminés Cys-X-X-Cys (Edmonds & Vousden 1989). Ils représentent un nouveau type
de domaine a reconnaissance de zinc (Ullman et al. 1996) et peuvent permettre la formation
d’homodiméres (Zwerschke et al. 1996). La structure de la liaison entre E7 et pRb a été
caractérisée par 1’équipe de Lee et al. et montre que la liaison implique des enclaves tres

conservées (Lee et al. 1998).

Comme décrit précédemment E7 est traduit a partir d’'un ARN polycistronique et si certains
travaux n’ont pas mis en évidence d’effet de I’épissage alternatif de I’intron contenu dans E6
sur la traduction de E7 (Stacey et al. 1995), la plupart des auteurs s’accordent sur le fait que
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Figure 16 Schéma de la structure d’HPV16 E7.
Les séquences impliquées dans la transformation cellulaire sont marquées par les barres
bleues transparentes, les cibles principales de E7 sont également indiquées CR (conserved
region) (d’aprés Miinger, 2006 et Mclaughlin-Drubin, 2009).
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I’épissage de la région E6 favorise la traduction de E7 (Belaguli et al. 1995 ; Belaguli et al.

1992 ; Cornelissen et al. 1990 ; Pater et al. 1992 ; Tang et al. 2006b ; Sedman et al. 1991).

I1.E.2.2. E7, immortalisation et transformation de cellules
L’oncoprotéine E7 est capable de transformer des cellules primaires en coopération avec E6 et
un oncogene Ras activé (Matlashewski et al. 1987). E7 est en fait capable de transformer
différentes cellules en partenariat avec Ras dont des cellules de rat 3Y1 (Kanda et al. 1988)
et des cellules de rein de bébés rats (BRK) (Kanda et al. 1988 ; Phelps et al. 1988 ; Storey et
al. 1988). Ras régule I’expression des oncoprotéines (Medina-Martinez et al. 1997) qui
E6/E7 agissent fortement en synergie avec hRas (Schreiber et al. 2004). Ces actions
pourraient expliquer les effets sur la transformation de Ras en partenariat avec E7. La
transformation des cellules induite par E7 et Ras pourrait étre également dépendante de la
transactivation de E7 sur des membres du facteur de transcription AP1 (Antinore et al. 1996 ;

Lietal. 1998).

L’oncoprotéine E7 posséde un pouvoir transformant plus important que E6 (Barbosa &
Schlegel 1989). E7 agirait sur la promotion de la carcinogenése alors que E6 accélererait
plut6t la progression tumorale (Song et al. 2000). Si la transformation nécessite la liaison a
pRb, elle n’est en revanche pas nécessaire a I’immortalisation des cellules (Jewers et al.
1992). E7 est considérée également comme ayant une participation plus importante dans

I’immortalisation des cellules épithéliales orales (Sdek et al. 2006).

Dans tous les cas, la transformation n’est pas immédiate et n’a lieu qu’aprés un certain
nombre de passages des cellules. Des kératinocytes transfectés par HPV16 sont non
tumorigenes a 12 passages, faiblement tumorigenes a 32 et capables de former des carcinomes
épidermoides invasifs a 62 passages (Hurlin et al. 1991). Le potentiel de transformation de

E7 est corrélé a son niveau d’expression (Liu et al. 1995).
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Figure 17 Cibles cellulaires et activités de ’oncoprotéine E7.
Schéma des différents processus dans lesquels intervient I’oncoprotéine E7 et les protéines
apparentées qu’elle cible ou dégrade (d’aprés Miinger, 2006).
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E7 est également capable d’immortaliser des cellules épithéliales humaines de kératinocytes
en coopération avec E6 (Hawley-Nelson et al. 1989 ; Woodworth et al. 1989), ou des
fibroblastes embryonnaires humains par elle-méme (Yamamoto et al. 2003). E7 est en fait
capable d’immortaliser des cellules simplement en combinaison avec une expression de
hTERT (Kiyono et al. 1998). Par ailleurs, sa capacité a augmenter c-myc active le promoteur

de hTert (Liu et al. 2008 ; Wang et al. 2007 ; Jeong Seo et al. 2004).

E7 induit une hyperplasie des cellules épithéliales lorsqu’elle est exprimée dans des souris
transgéniques (Herber et al. 1996). Cette hyperplasie serait a la fois dépendante des
propriétés du domaine CR1 de E7 et de la liaison de E7 a pRb par son domaine CR2
(Gulliver et al. 1997 ; Ueno et al. 2006), bien que des travaux aient mis en évidence que la
stimulation de la prolifération était indépendante de la liaison de E7 a pRb (Caldeira et al.
2000). E7 agit sur la proliferation des kératinocytes humains et retarde leur différentiation
(Woodworth et al. 1992). Récemment il a été montré que I’oncoprotéine E7 pouvait étre
stabilisée par USP11 (ubiquitin-specific protease 11), un membre d’une famille d’enzymes
qui clive les groupements polyubiquitine, favorisant également les actions de E7 sur la

prolifération cellulaire (Lin et al. 2008).

La plupart des actions de transformation de E7 mais aussi ses effets sur le phénotype des
cellules dépendent de sa liaison a pRb (Balsitis et al. 2003). C’est également la liaison a pRb
qui distingue les virus a haut risque, des virus a bas risque (Gage et al. 1990 ; Heck et al.
1992). Les activités biologiques des HPV a bas et haut risque différent également, en
particulier seule E7 des HPV a haut risque permet la croissance de fibroblastes de rongeurs en

I’absence de support (Barbosa et al. 1991).

La liaison de E7 a pRb peut étre inhibée par la méthylation des Leu22, Tyr25 et Leu28 (Jones

et al. 1992). Elle pourrait étre également dépendante d’autres régions que les acides aminés
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21-29 (Jones et al. 1990). Un motif Cys-X-X-Cys intact est nécessaire a la liaison d’HPV18
E7 au zinc, a sa dimérisation et a la transformation, en revanche il n’est pas nécessaire a la
liaison a pRb (Mclntyre et al. 1993). L’espace entre les domaines de liaison aux métaux s’il
est modifié cependant, altére la stabilité et 1’activité de HPV18 E7 (Watanabe et al. 1992).
La liaison & pRb peut également étre inhibée par des inhibiteurs de protéases TLCK et TPCK
(tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone et tosyl-L-lysine chloromethyl ketone) (Stoppler
et al. 1996b) qui sont aussi capables d’empécher I’immortalisation induite par HPV18
(Stoppler et al. 1996a). La dégradation de pRb peut étre inhibée par PAI-2 (Darnell et al.
2003). Enfin la liaison a pRb peut-étre inhibée par la transglutaminase 2 une enzyme capable
d’ajouter des groupements aminé a des substrats ou a des associations de protéines empéchant

ainsi leur liaison (Jeon et al. 2006 ; Jeon et al. 2003).

L’activité transformante de E7 dépend également de sa partie N-terminale (Banks et al.
1990b ; Takami et al. 1992). Le domaine CR1 participe a I’activité biologique de E7 comme

mis en évidence par expérience de mutagénese dirigée (Brokaw et al. 1994).

Les activités transformantes de E7 ne sont pas exclusivement dépendante de pRb (Balsitis et
al. 2006). E7 exerce également son activité de transformation en se liant a skip (ski interacting
protein) et en inhibant son activité transcriptionnelle (Prathapam et al. 2001). De plus E7
avec E6 induit I’expression de Notch1 pour induire la transformation des cellules (\Weijzen et
al. 2003). E7 peut aussi coopérer avec E5 pour stimuler la prolifération des cellules (Bouvard
et al. 1994) et peut agir en partenariat avec E5 pour transformer des cellules primaires de
rongeur (Valle & Banks 1995). E7 se lie a MPP2 (fork head domain transciption factor m
phase phosphoprotein 2), cette liaison renforcant la transformation des cellules (Luscher-

Firzlaff et al. 1999).
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La liaison de E7 a pRb entraine sa dégradation par le protéasome (Boyer et al. 1996). E7
interagit avec la sous-unité S4 du protéasome 26 ce qui pourrait contribuer a la dégradation de
pRb, I’interaction étant indépendante de la liaison a pRb (Berezutskaya & Bagchi 1997). E7
est aussi dégradée par le systétme du protéasome associé a l’ubiquitine par sa partie
N-terminale (Thyrell et al. 2005 ; Reinstein et al. 2000). La dégradation de pRb par E7 est
nécessaire pour son inactivation fonctionnelle mais elle n’est pas liée a la dégradation de E7
par le protéasome (Gonzalez et al. 2001). Il a également été mis en évidence que E7
s’associait avec la cullin 2 du complexe ubiquitine ligase, cette action contribuant a la
dégradation de pRb (Huh et al. 2007) mais E7 pourrait aussi dégrader pRb a 1’aide de la
calpaine (Darnell et al. 2007). E7 est également ubiquitinylée par une E3 ligase composée de

UbcH7, Cullin-1 et Skp2 (Oh et al. 2004).

Enfin une des caractéristiques des carcinomes HPV induits est la nécessité de maintenir une
expression des oncoprotéines pour conserver le phénotype transformé des cellules, comme
illustré pour HPV16 E7 avec Ras dans des cellules BRK (Crook et al. 1989). L’expression de
E6/E7 est conservée dans des carcinomes cervicaux du col de I'utérus (Cone et al. 1992).
L’inhibition de I’expression de E6/E7 par un suppresseur de tumeur entraine la mort des
cellules (Bosch et al. 1991), E7 est par exemple nécessaire a la survie des cellules HelLa
(Nishimura et al. 2006). En revanche, il est possible que I’expression de EG/E7 se perde a

long terme dans des cellules BRK immortalisées par EJ-ras (Pim & Banks 1991).

I1.E.2.3. Reégulation du cycle cellulaire par E7

La principale action de E7 est de remettre des cellules différenciées de 1’épithélium en cycle.
E7 dégrade a cet effet pRb et permet ainsi la libération de E2F pour qu’il puisse accomplir ses
actions de transcription et permettre la transition G1->S (Banks et al. 1990a ; Demers et al.

1996 ; Huang et al. 1993). E7 réactive la machinerie de réplication de I'ADN pour remettre
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en cycle les cellules différenciées (Cheng et al. 1995). L’action de E7 n’a pas simplement
pour effet d’empécher la sortie de la phase S des cellules mais permet bien de refaire entrer

des cellules différenciées en phase S (Banerjee et al. 2006).

Comme décrit précédemment E7 possede dans sa sequence un domaine de phosphorylation
par la caséine kinase 2 (Firzlaff et al. 1989). La phosphorylation de E7 conditionne ses
actions sur la régulation du cycle cellulaire (Chien et al. 2000 ; Genovese et al. 2008). Des
mutations au niveau des sérines 31 et 71 peuvent affecter la phosphorylation de E7 (Storey et
al. 1990). La phosphorylation peut étre aussi inhibée par le complexe protéique S100
MRP-8/-14 (macrophage inhibitory-related factor protein) (Tugizov et al. 2005). Les
protéines de la famille S100 lient le calcium et de fagon intéressante il a été mis en évidence
que E7 pouvait réguler ’expression d’un autre membre de cette famille, la protéine S100P
(Hellung Schenning et al. 2000). Cet effet a cependant était contredit par une autre étude
(Jakubickova et al. 2005). La phosphorylation de la protéine varie au cours du cycle
cellulaire (Massimi & Banks 2000). Elle joue un réle important a la fois dans les fonctions
de E7 et dans sa localisation (Tommasino et al. 1992). La localisation de E7 au noyau est
dépendante d’un transport non classique impliquant la protéine Ran et est indépendante des

principaux récepteurs nucléaires Kap-p cytosolique (Angeline et al. 2003 ; Luca et al. 2003).

D’autre part E7 cible les protéines dites de « poche » p130 et pl07 associée a pRb, cette
action contribuant également a la régulation du cycle (Collins et al. 2005). L’interférence de
E7 sur pRb et p107 participe a la résistance a 1’arrét en phase G1 (Jones & Munger 1997). Il
est a remarquer que les oncoprotéines E7 des HPV a haut risque et a bas risque sont toutes
deux capables de cibler p130 ce qui indiquerait que les effets oncogéniques de E7 dépendent

plutot des interactions avec pRb et p107 (Zhang et al. 2006).
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En plus de libérer E2F de son complexe avec pRb, E7 s’associe directement avec les
complexes formés par E2F et la cycline A qui contrélent le passage du cycle cellulaire
(Arroyo et al. 1993 ; Pagano et al. 1992 ; Liu et al. 2006 ; Martin et al. 1998).
L’oncoprotéine peut aussi se lier directement avec les complexes cyclineA/cdk2 et
cyclineE/cdk2 (Nguyen & Munger 2008 ; Mclntyre et al. 1996 ; Zerfass et al. 1995). De
plus E7 cible la tyrosine phosphatase cdc25A activatrice de cyclineA/cdk2 et cyclineE/cdk2
(Bhawal et al. 2007 ; Katich et al. 2001 ; Nguyen et al. 2002a). L’oncoprotéine peut
directement activer cdk2, cette action dépend de CR1 et CR2 mais est indépendante de la
phosphorylation de la protéine virale (He et al. 2003). D’autre part E7 est capable de
s’associer a E2F1 (Hwang et al. 2002) et a E2F6 ce dernier a une activité inhibitrice sur les
actions de E2F et son augmentation pourrait exercer un rétrocontréle négatif sur E2F1
(McLaughlin-Drubin et al. 2008). Enfin les capacités de transactivation de E7 sur E2F sont
dépendantes des cellules dans lesquelles E7 est exprimée ainsi que de son promoteur

(Armstrong & Roman 1997).

La régulation du cycle cellulaire est a la fois contr6lée par 1’assemblage des couples
cycline/cdk mais dépend largement aussi des inhibiteurs de cyclines dépendant de kinases les
CKI. E7 est capable d’inhiber la CKI p27"'™* (Zerfass-Thome et al. 1996), elle inhibe
également Paction de p21°"™* (Funk et al. 1997). L’expression de p21“"™* est régulée par p53,
elle est élevée dans les cellules transfectées par E7 mais 1’oncoprotéine est capable d’inhiber
les effets de la CKI sur les cyclines A et E et ainsi de permettre a la fois la différenciation et la
prolifération des kératinocytes infectés (Ruesch & Laimins 1997 ; Jones et al. 1997).
Certains travaux en culture organotypique ont cependant mis en évidence que la réactivation
de p21 suite a la transfection de E7 pouvait provoquer I’arrét de la synthése d’ADN (Jian et

al. 1998 ; Noya et al. 2001). E7 induit dans ce systéme soit I’expression de la p21 et de la
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cycline E, cette derniére stabilisant p21 et provoquant I’arrét de la synthése d’ADN, soit de la

cycline E et cdk2 permettant la synthése d’ADN (Jian et al. 1999).

L’oncoprotéine permet de surmonter 1’arrét en phase G1 induit par une privation en sérum et
par p21°"™* (Morozov et al. 1997 ; Pei et al. 1998). L’inhibition de p21 est particuliérement
importante pour empécher 1’arrét du cycle cellulaire (Helt et al. 2002 ; Shin et al. 2009).
Cependant I’inhibition des CKI pourrait étre également impliquée dans la réplication du virus

car elle est commune aux HPV a haut et bas risque (Zehbe et al. 1999).

La dégradation de pRb a également pour effet d’entrainer I’augmentation de la CKI p16™"*
(Kelley et al. 1995) et la dégradation de pRb est nécessaire pour éviter I’arrét de la croissance

provoquée par p16™** (Giarré et al. 2001)

De facon intéressante plusieurs observations ont mis en évidence que 1’expression de E7 était
également nécessaire au stade productif du cycle viral par ses actions sur la différentiation des

cellules (Flores et al. 2000 ; McLaughlin-Drubin et al. 2005).

I1.E.2.4. Régulation de I’apoptose, de la sénescence et de p5S3 par E7
La protection contre I’arrét en phase G1 malgré la stabilisation de p53 par E7 est une
conséquence des effets de E7 sur pRb et sur p21 (Gottlieb & Oren 1998 ; Slebos et al. 1994).
Ainsi la transfection de E7 dans des cellules mime les conséquences d’une réponse a des
dommages a I’ADN par p53 mais n’en reproduit pas les effets (Song et al. 1998 ; Jones et al.
1999), la stabilisation de p53 par E7 n’ayant pas de conséquence sur la transcription de cibles

de p53 (Eichten et al. 2002).

Cependant si E7 a elle seule est capable de permettre le passage du cycle cellulaire, elle ne
protége pas de la mort cellulaire induite par la réactivation de p53 (Vousden et al. 1993 ;

Jones et al. 1997 ; Demers et al. 1994b ; Demers et al. 1994a ; Howes et al. 1994 ; Wang et
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al. 1996 ; Stoppler et al. 1998). L’induction de I’apoptose par E7 et p21 implique la
cathépsine B (Kaznelson et al. 2004). Le passage en phase S et 1’induction de I’apoptose sont
des événements qui sont séparés comme illustré par des travaux sur des fibroblastes de
rongeurs transfectés par E7 (Alunni-Fabbroni et al. 2000). L’apoptose serait dépendante de
pRb mais pas de pl07 et p130 alors qu’une mutation dans CR1 inhibe I’induction de

I’apoptose par E7 mais pas le passage en phase S.

Des observations ont cependant rapporté des effets divergents de E7 sur 1’apoptose selon les
cellules transfectées. E7 rend des astrocytes vulnérables aux ultraviolets. Cet effet est associé
a une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une activation de la caspase 3 (Lee et
al. 2002). Des fibroblastes normaux diploides transfectés par E7 et privés de facteurs de
croissance sont prédisposés a 1’apoptose et engagent une réponse sentinelle trophique aux
oncogenes. Cette réponse ne s’accompagne pas de phosphorylation de p53 dont les capacités
de liaison sont inchangées, il n’y a pas non plus d’activation des cibles transcriptionnelles de
p53. La caspase 3 est activée, il n’y a cependant pas de perméabilisation de la membrane
mitochondriale (Eichten et al. 2004). D’un autre c6té E7 avec E6 induit 1’augmentation de
c-1AP2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 2) (Yuan et al. 2005). Dans les cellules HaCat,
dans lesquelles p53 est mutée, E7 interagit avec la glutathion S transférase P1 (GSTP1) et
augmente la survie des cellules (Mileo et al. 2009). Dans cette méme lignée, 1’oncoprotéine
E7 interagit avec Siva-1, un facteur pro-apototique dont il empéche la liaison avec Bcl-X(L)
(Severino et al. 2007). E7 active le géne homologue de zest (Ezh2), un géne du groupe
polycomb dont I’action contribue a la résistance a I’apoptose (Holland et al. 2008).
L’oncoprotéine virale E7 interagit avec les suppresseurs de tumeurs NM23-H1 et h2 dans les
cellules HaCat, les rendant insensibles a 1’apoptose induite par le granzyme A (Mileo et al.
2006). E7 proteége les cellules HaCat de I’apoptose par UVB (Magal et al. 1998). Elle les

protege également du stress oxydatif par ’induction de la catalase (Shim et al. 2005) et
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agirait sur de nombreuses protéines impliquées dans la réponse a 1’apoptose dont Bel-W(L),
Fas, cytochrome C (Shim et al. 2008). Enfin il a été mis en évidence que E7 agissait sur de
nombreuses kinases notamment CDK6, ERBB3 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 3), FYN, AAK1 (AP2 associated kinase 1) et TSSK2 (testis-specific
serine kinase 2) dont les actions sont en relation avec la viabilité cellulaire (Baldwin et al.
2008). E7 est aussi capable de controler les effets des dommages a I’ADN sur la viabilité
cellulaire en contrélant le turnover de la claspine impliquée dans la réponse au stress (Spardy

et al. 2009).

La dégradation de pRb par E7 protege également les cellules de la sénescence (Psyrri et al.
2004), I’inhibition de E7 dans des lignées cervicales entraine une cascade dépendante de pRb
qui aboutit a la sénescence cellulaire (Johung et al. 2007). E7 cible également PML
(promyelocytic leukemia protein) qui active la sénescence cellulaire en forte concentration
dans des fibroblastes primaires. Cet effet est dépendant de pRb (Bischof et al. 2005 ; Mallette
et al. 2004). Enfin E7 augmente Dek, un proto-oncogene qui inhibe la sénescence. Dek
interfére avec le programme de différentiation épithéliale (Wise-Draper et al. 2006 ; Wise-

Draper et al. 2005 ; Wise-Draper et al. 2009).

I1.E.2.5. Reégulation de la transcription et actions épigénétiques de E7
Les activités de transformation de I’oncoprotéine E7 ne s’exercent pas seulement au travers de
la dégradation de pRb mais également par ses nombreuses actions de transactivation sur
divers facteurs de transcription et la régulation de leurs genes cibles. Comme deécrit
précédemment, E7 est capable de transactiver différents composants du facteur de
transcription E2F (Huang et al. 1993), de transactiver AP1 (Antinore et al. 1996) et c-myc
(Wang et al. 2007). E7 transactive également p73 par le biais de E2F1, cette action pouvant

avoir un réle dans les processus oncogénique (Brooks et al. 2002). E7 est aussi capable de
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transactiver le promoteur E2 de I’adénovirus de fagcon pRb dépendante et indépendante
(Carlotti & Crawford 1993 ; Ibaraki et al. 1993). L’oncoprotéine virale E7 cible également
Fhl2, un coactivateur transcriptionnel qui agit sur les promoteurs en relation avec AP1 et

caténine-B/Lcf (Campo-Fernandez et al. 2007).

D’autre part E7 interagit avec TFIID (Tata box binding protein) suite a la phosphorylation de
son domaine CK2 (Massimi et al. 1996), la liaison de E7 pourrait étre responsable de
I’inhibition de I’activité transcriptionnelle de p53 et contribuer au pouvoir transformant de E7
(Massimi & Banks 1997 ; Massimi et al. 1997). La liaison de E7 & TFIID inhibe en fait sa

capacité a se lier a I’ADN (Maldonado et al. 2002).

Enfin, E7 est également capable de modifier I’expression de nombreux genes grace a sa
liaison a des histones acétyle transférase (HAT). E7 se lie en effet @ Mi2B ainsi qu’a p300 et
pCAF (Avvakumov et al. 2003 ; Bernat et al. 2003 ; Brehm et al. 1999). E7 perturbe la
localisation et les fonctions de Src-1 (steroid receptor coactivateur 1) indépendamment de sa
liaison a p300 ou pCAF (Baldwin et al. 2006). HPV31 E7 est capable de faciliter la
réplication en activant la transcription par E2F2 grace a ses interactions avec les histones

déacétylases (Longworth et al. 2005).

I1.E.2.6. Régulation de fonctions associées a I’invasion et

I’angiogenese par E7
En plus de ces actions associées a la transformation, E7 pourrait agir par différentes voies de
régulation et a différents niveaux sur les processus associés a l’invasion tumorale et

I’angiogenese.

E7 active en particulier la voie de signalisation Akt. Akt est en relation avec 1’attachement

cellulaire et régule de nombreuses fonctions dans la cellule. Sa stimulation pourrait participer
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a la migration cellulaire. E7 active AKT par un mécanisme qui implique une interaction avec
PP2A, E7 séquestrant les deux sous-unités catalytiques de PP2A empéchant sa liaison a Akt et
permettant ainsi de maintenir la signalisation par Akt en inhibant sa déphosphorylation (Pim
et al. 2005). L’activation d’Akt par E7 est dépendante de la dégradation de pRb (Menges et
al. 2006) et il a été montré que E7 était capable de stimuler la migration de kératinocytes de

fagon dépendante d’Akt. Cet effet est dépendant de la relocalisation de p27¢'™*

au cytoplasme
et de son action sur la petite GTPase organisatrice de cytosquelette RhoA (Charette &

McCance 2007).

D’autre part il a été mis en évidence que E7 était capable d’induire 1’expression de molécules
d’adhérence dans des cellules endothéliales favorisant ainsi la progression cancéreuse
(D'Anna et al. 2001). A I’opposé, E7 est capable d’inhiber la cadhérine-E dans des
kératinocytes humains (Caberg et al. 2008 ; Hellner et al. 2009a) et inhibe la cadhérine-N
dans des cellules de rats 3Y1 par la signalisation AP1 et ERK (Yuan et al. 2009). La
co-expression de E6/E7 et ErbB-2 dans des cellules épithéliales orales est capable d’inhiber

I’expression de la cadhérine-E (Moustafa et al. 2004).

E7 de plus se lie a p600 (retinoblastoma protein associated factor) par sa partie N-terminale et
de facon indépendante de sa liaison aux protéines de « poche », p600 régulant des voies de
signalisation contribuant a la croissance en 1’absence de support des cellules (Huh et al.
2005). De facon contradictoire il a été¢ mis en évidence que 1I’expression de la fibronectine, qui
est associée a I’invasion tumorale, peut étre augmentée par E7 (Hellner et al. 2009a) ou
inhibée par son domaine Cys-x-x-Cys (Rey et al. 2000b). E7, en fonction de son état de
phosphorylation, interagit également avec I’actine-F et il a été mis en évidence que 1’actine
polymérisée était en moindre quantité dans les cellules exprimant E7 (Rey et al. 2000a). E7

pourrait également contribuer a I’invasion tumorale en stimulant [’expression de la
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MT1-MMP, comme mis en évidence dans des cellules HaCat et des kératinocytes primaires

(Smola-Hess et al. 2005).

Enfin E7 et E6 induisent I’expression de facteurs pro-angiogénique dont IL-8, VEGF, maspin,
thrombonspondine qui pourraient participer a la progression tumorale (Toussaint-Smith et al.

2004).

I1.E.2.7. Reégulation du métabolisme cellulaire par E7
Les voies du métabolisme cellulaire peuvent étre soit aérobie ou anaérobie. La cellule régule
leur utilisation en fonction des disponibilités en substrats et des besoins en énergie. La voie de
la glycolyse, qui aboutit a la production de phosphoenolpyruvate par la pyruvate kinase, est
régulée par la concentration dans la cellules en AMP/ATP. L’isoenzyme des mammiferes de
type 2 pyruvate kinase (M2-PK) a les méme fonctions que la pyruvate kinase et peut étre soit
sous forme dimérique soit sous forme tétramérique. Lorsqu’elle est sous forme de dimere, la
M2-PK a une plus faible activité sur la glycolyse conservant les carbones des sucres et donc
privilégie la synthése d’acides nucléiques (Mazurek et al. 2002 ; Mazurek et al. 2005). E7
transfectée dans des cellules se lie avec les formes dimériques de M2-PK et entraine leur
accumulation participant ainsi a la transformation des cellules (Mazurek et al. 2001a). E7 et
Ras agissent de facon complémentaire pour constituer le métabolome tumoral qui est
caractérise par une forte concentration en enzyme glycolytique, une forte capacité
glutaminolytique, des niveaux élevés de fructose 1,6 biphosphate et un ratio faible
ATP+GTP :CTP+UTP (Mazurek et al. 2001b). Cet effet de complémentarité pourrait étre une

autre explication de la capacité de E7 et Ras a coopérer pour transformer les cellules.
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[1.E.2.8. Régulation de I'immunité et de la réponse aux cytokines et
aux facteurs de croissance par E7

L’échappement a I’immunité joue un rdéle important dans la progression tumorale des
carcinomes HPV positifs. Le systtme immunitaire joue un rdle de protection contre
I’infection aux HPV dans les 1ésions du col de ’'utérus comme I’illustre la multiplicité des
infections chez les sujets immunodéprimeés (Byrne et al. 1989). L’oncoprotéine E7, par ses
actions, permet aux cellules infectées par le virus d’échapper aux cellules de I’immunité. En
effet E7 et E6 inhibent notamment MCP1 (monocyte cheoattractant protein 1) empéchant
ainsi le recrutement des monocytes/macrophages (Kleine-Lowinski et al. 2003 ; Riethdorf et
al. 1996 ; Riethdorf et al. 1998). Bien que E7 induise 1’expression d’IL1-a avec pour effet
d’augmenter I’inflammation (lglesias et al. 1998), E7 induit une tolérance a I’immunité par
les cellules cytotoxiques T (Borchers et al. 1999). L’effet sur les cellules T cytotoxiques
pourrait étre dépendant de la sécrétion de E7 dans le milieu extérieur, il agirait comme une
toxine en stimulant la sécrétion de I’interféron a lui-méme agissant comme suppresseur de
I’immunité et inhibant la réponse des cellules T cytotoxiques (Leggatt et al. 2002 ; Le

Buanec et al. 1999b).

Des observations contradictoires ont été rapportées sur les effets de E7 sur le complexe
majeur d’histocompatibilité (Bottley et al. 2008 ; Georgopoulos et al. 2000 ; Hoos et al.
1996), E7 ayant ou non des actions sur celui-ci. E7 participerait également a 1’échappement a
I’immunité par ses actions sur NFkB (Huang & McCance 2002 ; Spitkovsky et al. 2002) qui
inhiberaient notamment 1’activité du promoteur IL8. Ainsi des études en protéomique ont mis
en ¢évidence que les effets de E7 sur 'immunité pourraient impliquer de nombreuses
molécules et notamment 1’hsp60, Ku70BP ou encore I’alpha enolase (Lee et al. 2004). Enfin
I’activation de la voie Akt par E7 précédemment décrite pourrait également avoir un role dans

I’échappement a I’immunité cellulaire (Noh et al. 2009).
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D’autre part E7 est capable de réguler la réponse des cellules infectées a différentes cytokines.
E7 est en particulier capable d’inhiber la signalisation de différentes isoformes de 1’interféron
(IFN) et de ses signaux antiprolifératifs (Arany et al. 1995 ; Arany et al. 1994 ; Barnard et
al. 2000). E7 inhibe I’action de I'IFN-o par plusieurs mécanismes, il peut cibler p48 le
composant de liaison a I’ADN de IGSF3 (interleukin stimulated gene factor 3) (Barnard &
McMillan 1999). L’action de E7 sur p27<"" participe a I’inhibition des effets de ’interféron
(Moro et al. 1998). E7 inhibe également IRF-1 (interferon regulatory element 1) en recrutant
des histones déacétylases a son promoteur (Park et al. 2000 ; Um et al. 2002). Enfin E7 peut
se lier a IRF-9 par un nouveau domaine PEST (proline, glutamate, serine, and threonine-rich
domain) (Antonsson et al. 2006). Les effets de I’interféron-y sont plus ambigus, il a été
rapporté que la cytokine pourrait inhiber la transcription de E6/E7 (Woodworth et al. 1992)
potentiellement par la signalisation de Socsl (Kamio et al. 2004). Cependant E7 perturbe
aussi la Guanylate Binding Protein (GBP)-ISRE et ainsi I’action de I’IFN-y (Lee et al. 2001),
cet effet étant dépendant de I’inhibition par E7 d’IRF-1 et de NFkB (Perea et al. 2000).

L’interféron-t enfin possede lui une activité anti-papillomavirus (Johnson et al. 1999).

E7 se lie a et inhibe les effets antiprolifératifs de IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding
protein 3) en induisant sa dégradation par le complexe du protéasome et de I’ubiquitine
(Mannhardt et al. 2000 ; Santer et al. 2007) mais cet effet pourrait étre dépendant du type
cellulaire, IGFBP-3 étant surexprimée dans des cellules cervicales infectées par E6/E7 (Baege

et al. 2004).

D’autre part E7 inhibe I’apoptose induite par le facteur nécrosant de tumeur TNF-a (Basile et
al. 2001 ; Boccardo et al. 2004 ; Thompson et al. 2001). E7 dans le milieu extérieur induit
cependant la libération par les macrophages de TNF-a ainsi que celle d’IL1-p, d’IL-6 et

VEGF (Le Buanec et al. 1999a).
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Les effets de TGF-p sur la régulation de I’expression des oncoprotéines des HPV sont plus
difficiles a definir car ils différent selon 1’état de transformation des cellules. Dans des
cellules récemment immortalisées par E6/E7, ce facteur inhibe I’expression des oncoprotéines
(Braun et al. 1992 ; Hasskarl et al. 2000 ; Woodworth et al. 1990), cet effet étant dépendant
de NFI/Ski (Baldwin et al. 2004). Dans des cellules transfectées par E6/E7 et cultivées sur un
plus grand nombre de passages, la sensibilité a TGF-B est perdue (Creek et al. 1995). E7 peut
protéger de I’arrét de la croissance induit par TGF-B1 en inhibant c-myc, 1’effet étant
dépendant de la liaison a pRb (Pietenpol et al. 1990). Dans un systéeme en culture

organotypique, TGF-p induit la différentiation et augmente E7 (Ozbun & Meyers 1996).

E7 peut inhiber la signalisation par le TGF-B en ciblant les protéines smad 2, 3 et 4 (Habig et
al. 2006 ; Lee et al. 2002 ; Xu et al. 2006). E7 cible également 1’expression de TGF-B2 en
fonction de la différenciation (Nees et al. 2000). E7 inhibe le promoteur de TGF-B2, cette
action étant dépendante de la liaison a pRb et passerait par E2F1 (Murvai et al. 2004). Enfin,

E7 est capable d’inhiber le récepteur de type Il de TGF-pB (Diaz-Chavez et al. 2008).

I1.LE.2.9. Instabilité chromosomique induite par E7
Parmi les nombreuses actions de 1’oncoprotéine E7 en faveur de la transformation des cellules
infectées, les effets de E7 sur la stabilit¢ des chromosomes et I’aneuploidie des cellules sont

peut-étre ceux qui ont le plus d’importance dans les 1ésions persistantes.

En effet ’expression de E7 a pour conséquence a la fois d’induire des anomalies
chromosomiques et d’en augmenter le nombre par endoréplication des cellules. La majeure
partie de ces actions est dépendante des effets de E7 sur le nombre de centrosomes. Ainsi E6
et E7 coopérent pour induire des erreurs de mitose et une instabilité génomique en découplant
la duplication du centrosome de la division cellulaire (Duensing et al. 2000 ; Oda et al.

1996). La synthése de centrosome surnuméraire serait un événement précoce dans 1’évolution
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des Iésions vers un phénotype malin (Duensing et al. 2001a ; Klingelhutz et al. 2005). Elle
ne serait ainsi pas dépendante de 1’intégration (Duensing et al. 2001b ; Melsheimer et al.
2004) bien que l’intégration elle-méme soit associée avec une instabilité chromosomique
(Pett et al. 2004) et particulierement du fait de la réplication de I’ADN viral intégré en
structure de peau d’oignon (Kadaja et al. 2009 ; Kadaja et al. 2007). Les actions de E7 sur
I’instabilité des chromosomes et le nombre de centrosomes seraient indépendantes de pRb
(Duensing & Munger 2003 ; Piboonniyom et al. 2003 ; Southern et al. 2004). 1l a été ainsi
montré que E7 pouvait s’associer de fagon indépendante de sa liaison a pRb, p107 et p130 a la
y-tubuline un composant des centrosomes (Nguyen et al. 2007). Les effets de E7 sur la
duplication des centrosomes seraient en fait plut6t en relation avec ses actions sur les cyclines
AJE et cdk2 (Steinmann et al. 1994). Ainsi 1’a-amanitine, un inhibiteur de la RNA
polymerase Il qui régule la cycline A2, inhibe la duplication des centrosomes dans des
cellules HPV16 E7 (Duensing et al. 2007). D’autre part un inhibiteur de CKI, I’indirubine 3’
oxine, inhibe également la duplication de centrosomes mettant en évidence un role des
couples cycline(A/E)/cdk2 (Duensing et al. 2004 ; Duensing & Munger 2002). Enfin une
implication de la polo-like kinase 4 (plk4) a été mise en évidence récemment en plus de cdk2

(Duensing et al. 2009).

L’instabilité chromosomique pourrait €¢galement impliquer I’augmentation de 1’expression du
géne WAPL1 (Kuroda et al. 2005 ; Ohbayashi et al. 2007), la signalisation par le TGF-B1
(Deng et al. 2008) et I’apparition de ponts d’anaphase suite a 1’action de E7 (Duensing &

Minger 2002)

E7 perturbe également les processus de la mitose et le nombre de chromosomes dans la
cellule. Ainsi E7 est capable d’induire une tétrasomie dans des kératinocytes en culture

organotypique (Southern et al. 2001), induit une endoréplication des cellules dans un modele
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de différentiation squameux (Chien et al. 2002) et une aneuploidie dans les cellules de
tumeurs cutanées chez des souris transgéniques E7 (Schaeffer et al. 2004). Les anomalies des
chromosomes et de leur nombre sont associées a des erreurs de division (Duensing et al.
2008) qui peuvent étre la conséquence de la dérégulation par E7 de différents mécanismes de
controle de la mitose (Thomas & Laimins 1998 ; Heilman et al. 2009). E7 en particulier
perturbe la régulation des fuseaux mitotiques en se liant a la dynéine (Nguyen & Minger
2008) et est capable de s’associer également a Numa (nuclear mitotic apparatus protein 1), ces
actions induisant un défaut de la répartition des chromosomes au moment de la mitose et des

erreurs de ségrégation (Nguyen & Muinger 2009).

De facon intéressante il a ét¢ montré que la protéine E7 était capable d’activer la voie de
signalisation de 1’anémie de Fanconi et ainsi d’augmenter D’instabilité chromosomique
(Spardy et al. 2007). L’anémie de Fanconi est une maladie génétique associée a une
sensibilité des cellules aux agents réticulants de I’ADN et les patients qui en sont atteints sont
plus susceptibles de développer des lésions associés aux HPV. Ainsi il a été mis en évidence
que la capacité de E7 a conserver la longueur des télomeres en 1’absence de E6 était liée a son
action sur la protéine D2 de I’anémie de Fanconi et sur sa capacité a activer les mécanismes
d’allongement alternatif des télomeres (ALT) associés aux corps promyélotiques (Spardy et

al. 2008).

I1.E.3. L’oncoprotéine E6
E6 participe avec E7 a I’immortalisation et la transformation des cellules infectées par le
virus. Sa structure s’apparente a celle de E7, ce qui pourrait étre la conséquence d’une
duplication de I’ADN viral au cours de son évolution. Le role de E6 semble étre de dégrader
p53 et de protéger le virus de 1’apoptose, apoptose induite par la synthése non programmée

d’ADN suite a la remise en cycle des cellules. La dégradation de p53 est réalisée par sa
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liaison a I’ubiquitine ligase E6AP. L’oncoprotéine cible et dégrade ainsi un nombre important
de protéines. La liaison de E6 a E6AP est a ’origine de la majorité de ses actions et stabilise
également E6. D’autre part E6 active la télomérase dont 1’action participe a I’immortalisation
des cellules infectées. L’oncoprotéine contribue aussi a la protection des cellules contre
I’apoptose par des mécanismes indépendants de p53 et participe a 1’échappement du virus au

systéme immunitaire de 1’hote.

Parmi les protéines cibles de E6, de nombreuses protéines a domaine PDZ ont été identifiées,
leur dégradation pourrait participer au processus de transformation induit par le virus. Comme
décrit précédemment, E7 est capable d’induire des anomalies chromosomiques mais E6
participe également a I’accumulation de mutations et a I’altération du génome. E6 enfin au
travers de ses actions sur de nombreux facteurs de transcription, coactivateurs de transcription
et mécanismes de régulation épigénétique modifie ’expression de nombreux geénes
cellulaires. Les nombreuses interactions de E6 mises en évidence ou encore a découvrir
renseignent sur les processus complexes et multiples de transformation induits par

I’oncoprotéine.

I1.E.3.1. Caractéristiques structurales de E6
E6 est une protéine de 151 acides aminés contenant 4 motifs Cyx-X-X-Cys (Cys pour
cystéine, X pour un acide aminé quelconque) qui forment deux domaines de 29 acides aminés
pouvant lier le zinc et permettant la liaison a p53 (Cole & Danos 1987 ; Giovane et al. 1999 ;
Grossman et al. 1989 ; Kanda et al. 1991 ; Li & Coffino 1996 ; Lipari et al. 2001 ;
Nakagawa et al. 1995 ; Barbosa & Schlegel 1989). Elle se lie & EGAP par un motif riche en
leucine LXXLL situé dans le second domaine de liaison au zinc situé du cote N-terminal (Be
et al. 2001 ; Bohl et al. 2000 ; Lagrange et al. 2005 ; Zanier et al. 2005). Elle posséde

également un domaine de liaison aux protéines PDZ dans sa partie C-terminale

88



Introduction

1 128 147 151

Figure 18 Schéma de la structure de HPV16 E6 et les domaines d’interactions avec ses cibles
principales (d’apres Mclaughlin-Drubin, 2009).
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(PSD95/Dlg/z0-1 motif de classe | x-T/S-x-L/V, ou x est un acide aminé indéfini). La liaison
aux protéines PDZ est également dépendante d’une valine en dehors de la séquence et les
résidus non canoniques dans la séquence elle-méme déterminent 1’affinité des différents types
de papillomavirus pour les différentes protéines PDZ (Charbonnier et al. 2008 ; Thomas et
al. 2008). E6 possederait un troisiéme motif de liaison indéterminé qui lui permet d’interagir
notamment avec FADD (domaine de mort associée a Fas) (Tungteakkhun et al. 2008). E6
pourrait également se lier directement a I’ADN et reconnaitre notamment les structures a 4
voies de type jonction Holliday (Imai et al. 1989 ; Nominé et al. 2003 ; Ristriani et al. 2000

; Ristriani et al. 2001).

La protéine d’un poids d’environ 16,5 kDa possede une structure qui la rend difficile a
analyser (Androphy et al. 1987 ; Banks et al. 1987). Elle a néanmoins était caractérisée en
partie par I’ajout de cystéines stabilisant sa structure et permettant I’étude de ses repliements.
La protéine modifiée conserve sa capacité a dégrader p53 (Nominé et al. 2005 ; Nominé et
al. 2006 ; Ullman et al. 1996). L’ARNm polycistronique de E6 contenant également la
séguence codante de E7 peut étre épissé alternativement aux nucléotides 226 et 409 ou 226 et
526 avec pour conséquence la traduction de formes tronquées de E6 désignées par E6*
(Cornelissen et al. 1990) (figure 5). Comme décrit précédemment, 1’épissage conditionne la
traduction de E7 et les formes épissées de E6 sont majoritaires dans les lignées cervicales
cancéreuses HPV positives, comme dans les Iésions elles-mémes (Hsu & McNicol 1992 ;

Shirasawa et al. 1991).

La protéine est phosphorylée par une protéine kinase N (PKN), une Kinase possédant un
domaine catalytique proche de celui de PKC et elle est activée par les acides gras et la petite
GTPase Rho (Gao et al. 2000). Elle est également phosphorylée au niveau de son domaine

PDZ par une protéine kinase A qui réduit sa liaison aux protéines PDZ (Kuhne et al. 2000).
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E6 peut étre localisée dans le cytoplasme mais elle se retrouve préférentiellement dans le
noyau des cellules dans lequel elle pénétre au moyen de trois séquences d’adressage nucléaire
(NLS) (Masson et al. 2003 ; Tao et al. 2003). Sa localisation dans le cytoplasme serait la
conséquence d’une oligomérisation (Garcia-Alai et al. 2007). Son transport au noyau
implique une interaction avec I’adaptateur-a2 de la karyophérine et d’'une RanGDP par une
voie classique Kap-al-B2 (Le Roux & Moroianu 2003). E6 dispose d’une demi-vie
d’environ 2 heures dans le cytoplasme et 4 heures dans le noyau (Grossman et al. 1989). Sa
dégradation est dépendante du protéasome 26S (Kehmeier et al. 2002 ; Stewart et al. 2004).
Il a récemment été mis en évidence que la stabilité de E6 serait largement dépendante de sa

liaison a E6AP (Tomai¢ et al. 2009).

I1.E.3.2. Immortalisation et transformation des cellules par E6
L’oncoprotéine virale E6 coopére avec E7 pour immortaliser les cellules infectées, E6/E7 sont
capables d’immortaliser des cellules de kératinocytes épithéliaux humains et les rendre
résistantes a la différenciation induite par le sérum ou le calcium (Hudson et al. 1990 ; Kaur
et al. 1989 ; Munger et al. 1989b ; Hawley-Nelson et al. 1989). L’expression des
oncoprotéines permet la transformation de cellules NIH 3T3 et de cellules Rat-1, elles sont
également capables de transformer des fibroblastes embryonnaires et des keératinocytes
humains (Bedell et al. 1987 ; Chen et al. 1993 ; Watanabe et al. 1989 ; Barbosa & Schlegel
1989). L’acquisition de propriétés tumorigénes par les cellules infectées nécessite cependant
plusieurs passage des cellules (Barbosa et al. 1989 ; Griep et al. 1993). Les effets de E6
seule sont moins évidents. E6 est capable d’inhiber la sénescence de fibroblastes (Ide et al.
1998) et d’induire des carcinomes dans des animaux transgéniques (Song et al. 1999) mais ne
serait pas en mesure d’immortaliser des kératinocytes humains a elle-seule (Hudson et al.
1990). Les formes épissées de E6 en particulier ne sont pas capables de transformer des

cellules en culture (Liu et al. 1994 ; Sedman et al. 1991). E6 est cependant capable en
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partenariat avec EJ-Ras d’immortaliser des cellules primaires de souris et des cellules BRK
avec HA-Ras (Chen & Defendi 1992 ; Liu et al. 1994 ; Storey & Banks 1993). L’action de
E6 est la conséquence directe de sa capacité a dégrader p53 et les effets de E6 peuvent étre en
partie reproduits par des mutants p53 (Dalal et al. 1996 ; McMurray & McCance 2004 ;
Storey et al. 1995). Les effets de E6 sur p53 sont cependant insuffisants pour expliquer toutes
ses fonctions notamment sa capacité a stimuler la prolifération des cellules (Inoue et al. 1998
; Ishiwatari et al. 1994 ; Sedman et al. 1992 ; Spitkovsky et al. 1996). L’expression de
I’oncoprotéine E6 régule et protége les cellules de la différenciation induite par le sérum et le
calcium par des mécanismes dépendants ou non de p53 (Sherman & Schlegel 1996 ;
Sherman et al. 2002 ; Sherman et al. 1997 ; Woodworth et al. 1992). E6 se lie a une
protéine E6BP (E6 binding protein) qui lie elle-méme le calcium et est localisée dans le
réticulum endoplasmique, la liaison de E6 & E6BP participe a ses activités de transformation
(Chen et al. 1995). E6 interagit avec la fibulin-1. Cette protéine lie le calcium dans le plasma
et la matrice extracellulaire et est impliquée dans les processus de transformation et
d’invasion tumorale. La surexpression de la fibulin-1 inhibe le processus de transformation de
E6 (Du et al. 2002). D’autre part, une partie des actions de E6 sur la transformation des
cellules est dépendante de sa capacité a dégrader les protéines PDZ. La délétion du domaine
PDZ de E6 empéche I’immortalisation de cellules épithéliales de 1’amygdale humaine
(Spanos et al. 2008a), la transformation (Nguyen et al. 2002b ; Shai et al. 2007 ; Watson et
al. 2003) et I’induction de I’hyperplasie in vivo (Nguyen et al. 2003). De plus E6 stabilise
ERB-b2 au cours de la transformation de kératinocytes du col de 1’utérus. ERB-b2 est un
récepteur tyrosine kinase qui augmente avec la densité cellulaire dans les cellules transfectees
par E6 (Narisawa-Saito et al. 2007). Enfin de méme que E7, E6 doit étre exprimee

continuellement pour maintenir le phénotype transformé des cellules (Takebe et al. 1987 ;
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Cone et al. 1992) bien que des mutations de ses geénes cibles pourraient entrainer sa

disparition lorsqu’elle n’a plus d’utilité dans la progression cancéreuse (Storey et al. 1995).

I1.E.3.3. Dégradation et régulation des fonctions de p53 par E6
La dégradation de p53 est essentielle au processus de transformation induit par le virus
(Crook et al. 1994 ; Pim et al. 1994 ; Werness et al. 1990). E6 lie p53 gréace a ses domaines
de liaison au zinc, le domaine dans la partie N-terminale servant a la liaison, le domaine du
coté C-terminal étant impliqué dans sa dégradation (Crook et al. 1991 ; Mansur et al. 1995 ;
Slebos et al. 1995). E6 est capable de cibler et dégrader les différentes formes oligomériques
de p53 (Gardiol & Banks 1998 ; Marston et al. 1995 ; Medcalf & Milner 1993). En
revanche, les formes épissées E6*, si elles sont capables de lier p53, ne peuvent induire sa
dégradation (Shally et al. 1996). De facon intéressante les formes épissées E6* inhibent la
dégradation de p53 par E6 en se liant a E6 non épissée (Pim & Banks 1999 ; Pim et al.
1997). Ce contréle est dépendant du cycle cellulaire, le niveau d’expression de E6*I augmente

en phase G2/M avec le niveau de p53 (Guccione et al. 2004b).

La dégradation de p53 par E6 abaisse tres fortement sa durée de vie, ’amenant de plusieurs
heures a moins d’une heure (Hubbert et al. 1992 ; Lechner et al. 1992). p53 est
habituellement dégradée par I’ubiquitine ligase mdmz2 dans la cellule mais cette voie, bien que
différente de celle de E6, est inhibée en présence de I’oncoprotéine (Camus et al. 2003 ;
Hengstermann et al. 2001 ; Marston et al. 1994). La dégradation de p53 par E6 nécessite la
liaison de E6 a p53 (Scheffner et al. 1992). Cette dégradation est dépendante de 1’ubiquitine
associee au systéeme du protéasome (Band et al. 1991 ; Scheffner et al. 1990 ; Thomas et al.
1996). E6 se lie a I’ubiquitine ligase E3 E6AP (E6 associated protein) et la dégradation de p53
nécessite également les protéines E1 et E2 du complexe du protéasome (Scheffner et al.

1993). La dégradation de p53 nécessite la liaison a la fois de E6 a EGAP et de E6 a p53 méme
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Figure 19 Cibles cellulaires et activités de I’oncoprotéine E6.
Scheéma des différents processus sur lesquels intervient 1’oncoprotéine E6 et les protéines
apparentées qu’elle cible ou dégrade (d’apres Tungteakkhun, 2008).
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si des interactions indépendantes entre chacune des protéines peuvent avoir lieu (Camus et al.

2007 ; Daniels et al. 1998 ; Liu et al. 1999).

D’autre part, en plus de dégrader p53, E6 est capable d’inhiber son activité de transactivation
et de régulation de 1’expression de ses genes cibles (Hoppe-Seyler & Butz 1993 ; Lechner &
Laimins 1994 ; Mietz et al. 1992 ; Molinari & Milner 1995 ; Thomas et al. 1995).
L’oncoprotéine virale empéche la liaison de p53 a I’ADN mais est également capable
d’entrainer sa délocalisation dans le cytoplasme ou elle est séquestrée avant d’étre dégradée

(Freedman & Levine 1998 ; Liang et al. 1993 ; Stewart et al. 2005).

I1.E.3.4. EG6 associated protein (E6GAP)
La liaison de E6 a E6AP n’est pas seulement un moyen pour I’oncoprotéine virale de dégrader
p53. Par cet intermédiaire, E6 cible et dégrade de nombreuses protéines cellulaires, contourne
son déséquilibre quantitatif en détournant de la cellule le systtme de dégradation par
I’ubiquitine associé au protéasome. Ainsi des études utilisant des siRNA E6AP, ont mis en
é¢vidence que la majorité¢ des effets de 1’oncoprotéine virale est réalisée au travers de
I’'ubiquitine ligase (Hengstermann et al. 2005 ; Kelley et al. 2005 ; Kuballa et al. 2007).
Néanmoins, de récents travaux ont également mis en évidence un réle stabilisateur de E6AP
sur E6 ce qui expliquerait aussi la forte dépendance des actions de 1’oncoprotéine virale a

E6AP (Tomai¢ et al. 2009).

EGAP est une protéine monomérique de 100 kDa (Huibregtse et al. 1991). L’ARNm issu de
la transcription de son géne EB3A peut étre épissé alternativement et traduit en 3 isoformes
(Yamamoto et al. 1997). E6GAP appartient a une nouvelle classe d’ubiquitines ligases E3 qui
est définie par I’homologie de domaine dans la partie C-terminale (Huibregtse et al. 1995).
Pour induire la dégradation de p53, E6AP se lie notamment avec la protéine E2 UbcHS5,

apparentée a I’ubiquitine ligase UBC8 d’Arabidopsis thaliana, du complexe ubiquitine ligase
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(Nuber et al. 1996 ; Rolfe et al. 1995 ; Scheffner et al. 1994). E6AP peut étre dégradée par
le complexe du protéasome et son ubiquitinylation est a la fois induite par E6 mais également
par E6AP elle-méme (Kao et al. 2000 ; Nuber et al. 1998). Enfin E6AP posséde des

fonctions de coactivation de récepteurs nucléaires aux hormones (Nawaz et al. 1999).

La liaison de E6 a E6AP implique un domaine riche en leucine LXXLL situé dans le second
domaine de liaison au zinc de E6 (Cooper et al. 2003 ; Daniels et al. 1997 ; Elston et al.
1998 ; Huibregtse et al. 1993). De facon intéressante, il a été mis en évidence que E6*I
pouvait se lier a E6AP. Ces complexes se localiseraient dans le cytoplasme alors que les
complexes de E6 et EGAP se formeraient dans le noyau des cellules (VVaeteewoottacharn et

al. 2005).

[1.E.3.5. Régulation de I’activité de la télomérase par E6
A chaque division cellulaire la longueur des téloméres diminue. La réduction des télomeres
entraine une instabilit¢ génomique et la sénescence des cellules lorsqu’elles atteignent la
limite de Hayflick. Pour des cellules normales, cette limite n’est jamais atteinte mais pour des
cellules tumorales en constante division, ce mécanisme doit étre détourné pour leur permettre
de continuer a croitre. 1l existe plusieurs mécanismes qui peuvent permettre de conserver la
longueur des téloméres. L’oncoprotéine E6 est capable d’activer la sous-unité catalytique de
la télomérase (hTert) qui entre dans la composition d’un complexe ribonucléoprotéique
synthétisant les répétitions des telomeres (Klingelhutz et al. 1996). Le maintien de la
longueur des télomeéres est réalise en coopération avec E7 qui participe elle aussi a la

prévention de leur érosion (Baege et al. 2002 ; Stoppler et al. 1997 ; Liu et al. 2008).

L’action de E6 sur la télomérase est principalement réalisée par I’activation de son promoteur
mais il a également été mis en évidence une interaction physique fonctionnelle de E6

directement sur le complexe télomerase (Liu et al. 2009).

96



Introduction

L’activation transcriptionnelle de la télomérase par E6 est en partie dépendante de c-Myc qui
se lie sur le promoteur de hTert au niveau d’un site E-box (Gewin & Galloway 2001 ;
McMurray & McCance 2003 ; Oh et al. 2001 ; Veldman et al. 2001 ; Veldman et al.
2003). E6 elle-méme participe a 1’activation de hTert par plusieurs mécanismes, elle 1éve
I’inhibition des facteurs USF (upstream transcription factor) et s’associerait a E6AP pour
dégrader un régulateur de I’expression de la sous-unité de la télomérase (James et al. 2006b ;
Liu et al. 2005). 11 a en fait été mis en évidence que ’ARNm d’un géne NFX1 (nuclear
transcription factor, X-box binding 1) était épissé alternativement pour étre traduit en
NFX1-91 et NFX1-123. NFX1-91 est inhibiteur de 1’expression de hTert et il est ciblé par E6
et EGAP pour étre degradé (Gewin et al. 2004). NFX1-123 s’associe a des protéines de
liaisons de queue poly(A) (PABPC) et active de fagcon post-transcriptionnelle hTert en se liant
a ses ARNm dans le cytoplasme et augmentant leur stabilité (Katzenellenbogen et al. 2007 ;

Katzenellenbogen et al. 2009).

[1.E.3.6. Régulation de I’apoptose par E6
La dégradation de p53 n’est pas le seul mécanisme par lequel E6 protége les cellules infectées
par HPV de I’apoptose (Butz et al. 1996 ; Steller et al. 1996). E6 agit sur de nombreux
médiateurs de la mort cellulaire de la voie mitochondriale et des voies des récepteurs aux

signaux de mort.

E6 se lie a Bak et le dégrade via E6AP (Liu et al. 2008 ; Thomas & Banks 1999 ; Thomas
& Banks 1998). E6 inhibe également 1’expression de I’ARNm de Bax et déstabilise sa

protéine (Alfandari et al. 1999 ; Magal et al. 2005 ; Vogt et al. 2006).

D’autre part E6 intervient au niveau de la signalisation induite par les récepteurs aux TNF.
Elle se lie au récepteur 1 du TNF et empéche la liaison de FADD (Fas associated death

domain) (Duerksen-Hughes et al. 1999 ; Filippova et al. 2004 ; Filippova et al. 2002).
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Cependant I’effet de TNF sur 1’apoptose des cellules infectées par HPV est dose dépendant,
E6 pouvant protéger ou sensibiliser les cellules a I’apoptose (Filippova et al. 2005 ;
Filippova et al. 2009 ; Vikhanskaya et al. 2002). E6 cible également les partenaires en aval
de cette voie de signalisation et inhibe [’activation des caspases 3 et 8 en dégradant

notamment la caspase 8 (Filippova et al. 2007 ; Garnett et al. 2006).

E6 interagit également avec des corps nucléaires dans le noyau qui colocalisent avec PML
(promyelotic leukemia protein). E6 induit la dégradation de PML et protége les cellules de
I’apoptose (Guccione et al. 2004a). De plus E6 et E7 augmentent également 1’expression de
C-1AP2 (inhibitor of apoptosis protein 2) par leur action sur NFkB (James et al. 2006a ;

Yuan et al. 2005).

Enfin I’oncoprotéine virale inhibe les fonctions d’induction de I’apoptose de p73, un
homologue de p53 avec lequel elle interagit par le méme domaine de liaison que celui de p53

(Park et al. 2001).

I1.E.3.7. Echappement au systéme immunitaire par I’intermédiaire de
E6

A I'instar de E7, E6 participe a la protection du virus HPV contre le systéme immunitaire de
I’héte. Les oncoprotéines sont d’une part difficilement utilisables pour la présentation d’un
antigene aux cellules T cytotoxiques (Evans et al. 2001). E6 est d’autre part capable de
réduire ’acces des cellules du systeme immunitaire en réduisant 1’expression de la
cadhérine-E nécessaire a leur attachement et a leur migration (Caberg et al. 2009 ; Matthews
et al. 2003). E6 et E7 interviennent également sur la migration des cellules de Langherans en

inhibant I’expression de MIP3-a (Guess & McCance 2005).

L’oncoprotéine virale E6 est également capable de réguler la réponse aux cytokines et

d’inhiber I’arrét de la croissance ou la mort cellulaire. Ainsi E6 se lie a IRF-3 (interferon
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regulatory factor 3) et inhibe son activité de transcription (Ronco et al. 1998). Cet effet
pourrait étre la conséquence de ’association de E6 avec Tyk2, association qui empéche la

phosphorylation de Tyk2 et sa liaison au récepteur de I’interféron (Li et al. 1999b).

L’oncoprotéine virale interagit avec le produit du géne TSC2 qui code la tubérine (tuberous
sclerosis 2) et qui régule la phosphorylation de la kinase S6 par I’insuline. E6 se lie a la
tubérine et entraine sa dégradation par le protéasome perturbant ainsi la signalisation de

I’insuline (Lu et al. 2004 ; Zheng et al. 2008).

E6 se lie a TIP-2/GIPC qui est impliqgué dans la signalisation du TGF-f et induit sa
dégradation par le protéasome. TIP-2 est une protéine PDZ qui augmente 1’expression du

récepteur 11l au TGF-B a la membrane (Favre-Bonvin et al. 2005).

Enfin E6 inhibe I’expression de I’TL-18 par sa liaison a la protéine p300 et la répression du

promoteur d’IL-18 (Cho et al. 2001 ; Huang & McCance 2002).

I1.LE.3.8. Régulation de protéines d’adhérence et des protéines a

domaine PDZ par E6
En plus de ses actions sur p53, la télomérase, la résistance a I’apoptose, E6 posseéde d’autres
effets qui ne semblent pas étre directement reliés au cycle du virus. En effet E6 cible et
dégrade plusieurs protéines d’adhérence ou des complexes des jonctions intercellulaires et
notamment un nombre important de protéines & domaine PDZ dont la disparition pourrait

jouer ou avoir un réle dans les processus associés a la progression tumorale.

Ainsi E6 est capable de dégrader la paxilline appartenant aux complexes d’adhérence focale
(Tong & Howley 1997 ; Tong et al. 1997). La liaison de E6 est réalisée au travers de son
motif LXXLL et entre en compétition avec la liaison a EGAP (Pol et al. 1998). La dégradation

de la paxilline entraine la perturbation du cytosquelette d’actine qui est dépolymérisé. E6
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interagit avec un autre membre de ce complexe a savoir la zyxine et entraine sa translocation
au noyau au travers de son domaine LIM. La zyxine pourrait alors avoir des actions de

transcription une fois délocalisée (Degenhardt & Silverstein 2001b).

L’oncoprotéine E6 cible et dégrade DIg par I’intermédiaire du protéasome (Gardiol et al.
1999 ; Gardiol et al. 2002 ; Matsumoto et al. 2006). Cette protéine appartient au complexe
de polarité Scrib composé de Scribble-DIg-Lgl, les complexes de polarité sont responsables
de la localisation et la formation des jonctions intercellulaires. La dégradation de DIlg est
nécessaire a la transformation par E6 de cellules de rongeur (Kiyono et al. 1997). De fagon
intéressante, il a été mis en évidence que la phosphorylation de DIlg contr6lait sa localisation
membranaire ou nucléaire et que E6 ciblait préférentiellement les formes phosphorylées de
Dlg présentes au noyau. Cette préférence pourrait indiquer que E6 inhibe un réle de

transactivation de DIg (Massimi et al. 2006 ; Massimi et al. 2004 ; Narayan et al. 2009).

L’oncoprotéine virale est également capable de dégrader Scribble par 1’intermédiaire de
E6AP. La dégradation de Scribble est associée a une perte de I’intégrité des jonctions serrées,
Scribble étant présente avec ZO-1 a la membrane des cellules MDCK (Nakagawa &

Huibregtse 2000).

E6 cible ¢galement PATJ qui entre dans la composition d’un second complexe de polarité
formé de Crumbs-Pasl1-PATJ et régule egalement le troisieme complexe de polarité forme par
Par6-aPKC-par3. De facon intéressante elle peut-étre ciblée et dégradee a la fois par E6 et

E6* (Storrs & Silverstein 2007).

E6 cible et dégrade MUPP1 (multi-PDZ domain protein), une protéine adaptatrice qui entre
également dans la composition du complexe de polarité Crumbs. Sa dégradation pourrait

participer a la régulation de la prolifération cellulaire (Lee et al. 2000).
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L’oncoprotéine cible et dégrade les protéines PDZ MAGI-1, -2, -3 faisant partie du complexe
protéique cytoplasmique des jonctions serrées. La dégradation de MAGI-1 est en partie
associée aux fonctions tumorigenes de E6 (Glaunsinger et al. 2000 ; Thomas et al. 2001 ;

Thomas et al. 2002).

E6 cible également la protéine PDZ CAL (cystic fibrosis transmembrane regulator associated
ligand) et entraine son ubiquitinylation et sa dégradation. CAL est une protéine PDZ qui est
associée a I’appareil de Golgi, elle est préférentiellement dégradée par HPV16 E6 et pourrait
étre également une cible naturelle de E6AP en 1’absence de E6 (Jeong et al. 2007). HPV16
E6 et HPV18 E6 dégradent la protéine DIg4/PSD95, ce qui en fait un potentiel suppresseur de
tumeur dans le cadre d’une infection par HPV (Handa et al. 2007). E6 pourrait accroitre la
mobilité cellulaire en dégradant la protéine PDZ Tip-1 (Tax interacting protein 1), un effecteur
potentiel de RhoA. E6 dégrade également la protéine tyrosine phosphatase PTPN3 (PTPH1),
sa dégradation est réalisée par 1’intermédiaire de E6AP (Topffer et al. 2007). De méme E6
cible PTPN13, sa dégradation permettant aux cellules transfectées par E6 et Ras de croitre en

I’absence de support (Spanos et al. 2008Db).

E6 est donc capable de cibler de nombreuses protéines PDZ au travers du domaine qu’il
contient dans sa partie C-terminale. De facon intéressante, il existe des spécificités et des
préférences de substrats entre les différents HPV qui sont dépendantes des acides aminés non
canoniques présents au sein du domaine PDZ (Zhang et al. 2007). Ainsi HPV18 E6 dégrade
de facon 5 fois plus efficace hDlg que HPV16 E6 (Liu et al. 2007b ; Thomas et al. 2005). La
dégradation des protéines PDZ est réalisée principalement par 1’association a E6GAP mais des
dégradations indépendantes de E6AP ont été également mises en évidence pour Scribble, Dlg
et MAGI-1 et -3 (Grm & Banks 2004 ; Massimi et al. 2008). D’autre part il a été récemment

mis en évidence que les formes épissées de E6, bien que ne possédant pas de domaines PDZ
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du fait de 1’épissage, étaient capables d’entrainer la dégradation de protéines PDZ
difféeremment de E6 full-length. En I’absence de E6 full-length elles abaissent les niveau de

Dlg, Scribble et Akt, cette derniere étant également une cible de E7 (Pim et al. 2009).

I1.E.3.9. Régulation transcriptionnelle et régulation épigénétique par

E6
De méme que I’oncoprotéine E7, 1’oncoprotéine E6, en plus de ses nombreuses interactions
protéiques, dispose de mécanismes de régulation de la transcription de nombreux génes et agit
également de facon post-transcriptionnelle sur certaines de ses cibles (Desaintes et al. 1992 ;

Lamberti et al. 1990 ; Akutsu et al. 1996).

Ainsi la transfection de E6 induit un relachement de la chromatine. Cet effet peut
potentiellement survenir par plusieurs mécanismes dont la phosphorylation des histones H1,
la liaison directe de I’oncoprotéine aux sites d’attachement a la matrice nucléaire ou encore la
conséquence de I’inhibition de p53 et de la transcription de ses geénes cibles par E6 (Smith et
al. 1998). D’autre part, la protéine HPV16 E6 serait capable de se lier aux ARNm et d’inhiber
leur épissage alternatif dans le cas de la présence de sites d’épissage non optimaux (Bodaghi
et al. 2009). Des études d’inhibition de I’oncoprotéine E6 ont également mis en évidence des
effets de régulation de génes dépendants de c-Myc associés a la synthése et 1’épissage des

ARNmM (Kuner et al. 2007).

Comme décrit préecédemment, E6 inhibe p53 en la dégradant mais aussi en inhibant la
transcription de ses genes cibles (Etscheid et al. 1994). Pour réaliser cette action, E6 se lie au
coactivateur transcriptionnel p300/CBP (CREB binding protein) (Bernat et al. 2002 ; Patel et
al. 1999 ; Zimmermann et al. 1999) et par son intermédiaire inhibe 1’acétylation des

protéines histones et du noyau du nucléosome (Thomas & Chiang 2005).
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E6 est également capable d’inhiber un autre coactivateur transcriptionnel de p53 hADA3. Ce
coactivateur appartient au complexe activateur des récepteurs a ’acide rétinoique et aux
complexes des acétyltransférases (Kumar et al. 2002). Ainsi la liaison de E6 inhibe la
transactivation des geénes stimulés par I’intermédiaire de RXRa (Zeng et al. 2002). La
dégradation de hADA3 par E6 est aussi corrélée a 'arrét de la voie p14”°°" p53 et a
I’immortalisation des cellules épithéliales mammaires (Shamanin et al. 2008). La
dégradation de hADAS3 est réalisée par un processus dépendant de E6AP (Hu et al. 2009b).
E6 cible BARD1 (BRCAL associated ring domain 1) qui pourrait réguler les activités
transcriptionnelles de p53 (Yim et al. 2007). L’oncoprotéine E6 peut également se lier au
coactivateur transcriptionnel GPS2 (G protein pathway suppressor 2) et induire sa dégradation

in vivo (Degenhardt & Silverstein 2001a).

De nombreuses autres régulations de la transcription de genes par E6 ont été mises en
évidence. E6 peut agir sur le promoteur de c-Myc (Kinoshita et al. 1997), elle active
également le promoteur du VEGF de facon indépendante de p53 (Clere et al. 2007 ; Lépez-
Ocejo et al. 2000). E6 interagit avec la protéine transmembranaire 87B qui possede des
fonctions de transduction du signal et de contréle de la transcription (Li et al. 2008a ; L. et al.
2008b). E6 stimule le promoteur de TGF-B1 au travers de séquences riches en GC et d’une
séquence consensus Spl (Dey et al. 1997). E6 est capable d’induire 1’expression de c-Fos
(Tomita et al. 1998). L’oncoprotéine virale régule la transcription de la fibronectine en
induisant la formation de complexes protéique qui activent 1’élément de réponse a I’AMP
cyclique (Shino et al. 1997). 1l a été mis en évidence que E6 pouvait se lier a RTIP-Brl, un
intégrateur transcriptionnel de E2F1/DP/Rb et un antagoniste de p16 (Gupta et al. 2003). E6
augmente 1’expression du groupe de haute mobilité HMG-i(Y) en relation avec la confluence
des cellules (Kinoshita et al. 1996). Elle inhibe I’expression du géne E6DGI, cette action

étant corrélée avec la capacité a croitre sans support (Sakao et al. 2002). L’expression de E6
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et de E7 est également associée a une augmentation post-traductionnelle de HTRAL (high
temperature requirement 1), un membre des protéases de réponse au stress oxydatif (Clawson
et al. 2008). E6 agit sur la présence du mir-34a par I’intermédiaire de son action sur p53
(Wang et al. 2009). E6 se lie a la GAP E6TP1 (E6 target protein 1) et la dégrade. E6TP1
possede une forte homologie avec les protéines activatrices de GTPase Rap, dont SPA-1, la
tubérine et Rap1GAP (Gao et al. 1999 ; Gao et al. 2002a ; Singh et al. 2003). La dégradation
de E6TP1 est associée a I’'immortalisation des cellules par E6 et serait importante au cycle
viral (Gao et al. 2001 ; Lee et al. 2007). L’oncoprotéine est également capable de réguler la
localisation des précurseurs du facteur de transcription NFkB p100 et p105 (Havard et al.
2005). E6 régule la transcription de la cyclooxygénase 2 au travers d’une action sur le
récepteur a ’EGF (Subbaramaiah & Dannenberg 2007). Des études en microarray ont
montré que I’expression de E6 pouvait modifier celles de nombreux génes impliqués dans
I’apoptose, la protéolyse réalisée par I'intermédiaire de ’ubiquitine et du complexe du
protéasome, la différenciation ou encore I’inflammation (Duffy et al. 2003 ; Min et al. 2009).
Enfin il a ¢ét¢ mis en évidence récemment que I’expression de E6 était associée a la

transcription de genes cibles de p63 (Teissier et al. 2007).

I1.E.3.10. Instabilité génomique induite par E6
Si la protéine p53 est capable d’induire 1’apoptose en réponse & des dommages a I’ADN, sa
premiere action est d’activer des mécanismes de réparation des erreurs. La mort cellulaire
n’intervient que lorsque ces mécanismes se sont averés inefficaces. En dégradant p53, E6
favorise I’apparition de mutations et de dommages a I’ADN qui ne sont plus pris en charge
par le contréle de p53 (Gu et al. 1994 ; Havre et al. 1995 ; Kessis et al. 1993). La perte de
p53 induite par E6 entraine 1’apparition de tétraploidie dans les cellules au travers de
I’augmentation de la protéine plkl (Incassati et al. 2006). E6 peut également entrainer des

altérations génomiques indépendamment de p53, dont des mutations (Kim et al. 2000), des
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erreurs de réparation de rupture du double brin (Shin et al. 2006a), ou encore la non
réparation des fourches de réplication bloquées au moment de la réplication de I’ADN (Day

& Vaziri 2009).

D’autre part, E6 inhibe le point de contrdle du fuseau mitotique (Thomas & Laimins 1998)
entrainant ainsi des problémes de ségrégation des chromosomes (Plug-Demaggio &
McDougall 2002) et de polyploidie (Liu et al. 2007a). E6 et E7 induisent toutes les deux

I’aneuploidie chromosomique mais de fagon différente (Schaeffer et al. 2004).

L’expression de 1’oncoprotéine E6 a pour effet d’inactiver le point de contrdle du cycle en G2
et entraine de cette facon des anomalies chromosomiques (Kaufmann et al. 1997). De facon
inattendue, 1’expression de la télomérase est également associée a une instabilité génomique
et a P’inactivation du point de controle G2 (Coursen et al. 1997 ; Filatov et al. 1998 ;
Takeuchi et al. 2007). E6 cible 1’0O(6)-méthyle-guanine-DNA-méthyltransferase (MGMT),
une enzyme de réparation de I’ADN et augmente sa protéolyse induite par I’ubiquitine

(Srivenugopal & Ali-Osman 2002).

Enfin E6 perturbe le controle du génome cellulaire au travers d’interactions protéiques. Elle
se lie a la protéine de maintenance du minichromosome 7 (Hmcm7) qui est dégradée par
E6AP (Kihne & Banks 1998 ; Kukimoto et al. 1998), a la protéine XRCC1, une protéine
d’échafaudage régulant la composition de la machine de réparation des cassures simple brin
(Iftner et al. 2002) et a la kinase CKH1, une kinase clef du contrble de la réponse aux

dommages a I’ADN (Chen et al. 2009).

I1.E.3.11. Variants de E6

Comme exposé précédemment il existe différents variants pour un méme génotype HPV. Les
variants possédent quasiment la méme séquence que le prototype européen mais portent des

variations n’excédant pas 2% sur les parties codantes (Seedorf et al. 1985) et 5% sur les
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parties non codantes (Bernard et al. 2006). Une association entre les variants E6 d’HPV 16,
la persistance de I’infection a HPV et la progression des 1ésions du col de 'utérus a été mise
en évidence dans plusieurs études (Zehbe et al. 2009 ; Berumen et al. 2001 ; Grodzki et al.
2006 ; Sichero et al. 2007 ; Zehbe et al. 1998c ; Zehbe et al. 1998b ; Brady et al. 1999 ;
Andersson et al. 2000 ; Pérez-Gallego et al. 2001 ; Kdmmer et al. 2002 ; Costa et al. 2002
; Sathish et al. 2005) et particulierement avec les variants L83V (chez lesquels une leucine

est remplacée par une valine du fait d’une mutation du nucléotide 350).

Des études menées in vitro sur différents variants ont pu mettre en évidence des activités
biochimiques différentes par rapport au prototype. Certains variants de E6 different au regard
de leur capacité a dégrader p53 et Bax et ainsi a protéger les cellules infectées de I’apoptose
(Asadurian et al. 2007 ; Lichtig et al. 2006 ; Stoppler et al. 1996b). lIs présentent également
des capacités de liaison altérées a leurs cibles connues E6BP et hDIlg (Asadurian et al. 2007 ;
Lichtig et al. 2006). Cependant les différences biochimiques observées in vitro ne permettent
pas d’établir un lien direct de cause a effet entre les différents polymorphismes et leur impact
sur la biologie du virus. Les différences observées sur la dégradation de p53, par exemple, ne
sont pas corrélées avec la formation de colonies résistantes a la différenciation (Asadurian et
al. 2007 ; Stoppler et al. 1996b). Des cultures organotypiques de cellules NIKS transfectées
avec différents variants montrent une coexpression des marqueurs kératine 5 et 10 en raison
d’une migration des kératinocytes des couches basales vers la surface de I’épithélium, le
prototype ne présentant pas ce phénotype (Zehbe et al. 2009). Les variants L83V associés a
une plus forte pathogénicité ne présentent que peu de différences avec le prototype.
Chakrabarti et al. ont montré et émis 1’hypothése que les particularités du variant L83V
résidaient dans une modification d’induction de voies de signalisation dont la voie des MAP
kinases, la voie NOTCH et la voie Ras. Ces altérations procurent au variant un avantage dans

la tumorigenese (Chakrabarti et al. 2004). Les variants de HPV18 E6 moduleraient quant a
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eux de facon différente la voie de signalisation PKB/PI3K (Contreras-Paredes et al. 2009).
D’autre part il a été mis en évidence que la présence de variants affectait 1’épissage alternatif
de ’ARN polycistronique E6/E7 (De la Cruz-Hernandez et al. 2005), les formes épissées
E6* ayant des actions opposées ou différentes des formes non épissees (Pim et al. 1997 ; Pim
et al. 2009). Bien que les variants de HPV16 E6 ne different pas dans leur domaine de
reconnaissance PDZ, la séquence en acides aminés dans cette partie varie selon les types
d’HPV et a un impact direct sur la liaison a leurs cibles privilégiées (Charbonnier et al. 2008
; Thomas et al. 2008). Ainsi les variations entre les différentes oncoprotéines E6 et leurs
conséquences sur ’affinité a leurs substrats pourraient étre en relation avec les variations de

pathogénicité observées.

Les principales cibles des oncoprotéines E6/E7 et les conséquences liees a leur
dégradation sont présentées sur la figure 20. La variété des cibles répertoriées illustre
I’étendue des rbles potentiels des oncoprotéines et montre qu’au-dela de leur capacité bien
connue a immortaliser les cellules infectées, les oncoprotéines sont capables de nombreuses
actions en relation avec la progression tumorale. L’oncoprotéine E6 dégrade plusieurs
protéines des jonctions intercellulaires et les oncoprotéines E7 agissent, au travers de leurs
effets sur les facteurs de transcription, sur de nombreuses voies de signalisation. Bien que
I’impact précis de ces effets n’ait pas été déterminé, ils pourraient avoir des conséquences
directes dans les processus d’invasion tumorale. Les systemes de jonctions intercellulaires
ainsi que les métalloprotéinases matricielles, dont la régulation est a la base des phénomeénes
mis en ceuvre lors de I’envahissement des tissus par les cellules tumorales, seront donc

présentés dans la partie suivante.
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Infection HPV

Figure 20 Schéma des différents processus et moyens de coopération par lesquels les
oncoprotéines E6 et E7 d’HPV agissent sur les processus de transformation des cellules
(d’apreés Narisawa-Saito, 2007).
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11 La progression tumorale

La formation de cancers d’origine épithéliale, appelés carcinomes, et leur
dissémination métastatique impliquent une chaine d’événements complexes. Les cellules
épithéliales subissent des altérations génétiques successives aboutissant a 1’activation
d’oncogeénes ou a D’inactivation de geénes suppresseurs de tumeurs. Ces cellules ainsi
transformées proliférent de facon anarchique et forment une tumeur primaire, appelée
carcinome in situ, qui reste confinée au sein de la couche épithéliale. Lors du processus
d’invasion tumorale, certaines cellules tumorales acquic¢rent la capacit¢ de franchir la
membrane basale et d’envahir la matrice extracellulaire du mésenchyme sous jacent a
I’épithélium. L’acquisition de propriétés invasives par les cellules épithéliales tumorales peut
ainsi aboutir a la formation d’un carcinome invasif. Enfin, les cellules épithéliales tumorales
invasives peuvent atteindre les vaisseaux sanguins ou lymphatiques présents au sein de la
tumeur et ainsi former des métastases a distance. La formation de métastases via les voies
sanguines et lymphatiques nécessite 1’intravasation et ’extravasation des cellules tumorales
dans et hors des vaisseaux et la prolifération des cellules tumorales au sein de 1’organe cible

(figure 21).

La progression métastatique implique donc D’acquisition de propriétés invasives par les
cellules épithéliales tumorales. L’expression de telles propriétés résulte de modifications
intrinséques importantes des cellules épithéliales tumorales. Parmi ces nombreuses
modifications, on observe notamment une réorganisation ou une disparition des complexes
d’adhérence intercellulaire (jonctions serrées, jonctions adhérentes, desmosomes) et la
capacité a dégrader et remodeler la matrice extracellulaire. De tels changements caractérisent
un phénomeéne de transdifférenciation ou dédifférentiation impliquant la perte de caracteres

typiquement épithéliaux (notamment la perte de cohésion cellulaire) et le gain
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Figure 21 Schéma des différentes étapes de la progression tumorale.

Les cellules du carcinome in situ perdent leur cohésion cellulaire et acquiérent des capacités
protéolytiques pour franchir la membrane basale et progresser dans le tissu conjonctif sous-
jacent.
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de propriétes caractéristiques de cellules mésenchymateuses (motilité, expression de protéases
rarement synthétises par des cellules épithéliales en conditions normales,...). Ce phénomene a
donc été appelé « transition épithélio-mésenchymateuse » (EMT), par analogie avec le terme
initialement défini pour caractériser la transdifférenciation observée dans les cellules
épithéliales migratoires et/ou invasives impliquées dans les phénoménes de morphogenése
(morphogenése mammaire, pulmonaire,...) et d’embryogenese (migration des cellules de la
créte neurale,...) (Thiery 2002). Depuis, une EMT a été décrite dans bons nombre d’autres
phénomenes physiologiques impliquant la migration et 1’invasion de cellules épithéliales tels

que la cicatrisation ou I’invasion trophoblastique.

I11.A. Les jonctions intercellulaires

Il existe plusieurs types de jonctions cellulaires permettant de relier les cellules entre-elles, les

jonctions serrées, les jonctions intermédiaires et les desmosomes (figure 22).

I11.LA.1.  Les jonctions adhérentes
Les jonctions adhérentes forment un réseau de protéines transmembranaires s’associant les
unes aux autres entre les cellules et s’ancrant dans leur cytoplasme par des intermédiaires au
cytosquelette d’actine. Les protéines majeures des jonctions adhérentes sont les cadhérines
qui sont reliées dans leur partie cytoplasmique par les caténines au réseau d’actine
polymérisé. Ainsi les jonctions adhérentes, dont 1’organisation est dépendante de la présence
de calcium, sont responsables des forces de cohesion entre les cellules et maintiennent

I’intégrité de 1’épithélium (Gumbiner 1996) (figure 23).

I11.A.1.1. Cadhérine-E et caténines
La queue cytoplasmique de la cadhérine forme un complexe multiprotéique avec les

caténine-B, caténine-y et caténine p120 (p120°™), toutes membres de la famille de protéines
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Figure 22 Organisation schématique des systemes de jonctions intercellulaire et cellule-
matrice.

Dans un épithélium simple couche, la partie membranaire apicale (en bleu) est délimitée de la
partie membranaire basolatérale (en rouge) par les jonctions serrées (en noir). L’adhérence
intercellulaire est réalisée par les liaisons homophiles des cadhérines aux jonctions adhérentes
(en vert) qui forment une ceinture a ’apex des cellules. Les liaisons sont renforcées par les
desmosomes (en marron). La liaison a la membrane basale est réalisée par les complexes
d’intégrines et les hémi-desmosomes (en jaune). Enfin les cellules peuvent communiquer
entre elles a I’aide des jonctions communicantes (en bleu foncé).
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contenant des domaines répétés armadillo (Gumbiner 2005 ; Halbleib & Nelson 2006 ;
Perez-Moreno et al. 2003 ; Pokutta & Weis 2007 ; Ebnet 2008 ; Perez-Moreno & Fuchs
2006). La caténine-p est directement associée a la région membranaire distale, la p120 a la
région membranaire proximale. Ces deux régions de la cadhérine-E sont fortement conservées
indiquant DI’importance des interactions ainsi réalisées. La partie cytoplasmique de la
cadherine-E liant la caténine-p est nécessaire a son transport du réticulum endoplasmique a la
membrane latérale des cellules (Chen et al. 1999). La liaison de ces deux protéines est
également impliquée dans les propriétés d’adhérence de la cadhérine-E (Perez-Moreno et al.
2003 ; Pokutta & Weis 2007) ainsi que dans la stabilisation de la caténine-f qui dans le cas
contraire est rapidement dégradée par la voie de 1’ubiquitine associée au protéasome (Aberle

et al. 1997).

L’interaction entre la cadhérine-E et la p120°" est également nécessaire a la bonne localisation
de la cadhérine-E (Reynolds & Roczniak-Ferguson 2004). La p120°" stabilise la
cadhérine-E en limitant son endocytose et régulant son taux de recyclage (Bryant & Stow
2004 ; Davis et al. 2003). La protéine p120°™ est un régulateur de la transcription de plusieurs
géenes par son association avec des facteurs de transcription notamment des génes de la voie
Wnt (van Roy & McCrea 2005), p120°" régule également 1’activité des protéines Rho (ras

homolog) a petites GTPases.

La caténine-a a longtemps était considérée comme servant de lien entre les jonctions
adhérentes et le cytosquelette d’actine au travers d’interactions directes a la fois avec la
caténine-pB et I’actine-F. 1l a cependant été montré que sa liaison avec I’actine-F (& laquelle
elle ne se lie que par homodimere) et sa liaison avec la caténine-p étaient mutuellement
exclusives (Drees et al. 2005 ; Yamada et al. 2005). Il est possible que la caténine-a sous

forme d’hétérodimére avec la caténine-p associée a la cadhérine-E, se lic a d’autres protéines
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Figure 23 Complexes majeurs des jonctions adhérentes (d’aprés Ebnet, 2008).
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qui elles seraient associées a I’actine-F. La vinculine et ’actinine-a autrefois citées, ne
peuvent lier I’actine au complexe cadhérine-caténine (Yamada et al. 2005). Parmi de
nombreuses protéines des complexes d’adhérence, le candidat le plus prometteur pour réaliser
le lien manquant est pour I’instant ’EPLIN (epithelial protein lost in neoplasm) (Abe &
Takeichi 2008). Un modéle a également été propose dans lequel le complexe
cadhérine/caténine ne serait pas directement rattach¢ aux filaments d’actine, une
concentration élevée de caténine-o. soluble, créée par le clustering des complexes
cadhérine/caténine-p, permettrait de réguler la dynamique du cytosquelette d’actine (Niessen

& Gottardi 2008 ; van Roy & Berx 2008).

[11.A.1.2. Nectines et afadine
L’autre complexe majeur des jonctions adhérentes est formé des membres de la famille des
nectines et d’une protéine d’échafaudage associée par son domaine cytoplasmique,
I’ AF-6/afadine (Takai & Nakanishi 2003). Ce complexe joue un réle dans 1’organisation des
jonctions adhérentes formées par la cadhérine-E ainsi que des jonctions serrées réalisées par
les claudines dans les cellules épithéliales. Les nectines sont une famille de 4 membres
(nectine 1 a 4) de protéines apparentées aux immunoglobulines et localisées au niveau des
jonctions adhérentes des cellules épithéliales (Sakisaka & Takai 2004). A la différence des
cadhérines, les nectines peuvent établir des liaisons trans-homophiles et hétérophiles. Les
partenaires avec lesquels la nectine se lie sont le plus souvent d’autres nectines ainsi que des
protéines apparentées aux nectines Necl-1 a 5 (Sakisaka et al. 2007). Les nectines peuvent
influencer les propriétés d’adhérence de la cadhérine-E et donc pourraient contribuer
globalement aux forces de cohésion intercellulaire (Martinez-Rico et al. 2005 ; Sato et al.
2006). Une fonction importante des nectines est leur capacité a activer Cdc42 et les petites
GTPases Racl. L’activation des petites GTPases pourrait faciliter la formation des jonctions

et les nectines pourraient coopérer avec les cadhérines dans la régulation du cytosquelette
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d’actine aux sites d’adhérence intercellulaire (Fukuhara et al. 2004 ; Kawakatsu et al. 2005

; Kawakatsu et al. 2002).

Le partenaire cytoplasmique des nectines est I’afadine, c’est une protéine d’échafaudage qui
interagit avec 1’actine-F liant la jonction adhérente formée par la nectine au cytosquelette
d’actine (Takahashi et al. 1999 ; Mandai et al. 1997). L’afadine s’associe directement avec
la caténine-a (Pokutta et al. 2002 ; Tachibana et al. 2000 ; Yokoyama et al. 2001), avec la
vinculine par son association avec la ponsine/SH3P12 (Mandai et al. 1999) et avec
I’actinine-a par une association réalisée au travers du domaine DIL d’interaction avec les
protéines ADIP (Afadin DIL Domain-binding Protein) et du domaine LIM 7 avec LMO7
(LIM domain only 7) (Asada et al. 2003 ; Ooshio et al. 2004). II est probable qu’au travers
de ces interactions multiples, les deux protéines majeures des complexes de jonctions
adhérentes soient liées physiquement et qu’elles s’influencent I'une 1’autre dans leur

localisation et leur activité (Sakisaka et al. 2007).

I11.A.1.3. Complexes cadhérine-E/caténines et cancer
Au moment de la progression tumorale, il arrive fréqguemment que l'expression la cadhérine-E
disparaisse dans les cancers épithéliaux (van Roy & Berx 2008 ; Schmalhofer et al. 2009).
De nombreux travaux ont ainsi mis en évidence des roles anti-invasifs et anti-métastasiques
de la cadhérine E (Frixen et al. 1991 ; Perl et al. 1998 ; Vleminckx et al. 1991). Au cours de
Iinvasion tumorale, I’expression de la cadhérine-E peut é&tre inhibée au niveau
transcriptionnel et traductionnel. Souvent ces mécanismes sont tous les deux utilisés par les

cellules tumorales pour inhiber complétement les fonctions de la cadhérine-E (figure 24).

I11LA.1.3.1 Contrdle de la transcription de la cadhérine-E
Il existe de nombreux inhibiteurs de la transcription de la cadhérine-E, ils sont issus de la

famille Snail dont Snaill (Snail/SNAI1), Snail2 (Slug/SNAI2), de la famille ZEB (zinc E-box
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Lamellipode

Figure 24 Organisation schématique des liaisons réalisées par la cadhérine-E et de ses voies
de signalisation.
(@) Lorsque la cadhérine-E perd ses fonctions, la caténine-f3 est libérée mais est dégradée par

le complexe du protéasome. (b) L’activation de la voie de signalisation Wnt inhibe GSK-3f ce
qui empéche la dégradation de la caténine-p qui se relocalise au noyau. Elle joue alors un role
de transcription avec TCF/Lef-1. (c) Lors du désassemblage de la cadhérine-E, la caténine
p120 est libérée, elle inhibe RhoA et active Cdc42 et Racl permettant aux cellules de migrer
(d’apres Christofori, 2006).
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binding factor) dont ZEB1 (3EF1), ZEB2 (Sipl), de la famille bHLH (basic helix-loop-helix)

E47 et Twist et de la famille Id (inhibitor of DNA binding) HLH (Peinado et al. 2007).

Tous les membres de la famille Snail possedent dans leur partie C-terminale un domaine
comprenant un nombre variable de motifs en doigt de zinc. Ces motifs sont de type CCHH ou
C et H représentent les résidus cystéine et histidine constituant la structure en doigt de zinc
impliquée dans la fixation a I’ADN (Manzanares et al. 2001). SNAI1 et SNAI2 agissent en
tant gu’inhibiteurs transcriptionnels en se liant a I’ADN sur des séquences 5’-CAGGTG ou
5’-CACCTG connues sous le nom de E-box. Ils se fixent au promoteur de la cadhérine-E au
niveau d’une séquence E-pal contenant deux séquences E-box (Batlle et al. 2000 ; Bolés et
al. 2003 ; Cano et al. 2000 ; Come et al. 2004 ; De Craene et al. 2005 ; Hajra et al. 2002).
SIP-1 (Smad Interacting Protein-1), comme SEF1, est caractérisé par la présence de deux
domaines a doigt de zinc en région C- et N-terminales (Comijn et al. 2001 ; Remacle et al.
1999 ; Verschueren et al. 1999). Le domaine N-terminal est caractérisé par la présence de 4
motifs en doigt de zinc dont trois sont de type CCHH et un de type CCHC. Le domaine
C-terminal est constitué de trois motifs en doigt de zinc de type CCHH (Verschueren et al.
1999). Comme SNAIL et SNAI2, les facteurs de la famille ZEB se lient a I’ADN sur des
séquences E-box (Comijn et al. 2001 ; Sekido et al. 1994 ; Verschueren et al. 1999). La
liaison de SIP-1 et de OEF1 s’effectue également au niveau des deux séquences E-box
contenues dans 1’élément de régulation E-pal de la cadhérine-E (Comijn et al. 2001 ;
Remacle et al. 1999). (Jenuwein & Allis 2001 ; Kouzarides 2007 ; Zhang & Reinberg

2001).

L’EMT induite au moment de la carcinogeneése peut étre activée, comme lors du
développement, par différent facteurs de croissance et signaux dont le facteur de croissance

épithéliale (EGF), le facteur de croissance transformant beta (TGF-B) ou encore la voie de
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signalisation Wnt qui activent des récepteurs tyrosine kinase (Thiery 2002 ; Thiery &
Sleeman 2006). Cette signalisation controle 1’expression de SNAIl et SNAI2 (Barrallo-
Gimeno & Nieto 2005), les différentes voies s’entrecroisent en particulier celles induites par
le TGF-B, Ras activé, Notch, Hedgehog et/ou la voie Wnt ou la caténine-p (Barbera et al.

2004 ; Peinado et al. 2003 ; Zavadil et al. 2004).

Les mécanismes par lesquels les inhibiteurs de la cadhérine-E régulent son expression,
impliquent principalement des remaniements de la chromatine (Peinado et al. 2004).
L’inhibition par SNAI2, par exemple, dépend des histones déacétylases (HDAC) (Hemavathy
et al. 2000). Le mécanisme d’inhibition par SNAII implique SIN3A ainsi que HDACI et
HDAC2 (Peinado et al. 2004). Des corépresseurs peuvent étre également présents dont
CTBP1 et CTBP2 (C-terminal binding protein), ils interagissent aussi avec les facteurs ZEB.
D’autre part, I’interaction de CTBP et p300 est cruciale a 1’inhibition de la cadhérine-E dans
les cancers colorectaux (Pefia et al. 2006). L’activité des complexes des corépresseurs CTBP
peut étre modifiée par d’autres cofacteurs dont PNN (pinin) (Alpatov et al. 2004).
L’acétylation ou la sumoylation de CTBP modifie son efficacité d’inhibition de la
cadhérine-E, CTBP est également régulée par la concentration de la NADH (Zhang et al.

2002).

Les inhibiteurs de la cadhérine-E sont également régulés au niveau post-traductionnel. Ainsi
la localisation cellulaire de SNAIL dépend de sa phosphorylation par PAK1 (p21 activated
kinase) (Dominguez et al. 2003 ; Yang et al. 2005). GSK3pB (glycogen synthase kinase 3p)
peut également phosphoryler le signal d’exportation du noyau (NLES) de SNAII et la boite
de destruction entraine son exportation du noyau et sa dégradation par le complexe du
protéasome de facon ubiquitine dépendante (Yook et al. 2006 ; Zhou et al. 2004). La stabilité

de SNAIL est également influencée par la coopération avec les lysyl-oxidase like 2 et 3
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(LOXL2 et LOXL3), LOXL2 stabilisant SNAIL1 en régulant son interaction avec GSK3p

(Peinado et al. 2005 ; Peinado et al. 2005).

I11LA.1.3.2  Contrble post-traductionnel de la cadhérine-E
La stabilit¢ de la cadhérine-E dépend de son état de phosphorylation. Elle peut étre
phosphorylée dans sa partie cytoplasmique par des tyrosines kinases activées par le récepteur
a ’EGF ou I’expression anormale de proto-oncogenes c-Met et Scr (Gumbiner 2000 ; Shen
et al. 2008b). La cadhérine-E phosphorylée est alors dégradée par 1’ubiquitine ligase E3
Hakai en fonction de son état de phosphorylation (Fujita et al. 2002) ou par mdm2 (Yang et
al. 2006). La cadhérine-E peut étre également phosphorylée dans sa partie cytoplasmique au
niveau de la sérine 690 par une caséine kinase | qui réduit son association avec la caténine-p
(Dupre-Crochet et al. 2007 ; Gao et al. 2002b). La caténine-B est elle-méme phosphorylée
(Matsuyoshi et al. 1992) aux tyrosine 489 par Abl (Rhee et al. 2007) ou 654 par EGF
(Hoschuetzky et al. 1994), perturbant ainsi la liaison a la cadhérine (Lilien et al. 2002). Une
phosphorylation par Src au niveau de la tyrosine 654 dans la derniere répétition amardillo de
la caténine-B perturbe sa liaison a la caténine-a (Piedra et al. 2001 ; Daugherty & Gottardi
2007). La phosphorylation du complexe cadhérine survient également par la liaison de
certaines protéines de la MEC, ainsi la liaison de la sous unité Bl se liant au collagéne 1
entraine la localisation de FAK au complexe cadhérine et 1’activation de la kinase Src

(Koenig et al. 2006).

La cadhérine est également régulée par endocytose dans des conditions de faible
concentration en calcium (Kartenbeck et al. 1991). [’endoyctose est réalisée par une voie
dépendante de la clathrine ou de la cavéoline (Akhtar & Hotchin 2001 ; Le et al. 1999). Ce
mécanisme est dépendant de la PKC et de D’interaction avec le cytosquelette d’actine

(Alexander et al. 1998). ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) une petite GTPase recrute la
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protéine NM23-H1, dont le géne a été identifié comme suppresseur de métastase (Steeg et al.
1988), pour faciliter I’endocytose de la cadhérine-E. ARF6 est impliquée dans la régulation du
cytosquelette d’actine et est régulée préférentiellement par une GAP (GTPase activating
protein) SMAP1 (Tanabe et al. 2005). L’activation d’ARF6 favorise I’internalisation de la
cadhérine-E par la clathrine et les cavéoles. ARF6-GTP, la forme active d’ARF6, recrute
NM23-H1, une kinase nucléoside diphosphate, qui apporte la source de GTP nécessaire a la
fission des vésicules (Palacios et al. 2002). Le recrutement de NM23-H1 par ARF6
s’accompagne d’une baisse de Rac1-GTP par I’intermédiaire de la GEF (facteur d’échange de
nucléotides guanylate) Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) (Otsuki et al.

2001).

La cadhérine-E présente a la membrane peut également étre dégradée par clivage
protéolytique. Elle peut étre clivée par MMP3, MMP7, MMP9 ou encore MT1-MMP (De
Wever et al. 2007 ; Lochter et al. 1997a ; Noé et al. 2001). Le systéeme de la plasmine et
I’ADAMI10 (A Disintegrin And Metalloprotease domain) régule également sa dégradation
(Maretzky et al. 2005 ; Ryniers et al. 2002). Le clivage de la cadhérine-E produit des
fragments pouvant exercer des fonctions de signalisation. Le clivage de la cadhérine-E produit
un fragment de la partie C-terminale (CTF2) qui est transporté dans le noyau grace a la
caténine p120. Dans le noyau, CFT2 module l'interaction entre la caténine p120 et Kaiso, un

répresseur de transcription affectant ainsi la survie cellulaire (Ferber et al. 2008).

L'inhibition de la cadhérine-E n'entraine pas seulement la destruction mécanique des jonctions
adhérentes mais elle libere également les protéines cytoplasmiques associées a la jonction,
protéines qui jouent des rdles ambivalents selon leur localisation dans la cellule. La caténine-p
joue notamment un réle a la fois dans I'adhérence cellulaire et la voie de signalisation Wnt

(Clevers 2006). Lorsqu'elle est stabilisée par une signalisation active de la voie Wnt, ou
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lorsque sa voie de dégradation/phosphorylation est mutée, la caténine-p s'accumule dans le
cytoplasme et pénétre dans le noyau dans lequel elle interagit avec les membres de la famille
des facteurs de transcription Tcf/Lef. Son effet de transcription entraine une modulation de
I'expression de nombreux génes impliqués dans la prolifération et la migration, cellulaire,
dont la cycline D1, la protéine d'adhérence cellulaire L1-CAM (L1 Cell Adhesion Molecule),
des métalloprotéinases matricielles (MMP), la vimentine ou encore la fascine (Vignjevic et

al. 2007 ; Arce et al. 2006).

De méme que la caténine-p, la caténine p120 est libérée dans le cytoplasme suite a la
dégradation de la cadhérine-E et s'accumule dans le cytoplasme. La p120“" peut entrer dans le
noyau et se lier & l'inhibiteur de transcription Kaiso. Cependant p120°" ne posséde pas de
domaine de transactivation et agit plutdt en libérant Kaiso de ses sites de liaisons, activant de

ce fait I'expression de géenes par dé-répression (van Roy & McCrea 2005).

I11.LA.2. Jonctions serrées

Dans les cellules épithéliales polarisées, les jonctions serrées forment une structure en forme
de ceinture a la région apicale des jonctions cellulaires. Elles forment une frontiere entre la
partie apicale et basolatérale des domaines membranaires, domaines qui ainsi different dans
leur composition lipidique et protéique (Tsukita et al. 2001). Les jonctions serrées
apparaissent comme un réseau branché de brins qui reflétent les sites de contact directs entre
les cellules. Classiqguement deux fonctions sont attribuées aux jonctions serrées, la régulation
de la permeéabilité paracellulaire du feuillet (Furuse & Tsukita 2006 ; Van Itallie &
Anderson 2006) et la formation d’une barriére physique qui prévient la diffusion des lipides

et des protéines intra-membranaires (figure 25).
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Figure 25 Organisation des complexes des jonctions serrées (d’aprés Ebnet, 2008).
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I11.A.2.1. Les protéines membranaires des jonctions serrées
IM.A.2.1.1  Les claudines
Les claudines sont des protéines d’environ 23 kDa possédant 4 domaines transmembranaires,
2 boucles extracellulaires et une partie N-terminale et C-terminale localisées dans le
cytoplasme. Elles possédent un motif PDZ dans leur partie C-terminale leur permettant de se
lier aux protéines du complexe des jonctions serrées. Les premiéres claudines 1 et 2 ont été
identifiées en 1998 par 1’équipe de Furuse et al. (Furuse et al. 1998a) Depuis 24 claudines
ont été mises en évidence chez I’homme, chacune d’entre elles présentant une expression
spécifique dans les tissus (Furuse & Tsukita 2006). Les claudines sont les protéines majeures
des jonctions serrées et induisent leur formation si elles sont exprimées de facon ectopique
dans une cellule (Furuse et al. 1998b). Les claudines ne se contentent pas de former les liens
intercellulaires des jonctions serrées mais créent une barriere a la sélectivité perméable en
formant des pores aqueux de tailles et de charges sélectives (Tsukita & Furuse 2000). Leur
role principal est d’établir des liens appariés au travers d’interactions homophiles et
hétérophiles en cis et trans et de constituer de cette facon une barriére pour les solutés ou les
pathogenes (Tsukita & Furuse 2002). La perte de claudines est associée a différentes
maladies, un défaut de claudine 14 entraine par exemple une surdité, indiquant un réle
important dans la physiologie des cellules et des tissus (Heiskala et al. 2001). Le nombre
important de claudines, leur capacité a créer des interactions hétérophiles, et leur sélectivité
dans le transport des ions permet la création de jonctions serrées aux propriétés adaptées a la

nature du tissu.

I11LA.2.1.2 L’occludine
L’occludine est incorporee dans les jonctions serrées mais son expression de fagon ectopique
n’induit pas la formation des liens intercellulaires (Furuse et al. 1998b) ce qui suggére un

réle accessoire dans la formation des jonctions serrées (Yu et al. 2005). L’occludine interagit
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directement avec les protéines ZO-1, ZO-2 et ZO-3, ces interactions étant nécessaires a la
localisation aux jonctions serrées de 1’occludine. La moitié de la partie C-terminale de 250
acides aminés est responsable des interactions avec ZO-1 et ZO-2. L’occludine interagit avec
le cytosquelette d’actine et les molécules d’adhérence JAM (Junction cell Adhesion Molecule)
indirectement par sa liaison avec les protéines ZO (Gonzélez-Mariscal et al. 2008 ; Mandell
& Parkos 2005 ; Shin et al. 2006b). L’occludine pourrait également agir dans la régulation
de divers événements de signalisation. L’expression de Raf-1 perturbe les jonctions serrées
par I’inhibition de 1’occludine et une surexpression d’occludine supprime la croissance
tumorale induite par Raf-1 grace a la seconde boucle extracellulaire de 1’occludine (Li &
Mrsny 2000 ; Wang et al. 2005). De plus I’occludine peut étre impliquée dans 1’activation de
RhoA par GEF-HI1/Lfc, un facteur d’échange de nucléotide guanine associé aux jonctions
serrées (Aijaz et al. 2005 ; Benais-Pont et al. 2003). Enfin I’occludine pourrait jouer un role
important dans la localisation des récepteurs du TGF-B aux jonctions serrées (Barrios-

Rodiles et al. 2005).

I1LA.2.1.3  Protéines JAM
Une autre classe de protéines membranaires des jonctions serrées comprend les membres de la
sous famille CTX appartenant a la superfamille des immunoglobulines qui sont caractérisés
par un domaine apparenté aux immunoglobulines de type-V et un domaine de type C2
(Williams & Barclay 1988). Selon leur homologie de séquence, la longueur de leur queue
cytoplasmique et le type des motifs de domaine PDZ a la partie C-terminale, elles peuvent
encore étre subdivisées en un groupe comprenant les JAM-A, JAM-B et JAM-C et un groupe
comprenant CAR (Coxsackie- and Adenovirus Receptor), CLMP (Coxsackie- and Adenovirus
receptor-like Membrane Protein), ESAM (Endothelial cell Adhesion Molecule) et JAM4
(Ebnet et al. 2004). Toutes sauf CLMP interagissent avec les protéines d’échafaudage

associées aux jonctions serrées comme ZO-1 (CAR, JAM-A, -B, -C) (Cohen et al. 2001 ;
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Ebnet et al. 2000 ; Ebnet et al. 2003), PAR-3 (Partition defective-3) (JAM-A, -B, -C) (Ebnet
et al. 2001 ; Ebnet et al. 2003) ou MAGI-1 (ESAM, JAM4) (Hirabayashi et al. 2003 ;
Wegmann et al. 2004) et dans certains cas leur expression ectopique augmente la résistance
électrique transépithéliale (TER) ou réduit la perméabilité paracellulaire (Cohen et al. 2001 ;
Hirabayashi et al. 2003 ; Mandicourt et al. 2007 ; Raschperger et al. 2004). JAM-A régule
la formation des jonctions serrées par son association directe avec la protéine d’échafaudage
PAR-3 (Ebnet et al. 2001 ; Itoh et al. 2001). JAM-A est rapidement localisée aux sites
d’adhérence cellulaire au moment de la formation des contacts entre les cellules (Ebnet et al.
2001 ; Suzuki et al. 2002) et cette localisation sert probablement a recruter PAR-3 a ces sites

pour initier la polarisation de la membrane plasmique et la formation de la jonction serrée.

I1.A.2.1.4  Crumbs3
Crumbs3 (CRB3) est une protéine transmembranaire possédant un domaine extracellulaire
tres court de 36 acides aminés et un court domaine cytoplasmique de 41 acides aminés
(Makarova et al. 2003 ; Médina et al. 2002). CRB3 s’associe avec deux protéines
périphériques a la membrane par liaison directe, Palsl (Roh et al. 2002a ; Makarova et al.
2003) et PAR-6 (Lemmers et al. 2004). Ces protéines font partie de deux complexes de
polarité cellulaire localisés aux jonctions serrées, le complexe CRB3-Pals1-PATJ et le
complexe PAR-3-aPKC-PAR-6. D’autre part la surexpression de CRB3 retarde la formation
des jonctions serrées (Roh et al. 2003) alors que son expression ectopique dans une lignée
cellulaire qui I’exprime en faible quantité entraine le développement de jonctions serrées
fonctionnelles (Fogg et al. 2005). Ces effets sont probablement la conséquence de son
association aux protéines des complexes de polarité et a la régulation de leur localisation

subcellulaire.
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I11.LA.2.2. Les complexes multiprotéiques des jonctions serrées
Les protéines localisées au niveau des jonctions serréees comprennent des protéines
d’échafaudage et adaptatrice, des protéines G, des protéines de régulation comme des petites
GTPases, des kinases et phosphatases, ainsi que des facteurs de transcription. La diversité des
protéines qui les composent suggere que les jonctions serrées sont un point focal de signaux
entrants et sortants et que leur composition est dynamique (Shen et al. 2008a). De
nombreuses protéines qui leurs sont associées sont retrouvées dans d’autres compartiments
cellulaires dont le noyau ou le cytosquelette et sont sous le contréle de transports actifs entre
ces deux compartiments et les jonctions serrées (Matter & Balda 2007). L’organisation de
ces réseaux est régulée par des protéines contenant des domaines multiples d’interaction
protéiques dont des domaines PDZ, GuK, SH2 ou SH3 (Pawson & Nash 2003). Sont
présents au niveau des jonctions serrées, trois complexes protéiques majeures qui impliquent
une ou plusieurs protéines d’échafaudage, le complexe protéique ZO, le complexe

Pals1-PAT]J, et le complexe PAR-3-aPKC-PAR-6.

I1LA.2.2.1  Le complexe protéique ZO
La protéine ZO-1 (220 kDa) est la premiére protéine associée aux jonctions serrées a avoir été
identifiée (Stevenson et al. 1986). ZO-2 (160 kDa) et ZO-3 (130 kDa) ont par la suite été
identifiée par co-immunoprécipitation avec ZO-1 (Balda et al. 1993 ; Gumbiner et al. 1991).
Z0O-1 est une protéine classique d’échafaudage de la famille des protéines MAGUK
(Membrane Associated Guanylate Kinase) contenant 3 domaines PDZ, un domaine SH3 et un
domaine GuK (Funke et al. 2005). Elle peut s’associer directement avec plusieurs protéines
membranaires par des domaines indépendants aux jonctions serrées dont 1’occludine, les

claudines, les protéines JAM et CAR, son role étant probablement de regrouper les protéines
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au niveau de la jonction. Elle interagit également avec d’autres protéines cytoplasmiques dont
ses homologues ZO-2 et ZO-3 ainsi qu’avec le cytosquelette d’actine (Fanning et al. 1998 ;
Fanning et al. 2002 ; Wittchen et al. 1999). ZO-1 forme des complexes indépendants avec
Z0-2 et ZO-3 (Wittchen et al. 1999) et ZO-2 comme ZO-3 peuvent également interagir avec
I’actine-F et partagent avec ZO-1 des associations avec certaines des protéines membranaires
des jonctions serrées comme 1’occludine et les claudines (Itoh et al. 1999 ; Wittchen et al.
1999). ZO-2 s’associe a la protéine du complexe de polarité Scrib, complexe formé par
Scribble (Scrib), Discs large (Dlg) et Lethal Giant Larvae (Lgl) (Bilder 2004). Scrib, qui
possede 4 domaines PDZ, se lie directement a la partie C-terminale de ZO-2 par ses domaines

PDZ 3 et 4 (Métais et al. 2005).

L’ensemble du complexe ZO fournit le lien majeur entre le cytosquelette d’actine et les
jonctions serrées. Il existe cependant des redondances entre les ZO. Ainsi 1’absence de ZO-1
dans certaines lignées épithéliales retarde la formation des jonctions serrées mais n’empéche
pas la formation de jonctions fonctionnelles (McNeil et al. 2006 ; Umeda et al. 2004). C’est
seulement lorsque les 3 ZO sont absentes que la formation des jonctions s’en trouve
compromise avec pour conséquence une absence des protéines membranaires occludine,
claudine-3 et JAM-A et la perte de la fonction de barriére des jonctions. Les protéines ZO ont
donc un réle critiqgue dans la formation des liens des jonctions, sans doute en servant
d’échafaudage physique pour les protéines formants les liens intercellulaires. Le complexe
protéiqgue ZO forme également une plateforme de protéines de signalisation qui régule la

prolifération et la morphogenese épithéliale.

I11LA.2.2.2 Le complexe PAR-3-aPKC-PAR-6
Six génes par (Partition defective) ont été dans un premier temps identifiés mais ils encodent

des protéines de structures et de fonctions différentes dont des protéines d’échafaudage ou

128



Introduction

adaptatrice avec plusieurs domaines d’interaction protéique (PAR-3, PAR-6), des
serines/thréonine kinases (PAR-1, PAR-4), une protéine contenant un domaine RING typique
des ubiquitine ligase E3 (PAR-2) et un membre de la famille des protéines de signalisation
14-3-3 (Goldstein & Macara 2007 ; Suzuki & Ohno 2006). Deux protéines PAR, PAR-3 et
PAR-6, forment une unité fonctionnelle avec 1’aPKC (Atypical Protein Kinase C), soit le
complexe PAR-3-aPKC-PAR-6 (Ohno 2001). Dans ce complexe, PAR-3 et PAR-6
interagissent directement avec aPKC, leur interaction est supposée réguler la localisation et
I’activité d’aPKC. PAR-3 se lie spécifiguement a JAM-A, -B et -C, I’interaction avec JAM-A
pouvant servir d’ancrage pour le complexe (Ebnet et al. 2001 ; Ebnet et al. 2003). En
I’absence de petite GTPases comme Cdc42 ou Racl, I’aPKC est inactive. La liaison d’une
Cdc42 ou Racl au domaine CRIB (Cdc42/Rac-interactive Binding) de PAR-6 active 1’aPKC
(Lin et al. 2000 ; Yamanaka et al. 2001). PAR-3, selon son état de phosphorylation (Hurd et
al. 2003a ; Wang et al. 2006), interagit également avec Tiaml un facteur d’échange de
nucléotides guanylate (GEF) (Mertens et al. 2006). Le complexe PAR-aPKC serait plus
impliqué dans la formation des jonctions serrées que dans leur maintenance et le complexe
développerait son activité de polarisation précocement au moment de la formation des

contacts cellule a cellule (Ooshio et al. 2007).

I11LA.2.2.3  Le complexe Crumbs-Pals1-PATJ
Palsl (77 kDa), aussi connue sous le nom de MPP5 (membrane-associated palmitoylated
protein 5), est une protéine MAGUK comprenant 2 domaines L27, un domaine PDZ, un
domaine SH3, un domaine de liaison a la bande 4,1 et un domaine GUK (Kamberov et al.
2000). Palsl interagit directement par son domaine PDZ avec CRBL1 et se lie a PATJ par son
domaine L27 (Roh et al. 2002a). La protéine PATJ (196 kDa) contient 10 domaines PDZ et
un domaine L27 dans sa partie N-terminale. PATJ interagit avec ZO3 et la claudinel (Roh et

al. 2002b).
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MUPP1, une autre protéine du complexe, contient un domaine N-terminal MRE et 13
domaines PDZ ce qui lui confére une organisation similaire a la protéine de polarité PATJ.
Dans les cellules épithéliales, MUPP1 est présente au niveau des jonctions serrées au niveau
desquelles elle interagit avec les claudines, JAM-1, CAR, Crumbsl au travers de ses
différents domaines PDZ (Coyne et al. 2004 ; Hamazaki et al. 2002 ; Jeansonne et al. 2003
; van de Pavert et al. 2004). De plus il a été récemment montré que MUPP1 pouvait interagir
avec la famille de protéines angiomotine/JEAP par ses domaines PDZ 2/3 (Sugihara-Mizuno
et al. 2007). Plusieurs interactions protéiques ont été décrites pour les membres de la famille
Amot. ’angiomotine (Amot) (Bratt et al. 2002), JEAP (protéine semblable a I’angiomotine)
(Nishimura et al. 2002) et MASCOT (protéine semblable a 1’angiomotine 2) (Patrie 2005)
sont toutes 3 caractérisées par la présence d’un domaine central super enroulé et un domaine
d’interaction PDZ en C-terminal et interagissent également avec PATJ. Le domaine PDZ
d’Amot interagit avec PATJ et ainsi cible Amot aux jonctions serrées. De plus, il interagit de
la méme fagon que MASCOT avec les domaines PDZ2 et PDZ3 de MUPP1 (Sugihara-

Mizuno et al. 2007) alors que JEAP se lie seulement au domaine PDZ3 de MUPPL.

L’inhibition de Pals]1 par interférence ARN induit des défauts dans la formation des jonctions
serrées et est accompagnée d’une perte de I’expression de PATJ (Straight et al. 2004).
Inversement I’inhibition de PATJ affecte les fonctions de barriére des jonctions serrées, et
entraine une perte de Palsl, une internalisation de CRB3 et une redistribution des autres
composants de la jonction dont 1’occludine et ZO-3 (Michel et al. 2005 ; Shin et al. 2005).
Ces observations suggerent que ce complexe joue un réle important dans le développement de
la jonction serrée fonctionnelle. Une partie des nombreuses interactions entre les protéines des

jonctions serrées sont schematisees sur la figure 26.
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Figure 26 Reseaux formés par les protéines des complexes des jonctions serrées dans les
cellules épithéliales.
Une partie des nombreuses interactions existantes entre les protéines des jonctions serrées est

représentée sur ce schéma (d’apres Assémat, 2008).
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I11.A.2.3. Jonctions serrées et cancer
De la méme maniére que pour les jonctions adhérentes, les jonctions serrées sont
désorganisées au moment de 1’invasion tumorale et 1’acquisition par les carcinomes d’un
phénotype invasif (Martin & Jiang 2009). Ainsi de nombreuses molécules des jonctions
serrées voient leur expression diminuer dans les cancers. L’occludine en effet est perdue au
cours de la progression tumorale dans les carcinomes de la prostate et de I’endométre (Busch
et al. 2002 ; Tobioka et al. 2004). Le TGF-B I’un des plus important inducteurs de I’EMT,
s’associe avec le facteur inhibiteur de transcription SNAIL (Nieto 2002) et bloque la
transcription des génes de ’occludine (Ikenouchi et al. 2003), de claudines ou encore des
protéines CAR (Vincent et al. 2009). Ainsi I’expression de la claudine 1 est réduite dans les
carcinomes du sein ainsi que dans les cancers du colon (Kramer et al. 2000 ; Resnick et al.
2005 ; Tokés et al. 2005). D’autres claudines voient leurs expressions diminuées dans des
cancers, cependant selon le type de cancer 1’expression d’une méme claudine peut étre
augmentée ou diminuée (Oliveira & Morgado-Diaz 2007 ; Tsukita et al. 2008).
L’expression de la claudine 4 est associée a un phénotype plus invasif dans les cancers du
pancréas (Sato et al. 2004), certaines claudines sont également associées avec I’expression de
MMP (Miyamori et al. 2001 ; Oliveira & Morgado-Diaz 2007). La surexpression des
claudines entraine 1’activation de la voie de transcription de la caténine-p/TCF (Dhawan et

al. 2005).

Une interaction entre I’occludine et le récepteur I du TGF-f (TGF-BRI) a été récemment mis
en évidence (Barrios-Rodiles et al. 2005). Une mutation dans le site de liaison de 1’occludine
pour TGF-BRI empéche la localisation du récepteur aux jonctions serrées et leur dégradation
au moment de ’EMT (Yang et al. 2005). Il a de plus été mis en évidence que la signalisation
du TGF-p affectait le complexe de polarité PAR-3-aPKC-PAR-6, le TGF-BRI interagissant

directement avec PAR-6 (Ozdamar et al. 2005). La signalisation par le TGF-B entraine la
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formation d’un complexe entre le TGF-BRI et le TGF-BRII avec pour conséquence le
rapprochement de ce dernier récepteur au complexe PAR. PAR-6 est alors phosphorylé par
TGF-BRII ce qui entraine le recrutement de 1’ubiquitine ligase Smurfl qui & son tour
provoque la dégradation de RhoA, cette derniére ayant un role critique dans I’intégrité des

jonctions serrees (Sahai & Marshall 2002).

D’autres protéines des complexes de polarité sont associées avec la progression tumorale, les
protéines du complexe Scrib-DIg-Lgl ont notamment étaient au départ identifiées comme des
suppresseurs de tumeurs chez la drosophile (Bilder 2004). De nombreuses études associent la
baisse de leur expression avec une progression tumorale (Gardiol et al. 2006 ; Nakagawa et
al. 2004 ; Schimanski et al. 2005). La perte de Scrib agit en coopération avec Ras pour
déréguler la signalisation des MAPK et permettre 1’acquisition d’un phénotype invasif des
cellules (Dow et al. 2008). Il a été également récemment mis en évidence que la vimentine,
qui est induite au moment de 1’invasion tumorale, interagissait avec la fraction soluble de
Scribble pour la protéger de la dégradation (Phua et al. 2009). Enfin comme décrit
précédemment, plusieurs protéines des complexes de polarité sont dégradées par

I’oncoprotéine E6 des HPV a haut risque.

Le complexe PAR croise la voie de signalisation Wnt, une voie dépendante de la caténine-p.
La liaison de Wnt & son récepteur stabilise la caténine-p par le recrutement de son complexe
de dégradation formé par 1’ Axine, Dvl (disheveled), GSK3B et APC, GSK3p étant un substrat
de ’aPKC (Etienne-Manneville 2008). Le complexe PAR est également la cible du récepteur
tyrosine kinase ErbB2. La voie de signalisation ErbB2 régule le développement de
I’épithélium du sein (Linggi & Carpenter 2006) et sa surexpression est rapportée dans 25 a
30% des cancers du sein mais est aussi associée a d’autres cancers. Quand le récepteur ErbB2

est activé par un ligand synthétique AP1510 (Muthuswamy et al. 1999) induisant sa
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dimérisation, il lie PAR-6 entrainant le recrutement d’aPKC au récepteur et la perturbation de

la polarité apico-basale (Aranda et al. 2006).

Enfin en plus d’étre dégradée par E6, la protéine PATJ, du complexe Crumb, est recrutée au
bord dirigeant la migration des cellules migratoires et controle la localisation de PAR-3 et
aPKC potentiellement par PALS1 et PAR-6 (Hurd et al. 2003b ; Shin et al. 2007 ; Wang et

al. 2004).

La déstabilisation des protéines transmembranaires des jonctions serrées affecte les protéines
des complexes sous-jacents. De nombreuses protéines de la plague cytoplasmique des
jonctions serrées ont une double localisation et peuvent se retrouver aux jonctions comme
dans le noyau. La localisation nucléaire est détectée le plus souvent lorsque les cellules
proliférent activement et sont sub-confluentes, en revanche lorsque les cellules atteignent la
confluence, une localisation au niveau des jonctions est observée, ainsi les jonctions serrées
agissent comme une sorte de barreau aimanté en séquestrant ces facteurs en dehors du noyau
(Lopez-Bayghen et al. 2006 ; Matter & Balda 2007). 1l est a noter cependant que les
jonctions serrées, méme lorsque les cellules sont confluentes, sont en remodelage constant ce

qui participe a leur plasticité (Shen et al. 2008a).

Z0O-1 peut avoir une localisation nucléaire au moment du remodelage des contacts
intercellulaires ou au cours de la progression tumorale (Gottardi et al. 1996 ; Riesen et al.
2002 ; Polette et al. 2005). Elle interagit avec ZONAB (ZO-1-associated nucleic acid-binding
protein) qui présente aussi une double localisation aux jonctions et au noyau (Balda &
Matter 2000). Les facteurs de transcription dont 1’ubinucléine (Aho et al. 2000 ; Aho et al.
2009) et ASH1 (Absent Small and Homeotic disks protein 1) (Nakamura et al. 2000) ont
également été retrouvés au niveau des jonctions serrées. ZO-2 qui possede des séquences

d’adressage nucléaire disparait du noyau au moment de la confluence et peut s’y accumuler
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lors de la rupture des contacts intercellulaires (Islas et al. 2002 ; Traweger et al. 2003). Sa
localisation nucléaire peut étre régulée au travers de sa phosphorylation par une PKC
(Chamorro et al. 2009). En fait une immunolocalisation nucléaire, des signaux
de localisation nucléaire et un transport nucléaire ont été mis en évidence pour ZO-2, ZO-3,
PALS-1, les MAGI, PAR-6, PAR-3 et la cinguline (Citi & Cordenonsi 1999 ; Cline &

Nelson 2007 ; Dobrosotskaya et al. 1997 ; Johansson et al. 2000 ; Fang et al. 2007).

Les protéines des jonctions serrées peuvent réguler 1’expression génique et la prolifération
cellulaire en établissant une interaction directe et une séquestration des facteurs de
transcription au niveau des jonctions. Ainsi I’activité et la présence de ZONAB dans le noyau
ou au niveau des jonctions dépendent de son interaction avec ZO-1 et RalA et dépend de 1I’état
de confluence des cellules (Balda et al. 2003 ; Frankel et al. 2005 ; Sourisseau et al. 2006).
De fagon intéressante il a été récemment mis en évidence que ZONAB s’associait avec la
(GEF)-H1/Lfc, une protéine des jonctions serrées elle aussi, la surexpression de cette derniere
entraine 1’accumulation de ZONAB au noyau et donc régule son effet de transcription de
facon Rho dépendante (Nie et al. 2009). Le méme mécanisme de séquestration pourrait
s’appliquer a ZO-2. ZO-2 s’associe ou se colocalise avec plusieurs protéines liant les acides
nucléiques dont la protéine d’épissage d’ARN pré messager SC35/SFRS2 (Splicing Factor,
arginine/serine-rich 2) (Islas et al. 2002), le facteur d’attachement d’échafaudage SAF-B
(scaffold attachment factor B) (Traweger et al. 2003), les facteurs de transcription Jun, Fos,

AP1 et la protéine se liant a la séquence promotrice CCAAT (C/EBP) (Betanzos et al. 2004).

D’autre part les protéines des jonctions peuvent constituer un echafaudage pour les facteurs de
transcription dans le noyau et potentiellement réguler leur activité. Ce mécanisme est
envisageable pour toutes les protéines des jonctions serrées qui ont une double présence

cytoplasmique et nucléaire dont ZO-1, ZO-2 et d’autres protéines PDZ (Lopez-Bayghen et
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al. 2006). Ainsi PAR-3 interagit avec des protéines de transport nucléaire (Zhou et al. 2008)
et des composants Ku70/Ku80 du complexe de protéine kinase dépendant de I’ADN et

pourrait étre impliquée dans la réparation des cassures d’ADN double brin (Fang et al. 2007).

Enfin certaines protéines des jonctions sont capables de contréler I’expression de gene par la
régulation de la signalisation de la caténine-p. C’est notamment ce qui explique les effets sur
I’invasion tumorale d’une non localisation de ZO-1 ou de mutants ZO-1 incapables de se
localiser a la membrane dans différentes lignées cellulaires (Polette et al. 2005 ; Ryeom et al.

2000).

111.B. Métalloprotéinases matricielles

Les enzymes protéolytiques sont réparties en exopeptidases ou endopeptidases selon leur
capacité a cliver les peptides externes ou internes respectivement. La plupart des
endopeptidases se répartissent en protéases a sérine, protéases a cystéine, protéases a acide
aspartiqgue ou métalloprotéinases selon leur mécanisme catalytique et leur sensibilité aux
inhibiteurs. Les métalloprotéinases sont également réparties en 5 superfamilles en fonction de
leur séquence. Parmi celles-ci, la superfamille des metzincines regroupe 4 autres familles
multigéniques que sont les serralysines, les astacines, les ADAMS/adamalysines (A
Disintegrin and Metalloproteinase) et les métalloprotéinases matricielles (MMP) (Sternlicht

& Werb 2001 ; Stocker et al. 1995).

Les MMP sont des enzymes protéolytiques dont le mécanisme de base, la dégradation de
protéines, régule divers comportements cellulaires certains étant liés a des processus
biologiques utilisés par les cellules cancéreuses. Ces processus incluent la croissance des
cellules cancéreuses, la différenciation, l'apoptose, la migration et Il'invasion ainsi que la
régulation de la néoangiogénese et de la surveillance immunitaire. Les MMP peuvent réguler

le microenvironnement des tumeurs et leur expression et leur activation sont augmentées dans
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Figure 27 Tableau de la composition des différentes MMP et schéma correspondant a

I’assemblage des différentes parties.
SS : peptide signal, Pro : pro-domaine ; CS : motif bascule cystéine ; RX[R/K] : séquence de

reconnaissance pour la proprotéine convertase ; FN2: motif type fribronectine Il; LK:
charniere; TM: domaine transmembranaire; GPl: séquence d’accrochage au
glycosylphosphatidylinositol ; Cyt: domaine cytoplasmique ; CyR-lg: domaine riche en
cystéine et Ig ; () indique un épissage alternatif sans SS et Pro (d’aprés Murphy, 2008).
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la plupart des cancers humains en comparaison des tissus normaux (Murphy & Nagase

2008).

Le génome humain contient 24 genes de MMP dont un géne Mmp23 en duplicata, il y a donc
23 MMP différentes. Les MMP sont donc des enzymes a domaines multiples portant un atome
de zinc, le critére d'appartenance a cette famille de protéines est I'homologie de séquence avec
le domaine catalytique de la MMP1. Le domaine catalytique contient le motif de liaison au
Zn?* HEXXHXXGXXH et une méthionine conservée qui forme un coude méthionine 8
résidus plus bas et qui maintient la poche du site actif autour du Zn®**. Les MMP sont
synthétisées en tant que pré-proenzymes et le peptide signal est retiré au moment de la
traduction pour générer des proMMP. Le propeptide posseéde le motif PRCGXPD portant la
cystéine qui se lie au Zn®* du site catalytique maintenant la proMMP inactive (Bode et al.

1993 ; Van Wart & Birkedal-Hansen 1990).

Les MMP consistent typiquement en un propeptide d'environ 80 acides aminés, un domaine
métalloprotéinases catalytique d'environ 170 acides aminés, un peptide charniére de longueur
variable et un domaine hémopexine d'environ 200 acides aminés. La MMP7 (matrilysin 1),
MMP26 (matrilysin 2) et la MMP23 ne possedent ni peptide charniere, ni domaine
hémopexine. La MMP23 possede un domaine C-terminal unique riche en cystéine et un
domaine semblable aux immunoglobulines juste apres la partie C-terminale du domaine

catalytique (figure 27).

Historiquement les MMP sont regroupées en catégorie comprenant les collagénases, les
gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les MMP de type membranaire et les MMP qui
n’appartiennent a aucunes de ces précédentes catégories et qui sont classées Selon

I'organisation de leurs domaines et leurs spécificités de substrat (Huxley-Jones et al. 2007).

138



Introduction

I11.B.1. Les différents types de MMP

[11.B.1.1. Les collagénases
Il'y a 3 collagénases, la collagénase 1 (MMP1), la collagénase 2, également appelée
collagénase neutrophile (MMP8) et la collagénase 3 (MMP13). Elles sont constituées d'un
propeptide, d'un domaine catalytique et d'un domaine hémopexine. Elles jouent un role
important dans la dégradation des fibres de collagenes dont les types I, Il et 11l qu’elles clivent
en fragments caractéristiques % et ¥ qui peuvent étre par la suite dégradés par les gélatinases
Elles ont également des capacités de lyse d'autres molécules de la MEC et des protéines
solubles (Nagase & Woessner 1999 ; Visse & Nagase 2003). Les MMP2 et MT1-MMP sont
¢galement capables d’activité collagénase mais sont classées dans d’autres catégories du fait
des domaines qui les composent. Le domaine catalytique des collagénases peut couper des
substrats non collagéne, mais elles sont incapables de couper les fibres de collagénes natives
sans leur domaine hémopexine. La coopération entre les deux domaines est importante pour

exercer leur activité collagénolytique (Chung et al. 2004).

I11.B.1.2. Les gélatinases
Dans cette classe sont retrouvées la gélatinase A (MMP2) et la gélatinase B (MMP9). Toutes
deux possedent 3 répétitions du motif fibronectine de type Il au niveau de leur domaine
catalytique. Elles dégradent les collagénes dénaturés, la gélatine et diverses molécules de la
MEC dont les collagénes natifs IV, V et XI, la laminine et I'aggrecane, etc. La MMP2 digere
les collagenes de type I, 11, 11l mais pas la MMP9 (Aimes & Quigley 1995 ; Patterson et al.
2001). La proMMP?2 peut étre recrutée a la surface cellulaire et activée par la MT1-MMP, elle

y exerce une faible activité collagénolytique locale (Butler et al. 1998 ; Murphy et al. 1985).
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[11.B.1.3. Les stromélysines
Les MMP3, -10 et -11 sont aussi appelées respectivement stromélysine 1, 2 et 3. Elles
présentent la méme composition en domaine que les collagénases mais ne possédent pas leur
capacité a cliver le collagéne. Les MMP3 et -10 partagent une méme structure et specificité de
substrat, la MMP11 est en revanche un peu plus éloignée. La MMP3 et -10 sont sécrétées des
cellules sous forme inactive proMMP, mais la MMP11 est activée intracellulairement par une
furine et est secrétée de la cellule sous forme d'enzyme active (Pei & Weiss 1995). Les
MMP3 et -10 dégradent des molécules de la MEC et participent a I'activation des pro-MMP,

la MMP11 n'a qu'une trés faible activité sur les protéines de la matrice (Murphy et al. 1993).

[11.B.1.4. Les matrilysines
Il existe deux matrilysines, les MMP7 et -26, toutes deux sans domaine hémopexine. La
MMP7 est la seule MMP qui soit exprimée en presque totalité par des cellules tumorales
(Harrell et al. 2005). Elle dégrade des molécules de la matrice mais également des molécules
en surface de la cellule comme le ligand FAS, le facteur a nécrosant de tumeur, le syndecan 1
et la cadhérine-E créant des formes solubles (Parks et al. 2004). La MMP26 est exprimée
dans les cellules normales comme celle de I'endométre et dans certains carcinomes et dégrade

plusieurs composants de la matrice (Marchenko et al. 2004).

111.B.1.5. Les MMP membranaires (MT-MMP)
Il existe 6 MTI1-MMP regroupées en deux catégories. Quatre sont des protéines
transmembranaires de type 1 (MMP14, -15, -16 et -24 aussi appelées respectivement
MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP) et 2 sont des proteines ancrees par des
groupements gycosylphosphatidylinositol (MMP17 et -25). Toutes posseédent une séquence de
reconnaissance RX[R/K]R pour la convertase de pro-protéine semblable aux furines au niveau

C-terminal du propeptide. Elles sont activées intracellulairement et les enzymes actives sont
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exprimées a la surface cellulaire. La pro-MMP2 peut étre activée par toutes les MT-MMP,
sauf la MT4-MMP (MMP17) (English et al. 2001). La MT1-MMP posséde elle-méme des

activités collagénolytique envers les collagénes de type I, 11 et 111 (Ohuchi et al. 1997).

[11.B.1.6. Les autres MMP
Un dernier groupe est composes de 7 MMP hétérogeénes soit les MMP12, MMP19, MMP20,
MMP21, MMP23, MMP27, MMP28. Parmi celle-ci les MMP12, MMP20 et MMP27
possédent un arrangement de domaine et une localisation chromosomique similaire aux
stromélysines. La meétalloélastase MMP12 dégrade I'élastine et d'autres molécules de la
matrice et est essentielle a la migration des macrophages (Shipley et al. 1996). MMP19 est
une protéine qui dégrade la membrane basale ainsi que d'autres molécules de la matrice
(Stracke et al. 2000) et joue un réle dans le remodelage des tissus, la réparation des blessures
et la migration épithéliale grace a son clivage de la chaine y-2 des laminines (Sadowski et al.
2005 ; Sadowski et al. 2003). L'énamelysine (MMP20) est une MMP retrouvée
spécifiqguement dans les dents (Ryu et al. 1999). La MMP21 peut étre retrouvée dans des
carcinomes basaux-cellulaires et épidermoides (Skoog et al. 2006). La MMP23 ne posséde
pas de cystéine dans le propeptide ni de domaine hémopexine, ce dernier est remplacé par un
domaine apparenté aux immunoglobulines riche en cystéine (Velasco et al. 1999). C'est une
protéine transmembranaire de type Il qui possede son domaine transmembranaire dans sa
partie N-terminale du propeptide, de ce fait I'enzyme est solubilisée lorsque le propeptide qui
I'ancre a la membrane est clivé par une proprotéine convertase (Pei et al. 2000). MMP27 est
exprimée dans les lymphocytes B, son expression augmente apres traitement avec
anti-lgG/IgM en culture (Bar-Or et al. 2003). L'épilysine (MMP28) est exprimée dans de
nombreux tissus comme les poumons, le cceur, le tractus gastro-intestinal, le placenta, les
testicules et dans les kératinocytes de la couche basale de la peau (Lohi et al. 2001). Elle a un

role dans la réparation des blessures (Saarialho-Kere et al. 2002). De fagon intéressante sa
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surexpression  dans des  cellules  d'adénocarcinome induit une  transition
épithélio-mésenchymateuse caractérisée par une perte de la cadhérine-E, une augmentation
des niveaux de TGF-B et une augmentation de I'activité invasive des MT1-MMP et MMP9

(Hlman et al. 2006).

I11.B.2. Régulation des MMP

Le contrdle de l'activité des MMP in vivo se déroule a plusieurs niveaux et implique des
processus de régulation de I'expression genique, de l'activation des formes zymogénes ou
encore de l'inhibition des enzymes actives par des inhibiteurs spécifiques. De nombreuses
MMP sont régulées au niveau de leur transcription par un ensemble de facteurs de croissance,

de cytokines et de chemokines (Clark et al. 2008 ; Yan & Boyd 2007) (figure 28).

[11.B.2.1. Régulation de I’expression
La régulation de I'expression des MMP est dépendante du tissu et du stade de développement
(Nuttall et al. 2004). Certains types cellulaires modulent également 1’expression des genes de
MMP et TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteases) en fonction de réponses a des signaux
activateurs ou inhibiteurs. Ces modes de transcription impliquent la voie des MAPK, celle de
NFkB et la voie dépendante des Smads (Baker et al. 2002 ; Hall et al. 2003 ; Overall &
Lopez-Otin 2002 ; Reunanen et al. 2002 ; Vincenti & Brinckerhoff 2002 ; Westermarck
et al. 2001 ; Borden & Heller 1997). Les plus importants de ces genes de réponse sont Fos et
Jun, des composants du facteur de transcription AP1, de nombreuses MMP possedent en effet
un site de reconnaissance a ce facteur de transcription dans leur promoteur. En fait il existe de
nombreuses séquences de reconnaissance pour des facteurs de transcription dans les

promoteurs de MMP (notamment AP1, PEA3, Spl, Tcf/Lef-1, NFkB, RARE).
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Figure 28 Séquences de reconnaissance dans les promoteurs des MMP1, MMP2, MMP9 et
MT1-MMP, TIMP1 et TIMP2 (d’aprés Clark, 2007).
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I11.B.2.1.1  Transcription des MMP
Il est possible de classer les MMP en trois groupes selon la composition de leur promoteur.
Un premier groupe contenant une boite TATA a environ -30pb et un site AP1 aux environs de
-70pb (MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10, MMP12, MMP13, MMP19, MMP26), un
second groupe réunissant des MMP qui possédent une boite TATA dans leur promoteur mais
pas de site proximal AP1 (MMP8, MMP11 et MMP21), enfin un dernier groupe sans boite
TATA ni site AP1 (MMP2, MT1-MMP, MMP28). Les différents promoteurs de quelques

MMP et TIMP et les facteurs de transcription qui s’y associent sont rapportes sur la figure 28.

Bien qu'AP1 soit un acteur majeur de la transcription des MMP, une spécificité entre les génes
et les cellules reste possible. En effet la composition du facteur de transcription AP1
détermine ses effets, ainsi c-Jun induirait MMP1 alors que JunB agirait comme inhibiteur en

I'absence de c-Fos et activateur avec cette sous unité (Angel et al. 1987 ; Chiu et al. 1989).

Un autre facteur de régulation important est NFkB qui posseéde un site de reconnaissance sur
les promoteurs de nombreuses MMP (MMP1, MMP2, MMP8, MMP9, MMP11, MMP13,
MT1-MMP, MMP15, MMP17, MMP19, MMP23, MMP25, MMP26, TIMP2 et TIMP4)

(Vincenti & Brinckerhoff 2007).

Il est a noter que plusieurs MMP sont régulées par la voie de signalisation Wnt et donc par la
caténine-f. Le site de reconnaissance Tcf/Lef-1 est en effet retrouvé sur les promoteurs des
MMP1, MMP3, MMP7, MMP8, MMP9, MMP10, MT1-MMP, MMP19, MMP21, MMP23,
MMP27, MMP28 et TIMP4). Ainsi les MMP7 et MT1-MMP sont des cibles de la
signalisation par la caténine-p dans les cancers colorectaux notamment (Gustavson et al.

2004).
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11.B.2.1.2  Méthylation des MMP
La méthylation est réalisée par des méthyltransférases par I’ajout de groupements méthyle sur
des cytosines au sein de dinucléotides CpG. Elle est généralement associée a une inhibition de
I'expression des genes. La méthylation peut bloquer la liaison des activateurs de transcription,
les protéines qui lient les méthyles peuvent également recruter d'autres inhibiteurs de la

transcription dont des HDAC (Klose & Bird 2006).

Dans les cellules de lymphome il existe une corrélation inverse entre I'expression de MMP9 et
la méthylation de son promoteur (Chicoine et al. 2002). Le traitement de cellules cancéreuses
du colon par des agents déméthylants entraine également une augmentation de la MMP3
(Couillard et al. 2006). La méthylation des promoteurs des genes TIMP, pour en inhiber

I'expression, est fréquente dans les cancers (lvanova et al. 2004 ; Sun et al. 1995).

I11.B.2.1.3  Acétylations des histones et remodelage de la chromatine
L’acétylation des histones régule 1’accés de la machinerie transcriptionnelle a I’ADN et donc
I’expression des génes (Berger 2002). Ces mécanismes pourraient également participer a la
régulation de ’expression des MMP. Ainsi le traitement par la trichostatine A, un inhibiteur
d’histone déacétylase (HDAC), module 1’expression des génes de la MMP1 et MMP13 dans
des chondrocytes (Young et al. 2005). L’histone acétylase p300/CBP est également impliquée
dans la régulation de MMP. Un traitement par I’IFN-y dans des cellules HelLa supprime
I’expression de la MMP9 par séquestration de p300/CBP (Ma et al. 2005) et cette HAT
jouerait également un role dans 1’augmentation de I’expression de la MMP1 apres un

traitement par ultraviolet (Kim et al. 2009).

111.B.2.1.4  Stabilité de I'ARN des MMP
L'expression genique peut étre régulée au niveau de post-transcriptionnel par la stabilité des

ARN messagers dans le cytoplasme. Ces processus sont contrélés par plusieurs facteurs, des
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protéines liant les ARN et des micros ARN (miR) qui interagissent avec les éléments cis
localisés & de nombreux sites des ARN messagers. L'élément cis le plus fréequemment décrit
est la séquence AUUA qui est retrouvée en copies multiples dans la partie 3' UTR des ARNm.
La liaison des facteurs protéiques a ces éléments peut stabiliser (HUR Human Antigen R) ou
déstabiliser (AUF1 AU-rich element RNA binding protein 1) ces ARNm (Garneau et al.

2007).

Ainsi par exemple 1'analogue de 1'ATP ATPyS potentialise la capacité¢ d'IL-1B a induire un
niveau continu d'expression d'/ARNm MMP9 dans les cellules mésangiales. Cet effet s'opere
via trois éléments riche en AU dans la partie 3' UTR du géne MMP9 qui est lié de facon
constitutive dans ces cellules au facteur stabilisateur de I'ARN HuR. La liaison des complexes
contenant HUR & ces sites est augmentée par ATPyS, et l'effet, dépendant de 1'ATP sur 'UTR
de MMP9, est aboli par une mutation dans les 3 AURE (Adenosine-Uridine-Rich Elements)

(Huwiler et al. 2003).

Les micro-ARN sont des petits nucléotides de 21 a 25 bases qui régulent négativement
I'expression des géenes aprées leur transcription, entrainant I'inhibition de la traduction et la
dégradation des ARNm. 30% du génome humain pourrait étre ainsi régulé (Lewis et al.
2003). Des miR isolés agissent comme suppresseurs de tumeur en régulant I'expression de
proto-oncogénes comme Ras, ou inversement comme miR-21 agissent comme des oncogénes
lorsqu'ils sont surexprimés, en inhibant I'expression de géenes pro apoptotiques (Chan et al.
2005). Des analyses bioinformatiques ont mis en évidence des sites de liaisons de miR dans la
partie 3' UTR de plusieurs genes MMP et TIMP dont MMP2 (miR-29), MT1-MMP (miR-24,
miR-26 et miR-181), TIMP2 (miR-30) et TIMP3 (miR-21, miR-1/206 et miR-181) (Dalmay
& Edwards 2006). Le role de la régulation des miR dans I'expression des protéases est encore

mal connu.
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[11.B.2.2. Régulation de I’activit¢ des MMP
111.B.2.2.1  Inhibiteurs endogenes des MMP
La plupart des endopeptidases, quelque soit leur classe, sont inhibées par la capture de
I'enzyme au sein de la macroglobuline (Barrett & Starkey 1973). Le complexe est alors
rapidement évacué par endocytose via récepteur LRP (low density lipopoprotein receptor
related protein 1) (Strickland et al. 1990). L'a2-macroglobuline et les inhibiteurs tissulaires
de MMP (TIMP) sont les deux principaux inhibiteurs de MMP. L'a2-macroglobuline humaine
est une glycoprotéine de 725 kDa qui est composée de 4 unités identiques de 180 kDa. Elle
agit comme un inhibiteur général des protéinases et est retrouvée dans le sang et les fluides

tissulaires.

111.B.2.2.2 Mécanisme d’inhibition des TIMP
Il existe 4 TIMP chez I'homme, (TIMP1 a -4) de 22 a 29 kDa. lls inhibent toutes les MMP
mais le TIMP1 est un mauvais inhibiteur des MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP et MMP19
(Baker et al. 2002). TIMP3 est un régulateur majeur de l'activité des métalloprotéinases in
Vvivo et sa suppression entraine chez la souris des dommages aux alvéoles de type emphyséme
(Leco et al. 2001). Les TIMP peuvent également présenter d’autres fonctions. Les TIMP1 et 2
possédent une activité potentialisante érythroide (EPA), ils sont en fait activateur de
croissance cellulaire sur de nombreux type cellulaire (Docherty et al. 1985 ; Hayakawa et al.
1992). lls ont en outre un r6le protecteur contre I'apoptose (Guedez et al. 1998 ; Valente et
al. 1998). TIMP3 en revanche entraine la mort des cellules tumorales et des cellules
musculaire lisse (Ahonen et al. 2003 ; Baker et al. 1998 ; Smith et al. 1997). Les TIMP
empéchent la libération des récepteurs de mort cellulaire comme Fas, comme le récepteur-1
du facteur nécrosant de tumeur et comme le récepteur-1 de ligand inducteur de lI'apoptose lié

au TNF en inhibant TACE (Tumor necrosis factor Alpha Converting Enzyme). TIMP3 peut

147



Introduction

également se lier au récepteur-2 du facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGFR2) et

inhiber la cascade de signalisation en aval du VEGF et de I'angiogenese (Qi et al. 2003). .

111.B.2.2.3  Autres inhibiteurs de MMP
D'autres proteines peuvent inhiber les MMP, une forme sécrétée du précurseur de I'amyloide-f
inhibe MMP2 (Higashi & Miyazaki 2003); un fragment C-terminal de protéine activatrice de
la C-protéinase du collagene (PCPE-1) inhibe également MMP2 (Mott et al. 2000); RECK
(reversion-inducing cysteine rich protein with Kazal motifs) une glycoprotéine ancrée par un
GPI qui inhibe l'angiogenése, inhibe également MMP2, MMP9 et MT1-MMP (Oh et al.
2001). Tissu factor pathway inhibitor-2 (TFPI-2), un inhibiteur de sérines protéases, pourrait
également inhiber MMP1 et -2 bien que cet effet ne soit pas confirmé (Du et al. 2003 ;

Herman et al. 2001).

[11.B.3. MMP et cancer

Les enzymes protéolytiques sont considérées comme étant critique a 1’invasion des cellules
tumorales et a la formation de métastases a distance. La vision premiére des MMP comme
simple outil de dégradation de la matrice a néanmoins évolué ces dernieres années, les MMP

ayant en effet d’autres substrats que la matrice et leurs actions sont parfois anti-tumorales.

Au cours du processus d’invasion cellulaire, le microenvironnement du tissu participe de
facon active a I’évolution de la tumeur. L’invasion a lieu a I’interface entre la matrice
extracellulaire et la cellule, un lieu dans lequel la cellule tumorale et les cellules stromales
échangent enzymes et cytokines qui modifient localement la MEC et stimulent la migration
cellulaire. Le facteur limitant de la progression des cellules est la barriére formée par la lame
basale puis le tissu conjonctif et les molécules qui la composent a savoir le collagene, les
laminines, la fibronectine, la vitronectine, les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes

héparane sulfate, cette dégradation nécessite 1’action des MMP. Néanmoins les cellules
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tumorales peuvent également progresser dans le tissu conjonctif sans augmenter leur activité
protéolytique en exercant physiquement un passage au sein des molécules de la matrice
extracellulaire (Friedl & Wolf 2003). Dans le cas des carcinomes, la plupart des MMP sont
produites par les cellules mésenchymateuses. Peu de MMP, hormis la MMP7, sont
exclusivement exprimées par les cellules tumorales. L’expression de la MMP7 est
conditionnée par la polarité de la cellule (Harrell et al. 2005) et elle régule les stages
précoces de la tumorigenése en dégradant la matrice ainsi que d’autres substrats (li et al.
2006). Ainsi la MMP7 régule la prolifération cellulaire et 1’apoptose en dégradant
I’ectodomaine de HB-EGF (Heparin Binding-Epidermal Growth Factor precursor) (Yu et al.
2002) et affecte les interactions cellulaires en libérant des fragments solubles de la
cadhérine-E (Noé et al. 2001). La surexpression de plusieurs MMP (MMP2, MMP3, MMP9,
MMP13, MT1-MMP) est aussi associée a I’invasion tumorale (Lochter et al. 1997b ;
Sternlicht et al. 1999). Les MMP peuvent contribuer a la croissance des cellules tumorales
non seulement en dégradant la MEC mais également en mettant ou remettant en circulation
les facteurs de croissance séquestrés ainsi que les fragments bioactifs des éléments de la
matrice (Egeblad & Werb 2002 ; Noél et al. 2008 ; Polette et al. 2004). Ainsi MMP9
mobilise le VEGF de la matrice et génere (Bergers et al. 2000), en dégradant le collagene 1V,
de la tumstatine un inhibiteur d'angiogenese (Hamano et al. 2003). Les substrats des MMP
comprennent d’autres protéinases, des MMP, des inhibiteurs de protéases, des facteurs de
croissance, des protéines liant des facteurs de croissance, des chemokines, des cytokines, des
récepteurs a la surface cellulaire et des protéines d’adhérence. Les MMP sont ainsi capables
de réguler des processus aussi variés que la migration cellulaire, la prolifération, I’apoptose, la
croissance de la tumeur, 1’angiogenése et la dissémination des cellules tumorales (Egeblad &
Werb 2002). L’ablation de MMP ou TIMP chez les souris permettent I'étude de leurs effets

dans des modeles de carcinogenése induite, é&tonnamment certaines MMP s'avérent avoir un
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role protecteur au cours du développement cancéreux, ainsi les souris MMP9 null développent
des tumeurs plus agressives de la peau et de plus haut grade (Coussens et al. 2000 ; Lopez-

Otin & Matrisian 2007 ; Martin & Matrisian 2007).

La MT1-MMP joue un r6le particuliéerement important dans la protéolyse péricellulaire de la
matrice et I’invasion tumorale. La MT1-MMP est capable de dégrader un grand nombre de
substrat de la MEC. Elle peut hydrolyser des collagénes de types I, Il et Ill, la fibrine, des
laminines-1 et -5, la fibronectine, la vitronectine et I’aggrecane (d'Ortho et al. 1997 ; Pei &
Weiss 1996) mais aussi des récepteurs de surfaces associés aux cellules tumorales comme
CD44 (Kajita et al. 2001), la transglutaminase tissulaire (Belkin et al. 2001), le LRP
(Rozanov et al. 2004), la sous unité aV des intégrines (Deryugina et al. 2002) et la protéine
syndecan-1 associées aux intégrines (Barbolina & Stack 2008 ; Endo et al. 2003). En
réponse aux agents promoteurs de I’invasion, les cellules projettent des invaginations
membranaires dans le sens de la migration. Ces invaginations, que ce soit des lamellipodes ou
des invadopodes, contiennent un arsenal de protéines impliquées dans I’adhérence cellulaire,
la dégradation protéolytiqgue de la MEC, la signalisation intracellulaire, ces protéines
conférant aux cellules leur capacité a migrer et envahir la barriére formée par la MEC. La
MT1-MMP se retrouve localisée au front de migration ce qui permet de faciliter la
dégradation de la MEC et I’invasion de la cellule. Une association relativement stable de la
MT1-MMP avec le cytosquelette d’actine peut étre observée quand les cellules sont traitées
avec de la cytochalasine D qui perturbe la polymérisation de I’actine et entraine la formation
d’agrégats (Mori et al. 2002). Bien que la MT1-MMP posséde une queue cytoplasmique, le
domaine responsable de la liaison a 1’actine se situe dans la partic hémopexine. L’association
avec I’actine est donc réalisée par I’intermédiaire d’une autre molécule de surface possédant
une queue cytoplasmique s’ancrant a 1’actine. Le CD44, un récepteur de 1’acide hyaluronique

s’associant avec l’actine, voit sa localisation également correspondre avec le front de
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migration et a été identifié comme le lien entre la MT1-MMP et le cytosquelette d’actine. La
MT1-MMP et le CD44 forme un complexe, le CD44 étant lié au domaine hémopexine. Ainsi
le CD44 joue le role de pivot dans la localisation de la MT1-MMP au moment de la migration
des cellules (Itoh & Seiki 2006). Le CD44 est clivé par la MT1-MMP ce qui génére des
fragments de son ectodomaine de tailles multiples qui contrdlent eux-mémes la migration
cellulaire (Kajita et al. 2001). La MT1-MMP participe également a 1’activation de la sous
unité de intégrine aV qui avec B3 est impliquée dans la migration tumorale (Deryugina et al.
2002 ; Ratnikov et al. 2002). D’autre part MT1-MMP active la pro-MMP2 a la membrane en

formant un trimére avec le TIMP2 (Strongin et al. 1993).

De nombreuses études ont montré que I’expression de la MT1-MMP était associée a la
progression tumorale (Polette & Birembaut 1998 ; Sato & Seiki 1996 ; Seiki 1999 ; Zhai et
al. 2005). De plus la production de MT1-MMP par les cellules du carcinome est associée a
une transition épithélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses (Gilles et al. 1997). De
nombreuses preuves attestent de I’implication de la MT1-MMP et de la MMP2 a différents
stades de la progression tumorale, du développement initial & la croissance, I’angiogenése et
I’invasion (Seiki et al. 2003 ; Sounni et al. 2003 ; Sternlicht & Werb 2001). L’invasion
cellulaire est un processus impliquant de multiples étapes de dégradation et de mobilité. Bien
que la MEC puisse étre dégradée par I’ensemble des MMP, la migration est associée de fagon
probablement prédominante avec I’activité de la MT1-MMP. En effet la MT1-MMP au travers
de ses activités de dégradation des protéines de la matrice comme des protéines d’adhérence,
régule de fagon forte 1’adhérence comme la mobilité cellulaire (Sounni & Noel 2004). Enfin
au-dela de ses activités protéolytiques, la MT1-MMP pourrait également jouer un role dans
I’invasion cellulaire par son domaine intra-cytoplasmique. En effet en plus de permettre un
controle de la localisation de I’enzyme, la partie cytoplasmique de la MT1-MMP peut activer

des cascades de signalisation impliquées dans 1’invasion tumorale et notamment la voie ERK
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(Gingras et al. 2001). L’implication de ces événements de signalisation dans 1’invasion

tumorale, reste néanmoins encore a préciser (Gingras & Béliveau 2009).
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Matériels et méthodes

| Etude des carcinomes de I’amygdale palatine associes

aux HPV

I.A. Collecte des tumeurs et population étudiée.

Pour cette étude ont été sélectionnés tous les cas de carcinome épidermoide de lI'amygdale
palatine entre 1987 et 2004 dans le service de chirurgie otorhinolaryngologique du CHU de
Reims. Tous étaient sans traitements avant la chirurgie, 71 patients correspondant a ces

critéres.

Des coupes des tissus inclus en paraffine et marquées a I'hématoxyline-éosine ont été classées
par des pathologistes pour confirmer le diagnostic de carcinome épidermoide et pour s’assurer
dans les expériences suivantes de la présence de la tumeur dans le bloc de paraffine. Chaque
cas a été vu par deux pathologistes de facon indépendante. Le grade histologique a été
déterminé en fonction de la classification selon la classification de ’OMS en tumeurs peu,

moyennement et tres différenciées.

Les données de la consommation de tabac sont rapportées en paquets-années soit la

consommation de 1 paquet de cigarettes par jour pendant 1 an

|.B. Extraction de I'ADN

L'extraction de I'ADN a été réalisée a partir de 4 sections de paraffine de 4um a I'aide d'un kit
EZ1 DNA Tissue Kit et de la station de travail EZ1 BioRobot® ainsi que du programme
d’extraction en paraffine selon les instructions du fournisseur (Qiagen, Valence, CA). Les

ADN ont été élués dans un volume final de 200uL.
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|.C. Génotypage de ’ADN

La détection de ’ADN et la détermination du type d’HPV ont été réalisées par le test
INNO-LiPA® HPV Genotyping Extra system (Innogenetics, Gent, Belgium) selon les
recommandations du fabricant. Ce systeme de génotypage est basé sur la détection de
séquences spécifiques contenu dans la région L1 du génome HPV. L’amplification est réalisée
a I’aide d’un set d’amorce SPF10 qui amplifie un fragment de 65 paires de bases. La lecture
des bandes de détection est réalisée de manicre automatique a I’aide du systéme LiPA et une
interprétation automatique et objective des bandes est obtenue a 1’aide de 1’appareil LiRAS.
Les 28 génotypes détectés sont : 15 HPV-HR (16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82); 3 génotypes étant probablement a haut risque (26, 53, 66); 7 génotypes a bas risque

(6, 11, 40, 43, 44, 54, 70); 3 autres génotypes (69, 71, 74).

|.D. Détermination de la charge virale et de [lintégration

d’HPV16

La mesure de la quantité des ARNm de E2, E6 et E7 ainsi que de I’albumine cellulaire a été
réalis¢é par PCR en temps réel a I’aide du LightCycler LC480™ (Roche, Mannheim,
Germany) et du kit LightCycler™ 480 Probes Master dans un volume final de 20uL. Les
données obtenues ont été analysées a I’aide du logiciel LC480™ Instrument software Version
1.2. Les sondes et amorces proviennent d’Eurogentec (Seraing, Belgium) (Tableau 1). La
charge virale a été déterminée dans chaque échantillon grace a deux expériences de PCR en
temps réel réalisées en paralléle et mesurant la quantité de E7 et de I’albumine. La quantité
d’albumine est utilisée pour déterminer le nombre de cellules dans 1’échantillon en

considérant qu’une cellule posseéde deux copies d’albumine.
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Tableau 1 Sondes et amorces utilisées pour la PCR en temps réel.

Amorces Séquence 5-3° Nb de bases
16E2-S AAC-GAA-GTA-TCC-TCT-CCT-GAA-ATT-ATT-AG 29
16E2-AS CCA-AGG-CGA-CGG-CTT-TG 17
16E6-S GAG-AAC-TGC-AAT-GTT-TCA-GGA-CC 23
16E6-AS TGT-ATA-GTT-GTT-TGC-AGC-TCT-GTG-C 25
16E7-S AA-GTG-TGA-CTC-TAC-GCT-TCG-GTT 23
16E7-AS G-CCC-ATT-AAC-AGG-TCT-TCC-AAA 22
Alb-S GCT-GTC-ATC-TCT-TGT-GGG-CTG-T 22
Alb-AS ACT-CAT-GGG-AGC-TGC-TGG-TTC 21
16E2-PRO Cy5-CAC-CCC-GCC-GCG-ACC-CAT-A-BHQ-2 19
16E6-PRO 6-FAM-CAG-GAG-CGA-CCC-AGA-AAG-TTA-CCA-CAG-TT-BHQ-1 29
16E7-PRO 6-FAM-TGC-GTA-CAA-AGC-ACA-CAC-GTA-GAC-ATT-CGT-A-BHQ-1 31
Alb-PRO HEX-GGA-GAG-ATT-TGT-GTG-GGC-ATG-ACA-GG-BHQ-1 26

S, amorce sens ; F, amorce anti-sens ; PRO : Sonde ; Alb, Albumine ; BHQ, Black Hole Quencher ; 6-FAM,
6-carboxyfluoresceine ; HEX, Hexachloro-6-carboxyfluoresceine ; Cy5, Indodicarbocyanine
La quantification est réalisée comme décrit par Laurendeau et al. (Laurendeau et al. 1999).
Des dilutions en série d’ADN de génome humain standardisé (Roche Diagnostics) de 12 a
120 000 d’ADN copies génomique ont eté utilisées pour définir la courbe standard. La
réaction albumine a été réalisé dans un mix contenant 1X du Mastermix pour sondes
LightCycler™ 480, 0,1uM de chaque amorce, 0,1uM de sonde Tagman et 2ul. d’ADN. Les
conditions de la réaction consistaient en une premiére étape a 95°C pendant 10 minutes suivie

de 45 cycles a 95°C de 15 secondes et a 65°C de 60 secondes.

La mesure de E7 a été réalisée comme décrit par Wang et al. (Wang & Lu 2004). La gamme
étalon a été obtenue par I’amplification d’une série de concentrations de plasmide d’HPV16
allant de 200 a 2 millions de copies. La PCR a été realisée a I’aide d’un mix contenant 1X du
Mastermix pour sondes LightCycler™ 480 et 2uL. d’échantillon ADN. Les conditions de la
réaction consistaient en une premiére étape a 50°C pendant 2 minutes, suivie de 95°C pendant
10 minutes puis 45 cycles a 95°C de 15 secondes et a 60°C de 60 secondes. Les

concentrations finales des amorces et sondes étaient de 0,3 et 0,1uM respectivement.
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Pour déterminer I’intégration de I’HPV16, nous avons utilisé une PCR en temps réel
multiplex sur un Light Cycler 480 comme décrit par Peitsaro et al. (Peitsaro et al. 2002) a la
différence qu’ici les sondes E6 et E2 étaient marquées par du FAM et du Cy5 respectivement.
La PCR a été réalisée dans les mémes conditions que la PCR E7, la gamme étalon étant
toujours obtenue a 1’aide de dilutions en série de plasmide HPV16 et les conditions de
températures étant inchangées. Trois classes d’échantillons ont été mises en évidence et
classées selon la description de Saunier et al. (Saunier et al. 2008), une premiere catégorie
correspondant aux formes intégrées dont les valeurs des ratios E2/E6 étaient proches de 0, une
seconde catégorie regroupant un mélange de formes intégrées et épisomales dont les valeurs
du ratio E2/E6 étaient comprises entre O et 0,8 et enfin une derniére catégorie regroupant les

formes épisomales avec un ratio supérieur a 0,8.

|.E. Analyse de la séquence d’HPV16 E6

La séquence de E6 a été dans un premier temps amplifiée par PCR dans un thermocycleur
cycler (Perkin-Elmer, Foster City, CA) a [l'aide d’une amorce sens 5’-
CGAAACCGGTTAGTATAA-3’ et d’une amorce anti-sens 5’-GTATCTCCATGCATGATT-3’
toutes deux spécifiques de la séquence d’HPV16 E6 et a la concentration de 25uM comme

décrit par Zehbe et al. (Zehbe et al. 1998a).

La réaction consistait en 40 cycles de dénaturation a 94°C pendant 1 minute, suivie d’une
phase d’hybridation a 55°C pendant une minute puis une phase d’élongation a 72°C pendant
2 minutes. L’amplification est précédée d’une dénaturation a 95°C pendant 10 minutes et elle
est suivie d’une derniére phase d’élongation a 72°C pendant 2 minutes. Les produits
d’amplification ont été controlés par électrophorése en gel d’agarose, marqués au bromure
d’éthidium, les complexes fluorescents de 524 paires de base ont été mis en évidence a I’aide

d’une caméra CCD refroidie a -25°C (LAS-1000, Fuji, Stamford, CT).
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Les produits d’amplification obtenus ont été purifiés dans des colonnes de centrifugation
(Qiagen), et ont été quantifiés a I’aide d’un spectrophotométre NanoDrop™™ 1000 (Thermo
Scientific). Le séquencage en lui-méme de 1’oncoprotéine E6 a été réalisé a I’aide d’amorces
specifiques a la concentration de 0,16uM, d’un tampon BigDye Sequencing, d’une solution
ready reaction mix et de 10ng d’amplicons. Les amorces utilisées amplifient la région de E6
52-575 soit un amplicon de 524 paires de bases. Les amorces utilisées sont les
suivantes : 5’-CGA-AAC-CGG-TTA-GTA-TAA-3’, 5’-GTA-TCT-CCA-TGC-ATG-ATT-3".
Le programme d’amplification consistait en 25 cycles de dénaturation & 96°C pendant 10
secondes, d’une hybridation a 50°C pendant 5 secondes et d’une ¢longation a 60°C pendant 4

minutes.

Les produits de séquencage obtenus ont été purifiés dans des colonnes de résine de Sephadex
sur une plaque Multiscreen HV et ils ont été analysés a 1’aide d’un séquenceur automatique

Abi prism 3130® (Applied Biosystems, Foster City, CA).

I.F. Marquage en immunohistochimie

Les marquages en immunohistochimie ont été réalisés sur des coupes de tumeurs de 4um a
I’aide d’un automate Dako Stainer et en utilisant le kit de détection Envision selon les
instructions du fabricant (Dako, Glostrup, Denmark). Les anticorps utilisés sont les suivants :
clone E6H4 p16 monoclonal (Dako), clone DO-7 p53 monoclonal (Dako), et monoclonal

Ki67 (Dako). Les concentrations des anticorps étaient respectivement 1/40, 1/50 et 1/50.

1.G. Analyse d’images

La quantification des marquages en immunohistochimie pour les 3 anticorps a été réalisée a
I’aide d’un microscope AXIOSkop 2 couplé a une caméra AXIOcam (MRc 5 Zeiss,

Gottingen, Allemagne). Pour chaque lame, une moyenne de 5 a 10 champs a été lue et
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comptée a un grossissement x20. Les résultats ont été analysés a ’aide du logiciel KS300
(Zeiss), un systéme semi-automatique d’analyse d’image, de pair avec des logiciels
développés dans le laboratoire. Un signal global > 10% et >30% a été considéré comme un
marquage positif pour p53 et Ki67 respectivement. Les marquages de pl6INK4a ont été
évalués selon la notation de Klaes et al. (Klaes et al. 2001) et répartis en négatif (<1%),

positif avec un signal focal (5-25%), positif avec un signal diffus (>25%).

I.H. Analyse statistique

Les variables quantitatives sont exprimées en moyennes +/- la déviation standard et elles sont
comparées selon le test t de student. Les variables qualitatives sont exprimées en pourcentage
et sont testées a 1’aide du test du y* ou du test exact de Fisher. L’analyse de la survie a été
réalisée a 1’aide de la méthode de Kaplan-Meier et comparée avec un test du Log-Rank. Le
seuil de significativité a été placé a p<0,05, les calculs ont été réalisés sur le logiciel de

statistiques STATA (Version 10.0, Stata, College Station, TX).
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Il Etude des effets de D’expression transitoire des
oncoprotéines E6/E7 ou de leur inhibition ou dans des

lignées cellulaires tumorales

I11.A. Culture cellulaire

I1.LA.1.  Lignées cellulaires

La lignée tumorale CaSki nous a éte fournie par le laboratoire du Professeur Christiane
Mougin et provient de I’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Les
lignées SiHa et HBE4-E6/E7 proviennent de I’ ATCC. CaSki et SiHa sont des lignées dérivées
d’un carcinome épidermoide du col de 1’utérus, la lignée HBE4-E6/E7 est dérivée d’un
épithélium bronchique. Les lignées 16HBE (ATCC), A549 (ATCC) et BZR (ATCC) sont des
cellules épithéliales bronchiques, 16HBE et BZR sont infectées par le virus SV40, BZR est
obtenue a partir des lignées Beas2B transfectées par 1’oncogéne v-Ha Ras. MCF7 (ATCC) est

une lignée épithéliale mammaire.

I1.LA.2. Conditions de culture

Les cellules 16HBE, A549, BZR, SiHa sont cultivées en milieu DMEM (Dubelcco’s modified
Eagle medium, GIBCO-BRL), la lignée CaSki est cultivée en RPMI (GIBO). Les milieux
contiennent du GLUTAMAX™ et sont supplémentés avec 10% du sérum de veau foetal
(SVF) décomplementé, ainsi qu’avec de la pénicilline (100U/mL) et de la streptomycine
(100pg/mL). Les cellules HBE4-EG/E7 sont cultivées en milieu Kératinocyte Serum Free
Medium (KSFM, GIBCO) supplémenté avec de I’extrait pituitaire bovin (30pg/mL), de
I’EGF recombinant (0,2ng/mL), de la pénicilline (100U/mL) et de la streptomycine

(100ug/mL). Toutes les cellules sont cultivees en atmosphére humide a 5% de CO, et a 37°C.
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Les cellules sont cultivées en boites de Pétri en polystyréne a fond plat de 8cm de diamétre
(Falcon, becton Dickinson, Ca). A 80% de confluence les cellules sont rincées deux fois au

PBS, détachées par trypsine EDTA 0,05% 1X (GIBCO) et réensemencées au 1/10"™.

11.B. Transfections transitoires

I1.B.1. Transfection transitoire de cDNA

Les cellules sont mises en culture la veille de la transfection dans leur milieu d’entretien
respectif, dans des plaques 6 puits en plastique (Falcon) et ensemencées a 100K cellules par

puits et 2mL de milieu.

Le vecteur d’expression utilisé est le pEF-SHA pour la transfection de I’ADN complémentaire
(ADNCc) des oncoprotéines E6/E7 (don du laboratoire du Professeur Philippe Delvenne), le
vecteur vide sert de controle négatif de transfection est le pIRES pour la transfection de
I’ADNc de ’EGFP sert de contrdle de I’efficacité de transfection. Les transfections sont
réalisées 24 heures aprés I’ensemencement, le milieu de culture est au préalable changé 1
heure avant la transfection. La transfection est réalisée a 1’aide de lipide cationique Fugene
(Roche). Dans chaque puits est ajouté un mélange contenant les plasmides (concentration
finale de 1ug/mL dans un puits de la plague 6 puits contenant 2mL de milieu), 3uL de Fugéne

et 100puL de DMEM sans sérum.

Le mélange est realisé de la facon suivante, les plasmides sont déposés dans un tube de
polypropylene auquel on ajoute la moitié du volume final correspondant au nombre de puits a
transfecter. Un mélange de DMEM et Fugéne pour tous les plasmides est préparé a part, puis
est ajouté pour compléter le volume de chaque mélange de plasmide a déposer. Le mélange
est incubé pendant 15 minutes a température ambiante a 1’issue de quoi le mélange est ajouté

aux puits.
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Les cellules sont rincées deux fois au PBS 48 heures aprés transfection avant d’étre extraites.

11.B.2.

Transfection d’ARN interférents

Quatre séquences de siRNA (silencing RNA) de 19 nucléotides et deux thymidines ont été

sélectionnées pour inhiber les oncoprotéine E6 et E7 d’HPV16 (GenelD : 1489078 et

GenelD : 1489079), les séquences sont rapportées dans le tableau 2. Un mélange aléatoire de

nucléotides de chacune des sequences (scrambled), préalablement vérifiées par BLAST pour

éviter toute reconnaissance de seéquences existantes, est utilisé comme témoin. Les siRNA

utilisés proviennent d’Eurogentec (EUROGENTEC, Liege, Belgique).

Tableau 2 Séquences des SiRNA utilisés.

SiRNA

Scrambled

Genes ciblés
E6si_118 sens
(Yoshinouchi etal. 2003) A i cons
E6si_224 S
(Jiang & Milner 2002) AS
E6si_378 S
(Butz et al. 2003) AS
S
E6si_452
AS
S
E7si_662
AS
S
E7si_720
AS
E7si_773 S
(Tang et al. 2006a) AS

5'-GAAUGUGUGUACUGCAAGCATdT-3'

5'-GCUUGCAGUACACACAUUCITAT-3'

5’-GAGGUAUAUGACUUUGCUUdTAT-3'

5’-AAGCAAAGUCAUAUACCUCITAT-3'

5’-UACAACAAACCGUUGUGUGITIT-3'

5’-CACACAACGGUUUGUUGUAdTIT-3'

5’-AGACAUCUGGACAAAAAGCITIT-3'

5’-GGAAGAGCCCAUAAUCAAAITIT-3'

5’-AGGAGGAUGAAAUAGAUGGATAT-3'

5’-CCAUCUAUUUCAUCCUCCUdTAT-3'

5’-GCAACAAAAGGUUACAAUACTAT-3'

5’-UAUUGUAACCUUUUGUUGCITAT-3'

5’-GGCCAAGACCCAUUAGACUITIT-3’

5-CGAAUGUCUACGUGUGUGCTT-3'

[1.B.2.1. Hybridation des siRNA

5’-GCGGAAUCGAGCAUGUAUUITAT-3'

5’-AAUACAUGCUCGAUUCCGCITdT-3'

5’-GACUUGAUUUAGGUGUCAUdTAT-3'

5’-AUGACACCUAAAUCAAGUCITAT-3'

5’-GGACCUAUGAAAUGUCUCAITAT-3'

5’-UGAGACAUUUCAUAGGUCCITT-3'

5’-GCUUUUUGUCCAGAUGUCUITAT-3'

5’-UUUGAUUAUGGGCUCUUCCATT-3'

5’-GAGGGAAUGAAUGGUAGAACTAT-3'

5’-UUCUACCAUUCAUUCCCUCITIT-3'

5’-UGAUAACCAGAAUAAGAACATAT-3'

5’-GUUCUUAUUCUGGUUAUCAdTAT-3'

5’-GGCCAAGACCCAUUAGACUITT-3'

5’-AGUCUAAUGGGUCUUGGCCITT-3’

Les siRNA sont hybridés dans une solution contenant 30uL d’eau, 15uL de SiRNA sens,

15 pL de SiRNA anti-sens et 15uL de tampon d’hybridation (Eurogentec). La solution est
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portée a 95°C pendant 2 minutes puis laissée refroidir a température ambiante pendant une
heure pour étre ensuite conservée a -20°C. Les siRNA sont ainsi conservés a la concentration

de 20uM.

11.B.2.2. Transfection par CaCl,
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits avec 200k cellules par puits et 2mL de
milieu. La transfection est réalisée 24 heures apres I’ensemencement, le milieu des cellules est

changé 1 heure avant pour du DMEM 10% SVF 1% pénicilline/streptomycine.

Pour chaque siRNA le mélange suivant est réalisé dans un tube de polypropyléne, 880uL
d’H,0, 100pL de CaCl,, 20 pL de siRNA et ImL d’HBSP 2X ajouté en faisant un tourbillon
dans le tube. Le meélange est alors incubé 90 secondes a température ambiante puis 200uL
sont déposés dans chaque puits. Seize heures apres 1’ajout des SIRNA, les cellules sont rincées
au PBS a deux reprises et remises en présence de 2mL de leur milieu d’entretien. Les cellules

sont rincées 48 heures apres transfection a deux reprises au PBS et extraites.

[1.B.2.3. Transfection a 1’aide de la transfectine
Les cellules sont ensemencées en début de semaine avec 250k cellules par puits. La
transfection est réalisée 24 heures aprés ensemencement. Dans un tube en polystyréne 2L de
SiRNA sont mélangés avec 500uL d’Opti-MEM (GIBCO) par puits de plaque 6 puits. Un
volume de 3pL de transfectine™ est mélangé avec 500 uL d’Opti-MEM par puits de plaque
6 puits. La moitie du volume final du mélange de transfectine™ est ajouté a la solution
contenant les siRNA, le mélange est incubé 20 minutes a température ambiante. Le milieu des
cellules est aspiré et dans chaque puits est déposé 1mL du mélange siRNA/transfectine™, 4
heures apres 1’ajout des SIRNA est ajouté 1mL de milieu avec 20% de SVF. Les cellules sont

incubées en présence de siRNA 48 heures avant d’étre rincées deux fois au PBS et extraites.
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Dans le cas des traitements par 1’inhibiteur de TGF-B SB-505124 (SIGMA), les cellules sont
transfectées par les siRNA comme précédemment décrit a la différence qu’elles sont
maintenues en milieu sans sérum apres transfection, I’inhibiteur est ajouté au milieu de
transfection contenant les siRNA. Le volume d’inhibiteur de TGF- est calculé pour obtenir la

concentration de 1uM dans le volume final de 2mL.

11.C. Analyse de ’expression des ARNm

[1.C.1. Extraction des ARN

A partir des culots secs, 200uL de PBS est ajouté aux cellules. IL’ARN est extrait a I’aide du
kit High Pure RNA Isolation kit (Roche) selon les instructions du fabricant. Les cellules sont
lysées et les ARNm sont fixés sur une colonne pour étre purifiés, ils sont élués dans 50uL
d’eau autoclavée et conservés a -80°C 24 heures avant dosage. Le dosage des ARNm est

réalisé a I’aide d’un NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) par spectrophotométrie.

[1.C.2. Transcription inverse et amplification par réaction de

polymérisation en chaine (RT-PCR)

Les ARN totaux sont dilués dans de I’eau pour réaliser des solutions & 4ng/pL d’ARN. Des
aliquots de 10ng d’ARN sont préparés a partir de ces solutions, et les RT-PCR sont réalisees a
partir de ces aliquots. La réaction de transcription est réalisée a 1’aide d’un kit rTth DNA
polymérase (Applied Biosystem) selon les indications du fabricant. Pour toutes les

expériences, I’ARNm du gene de ménage GAPDH sert de référence.

La transcription inverse est réalisée a 1’aide d’une amorce anti-sens spécifique de la séquence
a amplifier (tableau 3), le mélange est porté a 70°C pendant 15 minutes, la réaction est ensuite
bloquée par refroidissement des échantillons a 4°C. Le mix de PCR est alors ajouté aux

échantillons, toujours selon les informations du fabricant, les ADNc obtenus a partir des
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Figure 29 Schéma des étapes de RT-PCR.
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ARNm du géne d’intérét sont alors amplifiés par plusieurs cycles de dénaturation, hybridation

et élongation.

Tableau 3 Séquences des amorces et tailles des amplicons des génes cibles.

Geénes Amplicons Amorces
E6 194 S=5’-GAA-CAG-CAA-TAC-AAC-AAA-CCG-3’
AS=5-TGA-TTA-CAG-CTG-GGT-TTC-TCT-3’
E7 197 S=5’-GCA-ACC-AGA-GAC-AAC-TGA-TCT-CTA-C-3’
AS=5"-GGT-CTT-CCA-AAG-TAC-GAA-TGT-CTA-CG-3’
MT1-MMP 221 S=5’-GGA-TAC-CCA-ATG-CCC-ATT-GGC-CA-3’
AS=5"-CCA-TTG-GGC-ATC-CAG-AAG-AGA-GC-3’
MT2-MMP 221 S=5’-CTT-GCA-GAG-ATG-CAG-CGC-TTC-TAC-3
AS=5’-CTG-GAT-GCT-AAA-GGT-CAG-ATG-GTG-3”
MT3-MMP 209 S=5’-GGT-TGG-ATT-TCG-TGC-ATC-ATT-CGG-3’
AS=5"-ATA-GAA-CTG-CTG-CAT-GGC-AGC-TAG-3’
MMP2 225 S=5’-AGA-TCT-TCT-TCT-TCA-AGG-ACC-GGT-T-3’
AS=5"GGC-TGG-TCA-GTG-GCT-TGG-GGT-A-3’
TIMP1 143 S=5’-CAT-CCT-GTT-GTT-GCT-GTG-GCT-GAT-3’
AS=5"- GTC-ATC-TTG-ATC-TCA-TAA-CGC-TGG-3’
TIMP2 161 S=5’-CTC-GCT-GGA-CGT-TGG-AGG-AAA-GAA-3’
AS=5"-AGC-CCA-TCT-GGT-ACC-TGT-GGT-TCA-3’
TIMP3 211 S=5’-CTT-CTG-CAA-CTC-CGA-CAT-CGT-GAT-3’
AS=5"-CAG-CAG-GTA-CTG-GTA-CTT-GTT-GAC-3’
GAPDH 196 S=5’- GCT-GCC-ATT-TGC-AGT-GGC-AAA-GT-3’
AS=5- TTG-ATG-TTA-GTG-GGG-TCT-CGC-TC-3’
TGF-B 201 S=5’-ACT-ACT-ACG-CCA-AGG-AGG-TCA-C-3°
AS=5"-ACG-TGC-TGC-TCC-ACT-TTT-AAC-T-3’
EMMPRIN 204 S=5-TGA-AGT-CGT-CAG-AAC-ACA-TCA-ACG-3’
AS=5"-GCC-TCC-ATG-TTC-AGG-TTC-TCA-ATG-3’
Cadhérine-E 174 S=5’-CCC-ATC-AGC-TGC-CCA-GAA-AAT-GAA-3’

AS=5-CTG-TCA-CCT-TCA-GCC-ATC-CTG-TTT-3’
Les temps des étapes du cycle et les températures varient en fonction du géne et des lignées
étudiés comme indiqué ci-dessous (tableau 4). Les conditions de réactions sont déterminées

pour maintenir la réaction dans la phase d’amplification exponentielle (figure 29).

Tableau 4 Durée des cycles et températures d’hybridation pour les différentes amorces

utilisées.

Geénes Dénaturation Hybridation Elongation
E6 et E7 30 sec a 94°C 30 sec a 56°C 45seca72°C
GAPDH, TGF-8, MMP7 15 sec a 94°C 20 sec a 60°C 10seca 72°C
MMP3 15 sec a 94°C 30 sec a 63°C 30seca72°C
EMMPRIN 15 sec a 94°C 20 sec a 66°C 10seca72°C

MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP,

15 sec a 94°C 20 sec a 68°C 10seca72°C

MMP2, TIMP1, TIMP2, Cadhérine-E
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11.C.3. Migration et révélation des produits de RT-PCR

Les produits de RT-PCR obtenus sont mélangés avec un tampon de charge (eau, 10% [m/v]
Ficoll et 0,125% [m/v] xylene cyanol ; Sigma) et sont séparés en gel d’acrylamide 10%
(Euromedex). Du SyberGold (Invitrogen), un agent intercalant des acides nucléiques, est
utilisé pour marquer ’ADN. L’image des gels est obtenue a I’aide d’une caméra CCD
refroidie a -25°C (LAS-1000, Fuji, Stamford, CT). L’analyse des bandes obtenues est réalisée
a I’aide du logiciel Aida (Raytest, Courbevoie, France). Les valeurs obtenues (unité arbitraire
de densité de pixel) pour les produits de PCR sont normalisées a I’aide des valeurs obtenues

pour le géne de ménage.

11.C.4. Analyse de [’expression des ARNm par membrane de

SuperArray

Des ARN de bonne qualité, ratio DO?*¥?°>2 et DO?%?>1,7 et ne présentant pas de bandes
de dégradation ni contamination génomique sur gel d’agarose, sont sélectionnés. A partir de
3ug de ces ARN sont synthétisés des ARNc biotinylés selon les instructions du fabricant grace
au kit Oligo GEArray® System (SABiosciences, Frederick, USA). Les ARNc obtenus sont
purifiés sur colonne, toujours selon les instructions du fabricant, puis hybridés, a 60°C et sous
agitation, sur une membrane sur laquelle sont réparties des sondes pour I’ensemble des genes
étudiés. Les membranes sont ensuite rincees et bloguées pour éviter les marquages
aspécifiques. La réaction de chimioluminescence est obtenue par ajout de CDP-star
(SABiosciences) aux membranes pendant 5 minutes. Les images des membranes sont ensuite

acquises grace a une caméra CCD refroidie a -25°C (Las1000, Fuiji).
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11.C.5. Analyse de [’expression des ARNm par puce Affymetrix™

L’analyse du transcriptome par microarray et en particulier grace a I’utilisation de puces
« GeneChips » Affymetrix™ (Santa Clara, CA, USA) permet d’étudier de fagon simultanée

le niveau d’expression de milliers de génes a partir d’un méme échantillon.

Les puces Affymetrix™ sont des supports solides sur lesquels, par un procédé de
photolithographie, ont été fixées des sondes ADN a trés forte densité. Ces sondes sont
complémentaires de génes cibles. Différentes puces sont disponibles selon I’organisme étudié.
Selon les modeles de puce, le nombre de transcrits pouvant étre analyses simultanément peut
atteindre 47000. Les genes étudiés sont sélectionnés a partir de données disponibles dans les

banques Genbank®, dbEST et RefSeq.

Chaque transcrit est identifi¢ a I’aide d’un set de sondes qui est constitu¢ de 20
oligonucléotides différents répartis sur les 600 pb de ’extrémité 3’ de la séquence du transcrit
analysé. Les oligonucléotides eux-mémes ont une longueur de 25 mers. Plusieurs centaines de
millions d’oligonucléotides sont disposés sur une cellule de 20uM de coté, une cellule
représentant une unité d’hybridation ou «spot» sur la puce. La densité des spots peut
atteindre 25000 au cm?. D’autre part, chaque set d’oligonucléotides est composé d’une paire
de sondes avec une sonde de parfait appariement et une sonde présentant un mauvais
appariement. Ce couplage permet d’identifier et de minimiser les interactions aspécifiques et

le signal de fond.

Il est donc ainsi possible d’étudier I’expression transcriptionnelle des génes a partir d’un
extrait cellulaire, les puces Affymetrix™ permettant de quantifier de facon absolue

I’abondance des transcrits.

L’analyse du transcriptome par puces recquiert une excellente qualité d’ARNm. La premiére

¢tape est la fabrication d’ADNc biotynylés a partir des ARNm. Dans le cas des puces
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Affymetrix™ un seul type de fluorescence est utilisé, en 1’occurrence le conjuguée
streptavidine-phycoerythrine, par consequent les ARN complémentaires issus de chaque
échantillon biologique seront hybridés individuellement sur chaque puce. Apres hybridation et
révélation, les microarrays sont scannés et I’image est quantifiée pour chaque sonde. La
fluorescence détectée est directement proportionnelle au niveau d’expression du gene. Les
données obtenues sont normalisées par des témoins internes pour limiter les variations entre

les différentes puces et conditions.

Cellule ou spot
Chaque cellule est consituée
d’environ 40x107 copies d’une
sonde spécifique qui sont des
oligoméres de 25 mers.

Set de sondes

Paire de sondes

Les paires sont constituées
d’une cellule avec des
sondes de bon appariement
etd’une cellule avec des
sondes de mauvais

appariement

Chaque set contient 20 paires de
sondes

1,28cm

Figure 30 Schéma d’organisation d’une puce Affymetrix™

Les échantillons que nous avons analysés par puce Affymetrix™ sont des ARN qui ont été
isolés a partir de lignées CaSki transfectées par des sSiRNA E7 ou transfectées avec des cDNA
EG6, ainsi que leurs témoins respectifs. Le traitement des échantillons a été realisé dans le
laboratoire du GIGA a Liege. Des ARNc biotinylés sont obtenus a partir de 10ng d’ARN de

départ a la concentration de 1ug/pL. Les ARNc marqués sont ensuite hybridés sur les puces
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Affymetrix™. Les puces sont ensuite lavées et révélées par incubation avec la streptavidine
couplée a la phycoérythrine. Chaque condition expérimentale est réalisée en triplicat et
chaque échantillon est hybridé sur une puce différente. Les puces sont ensuite scannées et
I’intensité¢ du signal de chaque sonde, qui correspond a la quantité d’ARN présent dans
I’échantillon, est mesurée. Le profil d’expression a été déterminé grace a la puce
Affymetrix™ U133A 2.0 selon les instructions du fabricant. La puce utilisée regroupe 14500
génes bien caractérisés. Les valeurs en Log2 des ratios entre les conditions traitées et témoins
ont été évaluées et les génes dont le ratio est supérieur ou inférieur a 1 sont considérés comme

ayant une expression modifiée.

I11.D. Analyse des protéines

11.D.1. Extraction et dosage des échantillons protéiques
A partir des culots secs, les cellules sont dégradées par un tampon RIPA (Tris 50mM [ph7,4],
NaCL 150mM, Igepal 1% [v/], sodium déoxycholate 1% [m/v], iodoacetamide 5mM, SDS
0,1% [m/v]) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases Complete (Roche). Le lysat est
incubé sur glace 20 minutes puis centrifugé a 4°C 10 minutes a 10000g pour culoter les débris

cellulaires. Le surnageant est conservé a -20°C avant dosage et utilisation.

La concentration des protéines est déterminée a 1’aide du kit Uptima (Interchim, Montlugon,
France) selon les instructions du fabricant. La lecture est réalisée par un spectrophotometre a
microplaque (Multiskan® EX, ThermoScientific, Waltham, MA) a 562nm. Des dilutions en

série de BSA (Bovine Serum Albumin) sont utilisées pour obtenir la gamme étalon.

11.D.2.  Western Blotting

Pour toutes les lignées et protéines détectées, 10ug d’échantillon protéique sont mélangés a du

tampon Laemmli 5X contenant 5% de B-mercaptoéthanol (Biorad, hercules, CA) et dénaturés
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5 minutes & 100°C. lls sont alors séparés par électrophorése SDS PAGE dans un gel
d’acrylamide 10 ou 6% (Euromedex) a ampérage constant de 20mA. Les protéines sont
ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) (Perkin Elmer,
Boston, MA) préalablement activée par du méthanol, le transfert s’effectue 1 heures a 100V.
Les membranes sont ensuite bloquées en tampon PBT 5% lait (PBS + 0,1% Tween-20)
pendant 2 heures, puis incubées sur la nuit a 4°C en présence d’anticorps primaire dans du
tampon PBS 5% lait, ou sur 1 heure a température ambiante pour 1’actine qui sert de témoin

de dépét. Les anticorps suivant ont été utilisés :

- anticorps monoclonal de souris anti-pRb humain clone G3-245 a 2ug/mL (BD Biosciences,

San Jose, CA)
- anticorps monoclonal de souris anti-p21 humaine clone 6B6 a 2ug/mL (BD Biosciences),
- anticorps monoclonal de souris anti-p53 humaine clone DO-1 a 2ug/mL (BD Biosciences)

- anticorps monoclonal de souris anti-MT1-MMP humaine clone 2D7 au 1/1000*™

(gracieusement fourni par le Dr Rio, IGBMC, Illkirch, France)

- anticorps monoclonal de souris anti-cadhérine-E humaine clone 36 au 1/2500*M

(Transductions Laboratories, San Jose, CA)

- anticorps monoclonal de souris anti-caténine-B humaine clone 14 au 1/2500*M

(Transduction Laboratories)

- anticorps monoclonal de souris anti-occludine humaine clone OC-3F10 au 1/10000"M®

(Invitrogen)
Oiéme

- anticorps monoclonal de souris anti-ZO1 humaine clone ZO1-1A12 au 1/100

(Invitrogen)
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- anticorps polyclonal de lapin anti-PARP humaine 2,5uL pour 5mL (Roche)

- anticorps polyclonal de lapin anti-actine humaine au 1/1000*™ (Sigma).

Les membranes sont ensuite rincées a trois reprises au PBT lait, puis incubées en présence
d’anticorps secondaire conjugué a une HRP (horse raddish peroxydase) au 1/1000™
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark) pendant une heure a température ambiante et a
I’obscurité. La révélation est réalisée par 1’ajout du kit ECL+ (Ammersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, Royaume-Uni) selon les instructions du fabricant. Le signal

chimioluminescent est détecté a 1’aide d’une caméra CCD refroidie a -25°C (LAS1000, Fuji).

[1.D.3. Analyse par zymographie

Les cellules sont rincées 24 heures apres transfection, mises en présence de milieu sans sérum
pendant une heure, puis mises en présence d’un nouveau milieu sans serum pendant
24 heures, le surnagent est alors récolté et congelé a -20°C. Pour révéler les enzymes
gélatinolytiques présentes dans le milieu, les échantillons sont mélangés a du tampon
Laemmli 5X et soumis a une électrophorése SDS PAGE 10% avec 1mg/mL de gélatine
(Sigma) a ampérage constant 20mA et a 4°C. Apres migration, le gel est lavé deux fois 30
minutes dans un bain de Triton X-100 2% pour réactiver les enzymes en éliminant le SDS.
Les gels sont ensuite incubés sur la nuit a 37°C dans du tampon d’incubation (Tris 50mM pH
7,6, CaCl, 5mM et triton X-100 0,1%). Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie R250
contenant 10% d’acide acétique et 20% de méthanol puis les gels sont décolorés dans des
bains d’acide acétique (10%) et méthanol (40%). La présence des gélatinases est visualisée

par I’absence de coloration bleue sur les plages de lyse indiquant la protéolyse du substrat.
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[1.D.4. Immunohistochimie

Les cellules sur lesquelles sont réalisés les marquages en immunohistochimie sont cultivées
comme précédemment décrit a la différence qu’elles reposent sur 4 lames de verres de 8mm
de diametre dans chaque puits de plaque 6 puits. A I’issue des expériences, les lamelles sont
rincees et fixées 10min au méthanol a -20°C, puis conservées, apres aspiration du méthanol, a
-20°C avant utilisation. Les lamelles sont dans un premier temps réhydratées au PBS, puis
incubées 10min a température ambiante dans du PBS-BSA 3%. Les lamelles sont ensuite
mises en contact avec 40uL de PBS-BSA 1% contenant les anticorps pendant une heure a
température ambiante en chambre humide. Les anticorps suivant ont été utilisés (pour le détail
des anticorps utilisés, voir paragraphe Western Blotting). Anticorps anti-occludine au 1/25"°™,
anti-ZO1 au 1/25°™, anti-cadhérine-E au 1/100°™, anti-caténine-B au 1/250"°™. Les lamelles
sont rincées deux fois au PBS et remises 5 minutes dans du PBS-BSA 3% a température
ambiante. Les lamelles sont ensuite incubées pendant 1 heure a I’obscurité dans 40uL de
PBS-BSA 1% contenant Ianticorps secondaire au 1/200°™ (10ug/mL) Alexa Fluor 594
(Fluorescence rouge) (Molecular Probes, Eugene, OR). Les lamelles sont & nouveau rincées
deux fois au PBS et mises en présence de Dapi au 1/1000*™ dans du PBS pendant 5min &
température ambiante pour contre colorer les noyaux. Les lamelles sont remises en présence

de PBS puis sont montées sur lame a 1’aide du milieu de montage anti-fading Aqua

Poly/Mount (Polysciences, Warrington, PA).

Les lames sont ensuite conservées a -4°C a 1’obscurité pour préserver la fluorescence.
L’acquisition des images est réalisée a [’aide d’un microscope Axiolmager (Zeiss,
Oberkochen, Allemagne) équipé d’une caméra Coolsnap FX (Roper Scientific, Duluth, GA).
Les images acquises ont eté traitées avec les logiciels AxioVision (Zeiss) et ImageJ (Wayne

Rasband, NIH, USA)
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Figure 301 Schéma d’une chambre de Boyden.
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II.E. Analyse du comportement cellulaire

II.LE.1. Mesure de la capacité invasive des cellules en chambre de

Boyden

Des plaques BD BioCoat™ Matrigel™ (BD Biosciences) aux membranes de pore de diamétre
8um sont utilisées pour mesurer la capacité invasive des cellules. Les transwells de la plaque
sont dans un premier temps réhydratés. Les expériences de transfection sont réalisées comme
précédemment décrit a la différence qu’aprés environ 24 heures de transfection, les cellules
sont trypsinées et ensemencées a 150k cellules par puits transwell dans le compartiment
supérieur en présence de 500uL de milieu sans SVF, le compartiment inférieur contenant du
milieu avec 10% de SVF. Les transwells sont mis a incuber a 37°C pendant un temps qui
varie selon les lignées. Les membranes sont alors rincées dans du PBS et fixées 10 minutes
dans du méthanol & -20°C. Elles sont ensuite colorées a 1’hématoxyline de Meyer (Dako)
pendant 10min, puis séchées et montées sur lame a 1’aide du milieu de montage aquaous
mounting medium (Dako). La quantification du test d’invasion est réalisée en comptant le
nombre de cellules sur la face inférieure de la membrane du transwell (30 champs avec un

objectif X40) (figure 31).

I1.E.2.  Numeration cellulaire
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits et transfectées par sSiRNA avec des
concentrations préparées proportionnellement au ratio entre la surface des puits de la plaque
24 puits et celle des puits d’une plaque 6 puits. A chaque temps de mesure, les cellules ont été
rincées deux fois en PBS, trypsinées puis comptées a 1’aide d’un compteur cellulaire par

marquage de toutes les cellules présentes.

174



Matériels et méthodes

II.F. Analyse statistique des données

Les données chiffrées obtenues ont été soumises au test non paramétrique univarié. Une
probabilité d’erreur inférieure a 5% (p>0,05) est considérée comme révélatrice d’une
différence significative. Les résultats obtenus en RT-PCR et Western Blotting sont représentés
sous forme de médianes et quartiles (quartiles 1 et 3). Les résultats obtenus en chambre de

Boyden sont représentés sous la forme de moyenne + écart type.
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Résultats

| Etude de 58 cas de carcinomes épidermoide de
I’amygdale palatine

I.A. Caractéristiques des patients et des tumeurs

A partir de 71 cas sélectionnés, nous avons retenu 58 cas, 13 tumeurs ne présentant pas
d’ADN de suffisamment bonne qualité pour procéder aux expériences suivantes. Parmi les 58

cas, il y a une forte proportion d’hommes avec 54 cas (soit 93,1%) (Tableau 5).

La moyenne d’age des patients au moment du diagnostic était de 56,2 ans, les adges s’étalant
de 29,2 a 90,7 ans. 94,8% des patients avaient pour habitude de fumer, avec une moyenne de
34,4 paquets-années de cigarettes. 91,4% des patients buvaient réguliérement de 1’alcool, leur
consommation estimée étant en moyenne de 45,7 grammes d’alcool par jour. Selon le systéme
TNM de classification de I’International Union Against Cancer, 26 cas (44,8%) appartenaient
aux categories Tis/T1/T2 et 31 cas (53,4%) ne présentaient pas d’envahissement
ganglionnaire. La recherche de métastases n’a pas été menée. 6 patients présentaient un
cancer synchrone dont 3 dans I’cesophage, 1 dans le larynx, 1 dans la vessie et 1 dans le
poumon. La présence des HPV n’était pas associée au grade histologique de la tumeur. Les
HPV n’étaient pas non plus associés a I’existence d’un cancer synchrone ni a celle de
métastases ganglionnaires. 53 tumeurs (91,4%) étaient histologiqguement gradées comme

moyennement a trés différenciées, 5 d’entre elles étaient peu différenciées.
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Tableau 5. Caractéristiques des 58 patients sélectionnés en fonction du statut HPV.

Total HPV + HPV — p obtenu
(n=58) (n=12) (n=46)
Age 56,2 +9,8 56,5 +12,8 55,5 8,3 0,16
Genre
Homme 54 (93,1%) 11 (91,7%) 43 (93,5%) 1
Femme 4 (6,9%) 1 (8,3%) 3 (6,5%)
Consommation de tabac? 0,11
Non 3 (5,2%) 2 (16,7%) 1(2,2%)
Oui 55 (94,8%) 10 (88,3%) 45 (97,8%)
Paquets-années 34,4 +14,2 30,8 +16,2 35,4 +13,6
Consommation d’alcool” 0,05
Non 5 (8,6%) 3 (25,0%) 2 (4,3%)
Oui 53 (91,4%) 9 (75,0%) 44 (95,7%)
Gramme/jour® 45,7 +24,2 43,3 +31,7 46,3 +22,3
pT 0,11
TisT1T2 26 (44,8%) 8 (66,7%) 18 (39,1%)
T3T4 32 (55,2%) 4 (33,3%) 28 (60,9%)
pN 0,76
NO 31 (53,4%) 7 (58,3%) 24 (52,2%)
N1 to N3 27 (46,6%) 5 (41,7%) 22 (47,8%)
Cancer synchrone 1
Non 52 (89,7%) 11 (91,7%) 41 (89,1%)
Oui 6 (10,3%) 1(8,3%) 5 (10,9%)
(Esophage 3 1 2
Larynx 1 0 1
\Vessie 1 0 1
Poumon 1 0 1
Grade histologique 0,27
PD 5 (8,6%) 2 (16,7%) 3 (6,5%)
MD/TD 53 (91,4%) 10 (83,3%) 43 (93,5%)

®Une absence de consommation équivaut a ne pas fumer et/ou ne pas avoir fumé
précédemment, les valeurs observées pour les fumeurs oscillaient entre 12 et 90
paquets-années ; "la non consommation d’alcool équivaut & ne pas boire ou ne pas avoir bu
précédemment, les valeurs observées pour les consommateurs d’alcool allaient de 20 a 80
grammes/jour ; ‘un verre de vin ou 25cl équivalent a 10 grammes d’éthanol pur ; PD, peu
différencié ; MD/TD, moyennement a trés différencié.

Il n’y avait pas d’association significative entre la présence d’HPV et le grade des tumeurs, ni

d’association avec la consommation de tabac, en revanche une faible différence entre la

présence d’HPV et la consommation d’alcool été observée (p=0,05). Les résultats sont

rapportés dans le tableau 5.
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I.B. Marqueurs viraux et cellulaires

L’ADN d’HPV a été retrouvé dans 12 des 58 échantillons (20,7%). Dans 8 cas sur 12 (66,7%)
I’ADN correspondait au génotype HPV16, dans 2 cas au génotype HPV18 (16,7%), dans 1
cas au génotype HPV39 (8,3%) et dans 1 cas au génotype HPV52 (8,3%). La moyenne d’age
n’était pas significativement différente dans le groupe HPV positif par rapport au groupe HPV

négatif. La présence d’HPV n’était pas associée significativement avec le sexe des patients.

Tableau 6 Immunohistochimie et caractéristiques des variants des cas de
carcinomes de I’amygdale positifs aux HPV16.

Echantillons Variants pl6 p53 Intégration  Charge virale
1 L83V, R10G négatif positif * 1
2 Prototype diffus négatif intégré 6
3 L83V, D64N diffus positif mélange 249
4 L83V diffus positif mélange 621
5 * négatif positif * *
6 L83V, S71C diffus négatif mélange 150
7 Prototype diffus négatif mélange 20
8 L83V, 152V diffus positif mélange 9

*Matériel insuffisant.
La charge virale d’HPV16 a été estimée par le nombre de copies E6 d’HPV16 par cellule, et
ne prends donc pas en compte 1’ancuploidie et un nombre aberrant possible de chromosomes
des cellules infectées. Parmi les 8 cas d’HPV16, la mesure de la charge virale a pu étre
réalisée sur 7 tumeurs. Les valeurs retrouvées allaient de 1 a 621 copies avec un nombre de
copies median de 20 (tableau 6). L’intégration virale a été estimée grace au ratio de E6/E2 et
réalisée sur 6 cas (la qualité des ADN eétait insuffisante dans les 2 autres cas), les 6 cas
présentaient des formes intégrées mais tous sauf un possédaient également des formes

épisomales.
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Tableau 7 Variants de HPV16 E6 détectés et les modifications correspondantes
au niveau des acides nucléigues et acides aminés.

Variants Acide aminés Nucléotide Code génétique
L83V Leucine->Valine 350 TTG->GTG
D64N Acide aspartique ->Asparagine 293 GAT->AAT
152V Isoleucine-> Valine 257 ATA->GTA
R10G Arginine->Glycine 131 AGA->GGA
S71C Serine-> Cysteine 315 TCT->TGT

Le séquencage de E6 d’HPV16 a mis en évidence la présence de variants dans 5 des 7
échantillons sur lesquels I’analyse a été effectuée (ADN de qualité insuffisante dans un cas).
Tous les variants possédaient le polymorphisme L83V, dans 4 cas il était associé¢ a d’autres
polymorphismes tels que R10G, D64N, S71C et 152V les résultats sont rapportés dans les

tableaux 6 et 7.

Tableau 8 Caractéristiques immunohistochimiques et statut HPV.

Marqueurs Total HPV + HPV — p
moléculaires N=58 N=12 N=46

pl6

Positif 12 (20,7%) 7 (58,3%) 5 (10,9%) 0,001
Négatif 46 (79,3%) 5 (41,7%) 41 (89,1%)

p53

Positif 30 (51,7%) 8 (66,7%) 22 (47,8%) 0,34
Négatif 28 (48,3%) 4 (33,3%) 24 (52,2%)

Ki67

>30% 31 (53,4%) 6 (50,0%) 25 (54,3%) 1
<30% 27 (46,6%) 6 (50,0%) 21 (45,7%)

L’étude en immunohistochimie des tumeurs indique que 20,7% des tumeurs étaient positives
au marquage p16, 51,7% au marquage p53 et 53,4% au marquage Ki67 (tableau 8). Parmi les
tumeurs HPV positives, 58,3% présentaient un marquage pl6, 66,7% un marquage p53 et
50% un marquage Ki67. L’analyse statistique n’a pas mis en évidence d’association de la
présence d’HPV avec un marquage Ki67 ou p53, en revanche la présence d’HPV était
associée au marquage pl6 (p=0,001) et encore plus a la présence d’HPV16 (p<0,0001)

(tableau 8).
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|.C. Survie cellulaire

Le temps de suivie médian des patients étaient de 15 mois et s’échelonnait de 1 a 118 mois
(figure 32). Les taux de survie étaient respectivement de 60,3% a un an, 43,4% a deux ans,
25,9% a cing ans. Une tendance a une meilleure survie globale a été observée pour les
patients présentant un carcinome de I’amygdale positif aux HPV, mais cette association n’était
pas significative (p=0,086). Le taux de survie pour les patients aux tumeurs HPV positives
était de 91,7% a un an et 75% a deux ans comparé a 52,2% et 35,8% pour les patients HPV

négatif.

Figure 32 Analyse de la survie des patients sélectionnés en fonction du statut HPV (p=0,086).
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Il Etude du réle des oncoprotéines EG6/E7 sur le

phénotype invasif des lignées tumorales

I1.A. Effets de la transfection transitoire d’ADNc¢ E6/E7

I1.LA.1.  Lignées cellulaires utilisées

Dans le but d’étudier le réle des oncoprotéines E6/E7 d’HPV 16 sur le phénotype invasif des
cellules, nous avons dans un premier temps fait exprimer de fagon ectopique les séquences
codantes pour E6/E7 en transfectant I’ADN complémentaire correspondant dans différentes
lignées. Plusieurs lignées ont été utilisées pour estimer les effets des oncoprotéines virales
(tableau 9). Des lignés HPV négatives réparties en deux catégories a savoir les 16HBE et
BZR immortalisées par SV40 et les lignées A549 et MCF7 présentant une protéine p53 et pRb
sauvages. Les lignées 16HBE et MCF7 sont des lignées peu invasives alors qu’a I’opposé la
lignée BZR est trés invasive et posséde également un oncogene Ras activé. Les lignées A549,

CaSki et SiHa possedent une capacité invasive qui se situe entre celles des 16HBE et BZR.

Tableau 9 Caractéristiques des différentes lignées utilisées pour la transfection des ADNc des
oncoprotéines.

Lignées SV40 présent Ras activé HPV16 présent Invasivite
MCF7 Non Non Non -
A549 Non Oui Non ++

16HBE Oui Non Non -

BZR Oui Oui Non +++
CaSki Non Non Oui ++
SiHa Non Non Oui ++
HBE4-E6/E7 Non Non Oui ++
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I1.LA.2. Effets des oncoprotéines E6/E7 sur les lignées tumorales A549

et MCF7

Pour analyser les effets des oncoprotéines, nous avons transfecté leurs ADNc dans des lignées
tumorales MCF7 et A549. La transfection ne modifie pas la capacité invasive des cellules
MCF7. Nous avons analysé 1’expression par RT-PCR des MMP2 et MT1-MMP qui sont
particulierement impliquées lors des premiéres étapes de I’invasion tumorale ainsi que celle
de I’inhibiteur de MMP, le TIMP2 qui intervient également dans 1’activation de la MMP2 par
MT1-MMP. La transfection des oncoprotéines n’a pas d’effets sur I’expression de ces MMP
(figure 33). Nous n’avons pas non plus observé d’effets de la transfection des oncoprotéines
virales sur la capacité invasive des cellules MCF7, aucunes n’ayant traversé la membrane des

chambres de Boyden aprés 26 heures d’incubation.
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Figure 33 Expression de MT1-MMP, MMP2 et TIMP2 par RT-PCR dans les lignées A549 et
MCF7 transfectées par les plasmides E6, E7 et témoin.
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I1.LA.3. Effets des oncoprotéines E6/E7 sur des lignées tumorales

immortalisées par SV40

Le r6le majeur des oncoprotéines E6/E7 consiste a remettre les cellules en cycles en
dégradant pRb et a prévenir la mort cellulaire par apoptose déclenchée par 1’augmentation de
p53 suite a la remise en cycle non programmeée des cellules. La protéine Tag de SV40 remplit
les mémes fonctions que E6/E7 et la transfection des oncoprotéines d’HPV dans ces lignées
permet donc d’estimer leurs effets sur le phénotype invasif des cellules par leurs actions sur
leurs autres cibles. D’autre part, les cellules BZR sont des cellules qui en plus d’étre
immortalisées par SV40 ont été également transfectées par 1’oncogene v-Ha-ras, un oncogene
qui pourrait agir en synergie avec les oncoprotéines des HPV pour permettre aux cellules

tumorales d’acquérir un phénotype invasif (Yoshida et al. 2008).

Figure 34 Mesure de la capacité invasive des cellules BZR aprés transfection transitoire des
plasmides E6, E7 et Témoin en chambre de Boyden.

Apreés transfection, une légere augmentation de la capacité invasive des BZR a été observee
par test en chambre de Boyden mais sans étre significative, il n’y a pas d’effet en revanche sur

les 16HBE (aucune cellule n’ayant franchi la membrane aprés 26 heures) (figure 34).
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La transfection des oncoprotéines dans les lignées 16HBE et BZR n’a pas d’effet sur

I’expression des MT1-MMP, MMP2 et TIMP2 (figure 35).
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Figure 35 Etude de I’expression de MT1-MMP, MMP2 et TIMP2 par RT-PCR dans les

lignées BZR et 16HBE transfectées par les plasmides E6, E7 et Témoin.

I1.A.4.

Effets des oncoprotéines E6/E7 sur des lignées tumorales

HPV16 positives

La progression vers un stade lésionnel de plus haut grade est corrélée a I’intégration du

génome viral des HPV dans les cancers du col de 1’utérus (Saunier et al. 2008). L’intégration

a pour conséquence une hyperexpression des oncoprotéines E6/E7 par rupture de la séquence
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E2 au moment et donc I’abolition de son effet inhibiteur sur la LCR du fragment intégré. La
transfection des oncoprotéines E6/E7 dans des lignées HPV positives a pour but de reproduire
cet effet ; d’autre part, bien que de nombreuses cibles des oncoprotéines soient identifiees, la
disponibilité de E6/E7 n’est pas normalement suffisante pour permettre une action sur toutes
les cibles potentielles répertoriées, la transfection permet également de contourner ce

probleme.

La transfection des oncoprotéines dans les cellules CaSki entraine une légére augmentation de

la capacité invasive des cellules mais de facon non significative (figure 36).
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Figure 36 Mesure de la capacité invasive des cellules CaSki apres transfection transitoire des
plasmides E6, E7 et Témoin en chambre de Boyden.
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Figure 37 Etude de I’expression de MT1-MMP, MMP2 et TIMP2 par RT-PCR dans les
lignées HPV 16 positives CaSki et SiHa transfectées par les plasmides E6, E7 et témoin.

L’expression des MT1-MMP, MMP2 et TIMP2 n’est pas modifiée aprés surexpression des
oncoproteines (figure 37).
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Nous avons recherché d’autres cibles potentielles en utilisant, dans un premier temps, une
membrane de SuperArray™ qui permet d’étudier 1’expression de génes de toutes les MMP
ainsi que d’autres génes impliqués dans 1’invasion tumorale. Les membranes n’ont pas permis
de mettre en évidence de variation de I’expression des MMP mais font apparaitre des

variations d’expression d’autres molécules de la matrice extracellulaire (tableau 10).

Tableau 10 Effets de la transfection des oncoprotéines E6 ou E7 sur I’expression de génes
impliqués dans I’invasion tumorale. Données obtenues par membrane de superArray™.

Genes Expression E6/T  Expression E7/T
CTNNA1 1,00 0,82
FN1 0,80 0,66
ITGA3 1,17 1,02
ITGAS 1,08 0,93
ITGB1 1,40 0,91
ITGB4 0,99 0,75
LAMAS 1,62 1,36
LAMB1 1,08 0,85
MMP2 0,71 0,83
TGFBI 0,93 0,78
TIMP1 0,84 0,88

Les cellules transfectées par des plasmides E6 ou plasmides témoin vides, ont été, dans un
deuxieme temps, analysées par puce Affymetrix™. L’analyse de 1’expression des ARNmM
grace a la puce a mis en évidence notamment une augmentation d’expression de 37 genes et

une diminution d’expression de 24 génes (tableau 11).
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Tableau 11 Expression des génes altérés suite a la transfection de 1’oncoprotéine E6. Données
obtenues par puces Affymetrix™

Genes Expression Genes Expression Genes Expression

E6/T (log2) E6/T (log2) E6/T (log2)
C100rf59 1,89 VPRBP 1,09 COL4Ab6 -1,01
SRY 1,73 NFIC 1,09 NFRKB -1,02
PGGT1B 1,70 KIAA1033 1,08 SFRS15 -1,03
ANKRD12 1,61 ATRX 1,07 TELO2 -1,03
ZCCHC4 1,57 TSPAN2 1,05 PPARD -1,03
TACSTD2 1,56 NCOA3 1,04 CPEB1 -1,04
RBM25 1,47 ENOX2 1,04 BAT2D1 -1,05
GNL3L 1,44 ANKRD36B 1,03 AGT -1,05
THBS1 1,44 HAMP 1,02 HS3ST2 -1,06
PARG 1,38 GALK?2 1,02 ERAP1 -1,07
HIST1H4E 1,37 PDPK1 1,02 CHPF -1,07
CLCN5 1,36 KRAS 1,01 PLXDC1 -1,09
ZMYM2 1,31 RPS20 1,00 GPR1 -1,09
ABLIM1 1,31 ACCN2 -1,09
REL 1,29 KIAA0644 -1,10
PTMAP4 1,26 ZFP161 -1,11
SMC3 1,24 ITK -1,13
GPR157 1,22 TBC1D9B -1,16
KCNK10 1,19 TOX -1,25
MYO6 1,19 ARL3 -1,29
CLTC 1,18 CNOT4 -1,36
ZNF770 1,13 PRKAG2 -1,40
ACVR1B 1,12 ENPP1 -1,41
ITGB5 1,12 SYDE1 -2,39

11.B. Effets de I’inhibition des oncoprotéines virales E6/E7

I1.B.1. Lignées utilisées
Nous avons voulu dans un second temps explorer les effets de 1’inhibition des oncoprotéines

E6/E7 dans des lignées HPV16 positives et déterminer les effets de I’expression des

oncoproteines sur le phénotype invasif des cellules.

Les lignes cervicales CaSki et SiHa ainsi qu’une lignée épithéliale bronchique HBE4-E6/E7,
immortalisée par les oncoprotéines E6/E7 d’HPV 16, ont été utilisées.
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Figure 38 Inhibition des oncoprotéines E6/E7 par siRNA. (A) Un mélange de 4 siRNA a été
utilisé pour inhiber E6 et E7, les séquences et les transcrits qui les ciblent sont représentés en
jaune. (B) Effets des siRNA sur I’expression des ARNm E6/E7 en RT-PCR et sur leurs
protéines cible en Western Blot. (C) Effets des siRNA utilisés individuellement.
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Nous avons séquencé 1’oncoprotéine E6 des lignées CaSki et Siha et confirmé la présence de
variants L83V R10G dans les cellules CaSki et L83V dans les cellules SiHa comme rapporté
par la littérature. La majeure partie des expériences décrites dans ce travail ont été réalisées

sur les cellules CaSki.

[1.B.2. Inhibition des oncoprotéines E6/E7 par siRNA

Nous avons utilisé un mélange de siRNA pour cibler et dégrader ’ARNm de E6/E7 comme
présenté sur la figure 38. Du fait de la nature polycistronique du pré ARNm et du mode de
fonctionnement de la dégradation induite par les sSiRNA, les siRNA E7 ont une action a la fois
sur E7 et E6. Les siRNA E6 utilisés ciblent la partie épissée de E6, sachant qu’il a été montré
que la traduction de E7 se faisait préférentiellement a partir des ARNm épissés (Tang et al.

2006b), ils sont en partie spécifique de EB6.

L’inhibition des oncoprotéines a 48 heures a été controlée en RT-PCR (figure 38) ainsi qu’en
Western Blot a partir des cibles des oncoprotéines p53, pRb et p21. Nous avons Vérifié les
effets des traitements sur la mort cellulaire a 48 heures et apres plusieurs jours de culture
(figure 39) et nous n’avons pas observé de différence entre les traitements. L’étude du clivage
de PARP, une protéine dégradée lors de 1’apoptose, ne met pas en évidence d’effet pro-
apoptotique des SiRNA sur les cellules au moment de 1’extraction (figure 39). Nous avons
confirmé I’absence d’apoptose par marquage des cellules a I’aide de colorants vitaux yopro et
iodure de propidium ce dernier marquant la mort cellulaire ; nous avons observé que si le
traitement par la transfectine induit une mort cellulaire importante, il n’y a pas d’effet notable

des différents siRNA sur 1’apoptose cellulaire.
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Figure 39 Effets des siRNA sur I’apoptose et la prolifération cellulaire. (A) Images en
microscopie a contraste de phase et a fluorescence prises a 48 heures apres transfection, le
yopro marque les cellules en apoptose, 1’iodure de propidium marque les cellules mortes. (B)
Western blotting pour étudier le clivage de PARP, une bande de clivage a 89 kDa révéle une
présence d’apoptose (C) Comptage des cellules apres transfection, les moyennes des valeurs

obtenues et leurs écarts types sont reportés sur le graphique.
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11.B.3.  Effets de l'inhibition des oncoprotéines sur le phénotype invasif

des cellules tumorales
Nous avons étudié la capacité invasive des cellules transfectées par les SiRNA en chambre de
Boyden et mis en évidence que le traitement par les sSIRNA E7 induisait une baisse du nombre
de cellules qui traverse la membrane. Des résultats identiques ont été obtenus en utilisant un

seul des siRNA du melange, le siRNA 773 (figure 40).

Figure 40 Mesure de la capacité invasive des cellules CaSki transfectées par sSiRNA E6, E7 et
E7 773 en chambre de Boyden.

I1.B.4. Effets de [’inhibition des oncoprotéines sur [’expression des

genes de l’'invasion
Nous avons étudié le profil d’expression des cellules transfectées par SIRNA pour déterminer
les variations d’expression de génes associés a I’invasion tumorale. Dans un premier temps
nous avons pour cela utilise des membranes de SuperArray et observé que I’inhibition des
oncoprotéines E7 était associée & une augmentation d’expression de génes de facteurs de
transcription, de protéines d’adhérences et de protéines de la MEC (tableau 12). En revanche

il n’y avait pas d’effets sur I’expression de protéases.
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Tableau 12 Effets de I’inhibition des oncoprotéines E6/E7 sur un panel de génes associés au

cancer.

. i i R Expression Expression
Genes | Expression Expression | Genes | liere6  siEvlsore?
CD44 2,4 1,9 TUBAI1B 1,3 15
CDKN1A 2,6 0,2 LAMB1 1,6 1,7
CLNS1A 1,1 1,6 NOTCH1 2,7 1,7
FN1 2,0 1,0 NOTCH2 1,1 0,2
FOSL1 1,0 -0,2 PHB -3,5 -1,2
FzD2 1,2 0,6 PLK2 1,9 1,6
HDAC1 15 0,3 PPARD 2,1 0,0
IGFBP4 2,5 1,9 SNAI2 7.1 1,2
JUNB 2,6 0,5 THBS1 2,0 2,1
JUND 1,7 1,1 TNFRSF1A 3,0 2,2

Nous avons donc voulu par RT-PCR et en zymographie vérifier les variations d’expression de
MMP, d’inhibiteur de MMP et de genes dont I’expression régule le phénotype invasif des

cellules dont TGF-B et Cadhérine-E (figure 41).
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Figure 41 Effets des siRNA sur I’expression des MMP, inhibiteurs de MMP et génes associés
a I’invasion tumorale dans les cellules CaSki. (A) Expression des génes en RT-PCR (B)
Analyse des gélatinases MMP2 et MMP9 en zymogramme.
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A partir de cellules traitées par les SIRNA E7 et leurs témoins, la méme étude a été réalisée a

I’aide de puces Affymetrix™ et nous a également permis de mettre en évidence une

augmentation de D’expression de geénes associés a l’invasion tumorale et notamment

MT1-MMP apres traitement par les sSiRNA (tableau 13).

Tableau 13 Geénes dont I’expression est affectée d’un facteur 2 au moins apres transfection de

siRNA E7. Données obtenues par puce Affymetrix™,

Expression Expression Expression Expression

Geénes SIE7/scrE7 Geénes SIE7/scrE7 Geénes SIE7/scrE7 Genes SIE7/scrE7
(log2) (log2) (log2) (log2)
SERPINB4 3,25 SCNN1A 1,75 ACSL4 1,50 FZD6 1,25
CLCA2 3,25 GPR1 1,72 NFIB 1,47 CDKN1A 1,25
SERPINB3 3,17 DCP2 1,71 ADAM23 1,46 ROCK1 1,24
HSPG2 3,05 TRIAP1 1,70 JAG1 1,43 CDC42EP3 1,24
ITGB6 3,05 AKR1C3 1,70 THBS1 1,43 FAS 1,23
CCND1 2,92 SRD5A1 1,70 ITGB4 1,43 CTSB 1,23
MAP3K2 2,64 EIF4B 1,69 SERPINE1 1,43 TGFB2 1,22
CALD1 2,63 PPAP2B 1,69 MYLK 1,38 ITGB2 1,21
TNFSF10 2,43 CUL5 1,68 BLZF1 1,36 WNT7A 1,19
TGFBI 2,38 COL4A1l 1,65 MT1X 1,35 COL4A6 1,17
ITGAV 2,33 COL7A1 1,62 TMEM41B 1,35 CD44 1,16
TLL2 2,25 LTBP2 1,61 ATXN1 1,34 ZNF14 1,16
TMBIM1 2,19 HS2ST1 1,60 PLA2G6 1,34 RIN2 1,16
BNIP3L 2,16 CREG1 1,60 ACTA2 1,34 TNFSF9 1,16
WNT5A 2,12 NOTCH1 1,60 DDB?2 1,33 MCAM 1,14
TP53AP1 2,05 CASP1 1,59 AFAP1 1,33 ARHGAP4 1,13
FLG 2,04 TSPAN1 1,55 STK38L 1,32 MT1-MMP 1,13
TLL2 1,97 DLAT 1,55 PLD1 1,29 CARDS 1,11
RAB14 1,94 FAM115A 1,54 STMN1 1,29 NET1 1,10
TNFAIP2 1,92 F2R 154 MT1G 1,29 FRK 1,08
C3 1,88 ZMYM6 1,54 RRAS?2 1,28 MYOL1E 1,07
TM7SF2 1,85 MR1 154 ENOPH1 1,28 CASP1 1,07
ADAM10 1,84 IL6ST 1,53 RPS27L 1,28 MAP4K5 1,06
AKT3 1,83 EFEMP2 151 TUBB 1,27 PRKAR2A 1,04
TLR3 1,83 CXCL1 1,51 LAMB3 1,27 ID3 1,04
NXT2 1,83 RALB 1,50 CD59 1,26 PIK3C2A 1,04

La variation de I’expression de la MT1-MMP induite par les SiRNA E7 a été confirmée par

RT-PCR et Western Blot et augmente de facon significative (figures 42 et 43).
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Figure 43 Effets des siRNA sur les MT1-MMP en western Blot dans les cellules CaSki. (A)
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Tableau 13 (suite) Génes dont I’expression est affectée d’un facteur 2 au moins apres
transfection de siRNA E7. Données obtenues par puce Affymetrix™.

Expression Expression Expression Expression
Genes SIE7/SCrE7 Génes SIE7/scrE7 Genes SIE7/SCrE7 Genes SIE7/sCrE7
(log2) (log2) (log2) (log2)
ARF4 1,04 E2F1 -1,10 STAC -1,24 MYBL2 -1,63
PLAU 1,03 TFR2 -1,11 SMC4 -1,25 CYP24A1 -1,63
TMEM30A 1,03 SF3A1 -1,11 LHX2 -1,29 DUSP10 -1,64
EFHD1 1,03 COX4NB -1,12 PLK1 -1,35 PIK3CD -1,66
CYFIP1 1,03 GRB14 -1,13 SRPK2 -1,36 RCAN2 -1,66
ENO3 1,03 ITGB5 -1,13 AKAP12 -1,37 CDKN1C -1,68
LAMB?2 1,02 TREX2 -1,14 SNAPC1 -1,37 IL24 -1,68
DDX8 1,00 STYK1 -1,15 DYRK?2 -1,37 DR1 -1,69
PPP1R15A -1,01 H2AFY -1,15 WAPAL -1,38 ZBTB7A -1,70
ZSCAN12 -1,03 RFC3 -1,17 CLDN4 -1,38 POLR3G -1,70
GATAG6 -1,03 E2F8 -1,17 STIP1 -1,39 ZBTB43 -1,71
RBM47 -1,04 EFNB1 -1,19 S100A13 -1,39 GPRC5B -1,72
PPM1G -1,05 EIFAEBP1 -1,19 UBE2J1 -1,39 MAP4 -1,74
CEP55 -1,06 CLTB -1,20 FBX021 -1,40 RC3H2 -1,98
NDC80 -1,06 RABL11FIP1 -1,20 ARHGDIA -1,42 SCEL -1,98
HDAC9 -1,06 RCAN3 -1,21 CDCA3 -1,42 TAF5 -1,98
TMEM186 -1,07 CCNA2 -1,21 ANKRD12 -1,42 TGFBR3 -2,09
NCOA3 -1,07 EIF5B -1,21 EXO1 -1,42 KLHDC3 -2,17
RAB38 -1,07 AVEN -1,22 CENPN -1,47 GATAD2A -2,18
UBE3B -1,08 PCAF -1,24 PTPN21 -1,54 ATP6VOEL -2,22
GRK5 -1,08 CENPA -1,24 AURKB -1,56 PLP2 -2,34
PPP1CB -1,08 PAKA4 -1,24 MKI167 -1,57 ILIRN -2,42
CAPNS1 -1,09 ELL3 -1,24 RAD51AP1| -1,59
ENO2 -1,10 MCM10 -1,24 BRCAZ2 -1,59

Une augmentation significative de ’expression de ’ARNm de MMP2 a également

été

constatée en RT-PCR bien qu’il n’y ait pas d’effet sur la quantité de la protéine en

zymogramme (figure 44). Le TGF-f est un facteur de croissance aux actions doubles. Il peut

inhiber la croissance des cellules tumorales mais il peut également favoriser la transition

épithélio-mésenchymateuse dans les cellules résistantes a ces signaux anti-prolifératifs. C’est

également un inhibiteur de I’expression des oncoprotéines virales dans la cellule

nouvellement infectée ainsi que dans les cellules tumorales (Baldwin et al. 2004 ; Donalisio

et al. 2008).
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Figure 44 Effets des siRNA sur I’expression de la MMP2 dans les cellules CaSki.

Cependant ces effets sur les cellules et ses voies de signalisation sont aussi inhibés par les

oncoprotéines E6/E7 (Favre-Bonvin et al. 2005 ; Lee et al. 2002).
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Figure 45 Effets des siRNA sur I’expression de MT1-MMP dans les cellules CaSki en

présence d’inhibiteur de TGF-.
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Nous avons alors voulu étudier les effets de 1’inhibition du TGF-B, a I’aide d’un inhibiteur
spécifique, apres traitement par les siRNA. Les cellules traitees par sSiRNAE7 et inhibiteur
présentent toujours une augmentation de 1’expression de MT1-MMP mais non significative. Il
n’y a pas en revanche pas de différence significative entre 1’augmentation constatée avec ou

sans inhibiteur (figure 45).

11.B.5. Effets de l’inhibition des oncoprotéines EG/IET sur les protéines

d’adhérence

Un des aspects importants de 1’acquisition d’un phénotype invasif par les cellules cancéreuses

est la dégradation des complexes d’adhérence et la délocalisation des protéines de jonctions.
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Figure 46 Effets des siRNA sur les complexes des protéines de jonction intercellulaires. (A)
Analyse en immunohistochimie de la localisation des protéines des jonctions serrées
occludine et ZO-1 et de I’expression des protéines des jonctions adhérentes cadhérine-E et
caténine-p dans les cellules CaSki (B) Analyse des protéines des jonctions par Western Blot
apres transfection de siRNA.
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p<0,05)
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Figure 48 Effets des siRNA sur la protéine de jonction serrée occludine. (A) Effets de la
transfection des SiRNA E6 en mix ou individuellement dans les cellules CaSki. (B) Effets de

la transfection des siRNA E6 ou E7 en mix dans les cellules HBE4-E6/E7 (* p<0,05)
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Nous avons étudié la localisation des protéines des jonctions serrées, Occludine/ZO1, et des
jonctions adhérentes, cadhérine-E/caténine-f, aprés traitement par siRNA des cellules CaSki.
Nous mettons en évidence par immunohistochimie (figures 46 et 47) une baisse d’expression
de I’occludine apres traitement par siRNA et particulierement dans les cellules traitées par les
SiIRNA E7. Les autres protéines des complexes jonctionnels ne sont pas affectées. L’étude des
extraits protéiques montre que la quantité de la protéine occludine est diminuée de fagon
significative apres traitement par sSiRNA par les mélange siE6 et siE7 mais également par des
siRNA utilisés de maniere individuelle (figure 48). Nous observons également une diminution

dans les cellules HBE4-E6/E7 mais non significative.
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Discussion

| Etude du rdle des papillomavirus dans les carcinomes

de Pamygdale palatine.

Cette étude porte sur le réle des HPV dans les carcinomes de 1’amygdale (TC) dans une
population frangaise présentant un risque élevé de développer un cancer des voies aériennes et
digestives supérieures (VADS). Dans notre étude, la prévalence observée des HPV (21%)
était inférieure aux valeurs qui sont habituellement rapportées par la littérature. Ainsi une
étude récente sur une population francaise mettait ainsi en évidence une prévalence de 62%
des HPV dans les carcinomes de I’amygdale (Charfi et al. 2008). D'autre part les patients
présentant un carcinome HPV positif sont le plus souvent non fumeurs et ne présentent pas de
consommation réguliére d’alcool a la différence des patients atteints d'un carcinome HPV
négatif (Kuo et al. 2008). Ici seule une différence entre le statut HPV et la consommation de
tabac a été mise en évidence. Notre population a été sélectionnée dans une zone géographique
dans laquelle le taux de cancer de l'oropharynx est I'un des plus élevés au monde et la
consommation de tabac et d'alcool trés élevée (Franceschi et al. 2000 ; Remontet et al.
2003). Le poids important de ces deux facteurs de risque dans notre population pourrait
expliquer la prévalence plus faible de carcinomes HPV positifs. Les carcinomes dont
I'apparition est attribuable a une imprégnation alcoolo-tabagique sont souvent tres différenciés
et présentent une kératinisation importante. Nous trouvons ainsi une forte proportion de
carcinomes moyennement a trés différenciés a la fois dans les carcinomes HPV positifs et
négatifs (Hafkamp et al. 2008 ; Wilczynski et al. 1998). Par conséquent nous ne retrouvons
pas d'association entre la présence d'HPV au sein des carcinomes et le grade histologique des
Iésions. Nous n'avons notamment pas observé de carcinomes épidermoides basaloides
associés aux infections HPV comme il est classiquement rapporté dans la littérature (Gillison
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et al. 2000 ; Wilczynski et al. 1998). 1l est possible que la kératinisation des lésions induites
par le tabac empéchent I'accés du virus aux cellules basales et protége ainsi de I'infection mais

des études supplémentaires seraient nécessaires pour le prouver (Hafkamp et al. 2008).

L'HPV 16 est le type prédominant dans les carcinomes de I’amygdale infectés par HPV
comme c'est habituellement le cas pour les cancers de cette localisation (Gillison et al. 2000 ;
Herrero et al. 2003). La charge virale de I'HPV16 était relativement variable avec des valeurs
proches de celles rapportés dans des travaux précédents effectués sur des tissus en paraffine
(Klussmann et al. 2001 ; Weinberger et al. 2006) ou congelés (Badaracco et al. 2007 ;
Koskinen et al. 2003 ; Mellin et al. 2002 ; Smeets et al. 2007). Cependant la détermination
de la charge virale repose fortement sur les conditions d'expérimentation et notamment la
conservation des tissus, I'hétérogénéité des échantillons ou encore les méthodes de calcul
employées ; de ce fait les comparaisons entre études sont difficiles et les protocoles
nécessiteraient d'étre standardisés pour étre véritablement comparables. De fagcon intéressante
Mellin et al. ont montré que les patients présentant une charge virale plus élevée avaient
également un plus long taux de survie globale (Mellin et al. 2002), le nombre limité de cas
étudiés ne permet de pas de tirer de conclusions quant a la valeur pronostique de ce parameétre.
L'intégration du génome de I'HPV au génome de la cellule héte indique I'implication du virus
dans la carcinogenése du cancer du col de l'utérus, c'est un événement également
potentiellement important dans le développement du cancer de I'oropharynx associé aux HPV
(Zur Hausen 2002). Nous avons détecté des formes intégrés dans tous les cas analysés
contenant de I'ADN d'HPV16, dont un ne présentant que des formes intégrées. Un
pourcentage élevé d'intégration a également été constaté dans d'autres études récentes, cette
intégration fréquente suggeére qu'il s'agit, comme dans le cancer du col de l'utérus, d'un
événement important dans le développement des carcinomes de I’amygdale (Badaracco et al.

2007 ; Hafkamp et al. 2008 ; Kim et al. 2007 ; Kuo et al. 2008).
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Peu d'études ont été menées sur la présence de variants d'HPV16 E6 au sein des
carcinomes de I’amygdale HPV positifs. Gillison et al. ont retrouvé 33 cas de variants parmi
52 carcinomes HPV16 positifs, I'équipe de Boscolo-Rizzo et al. a elle mis en évidence la
présence de 5 variants parmi les 8 cas de leur étude (Boscolo-Rizzo et al. 2009 ; Gillison et
al. 2000). De méme que dans ces précédents travaux, nous mettons en évidence un nombre
important de variants de E6 dans les 7 cas analysés, en particulier le polymorphisme L83V est
fréquemment retrouvé seul ou accompagné par d'autres polymorphismes. Il y a de plus en
plus d’arguments cliniques qui indiquent que la présence de variant de E6 affecte la
persistance du virus et sa pathogeénicité dans le cancer du col de l'utérus. Le variant L83V
notamment est associé a un risque accru de progression de cancer cervical dans certaines
populations (Zehbe et al. 2009). L'impact biochimique et biologique des variants restent
encore mal connu bien que plusieurs travaux réalises in vitro ont mis en évidence des
différences de dégradation des protéines cibles de E6 entre les variants et les formes
prototypes. Certains variants présentent des capacités altérées de dégradation de p53 ou Bax
et affectent la différentiation des kératinocytes et leurs réactions face a I'apoptose (Asadurian
et al. 2007 ; Chakrabarti et al. 2004 ; Lichtig et al. 2006). Il serait donc nécessaire d'étudier
I'impact des variants sur le pronostic des cancers dans de plus grandes séries de cas et en

particulier I'impact du variant L83V dans les carcinomes de I’amygdale.

Nous avons utilisé plusieurs marqueurs biologiques (Ki67, p53, p16) afin de déterminer
s'ils étaient associés a l'infection aux HPV. Dans une précédente étude, Ritta et al. ont mis en
évidence une association des HPV avec une expression réduite de Ki67 dans les carcinomes
oropharyngés et de la cavité orale (Ritta et al. 2009). Cependant nous ne retrouvons pas cette
association, 1’association entre les HPV et Ki67 n’a pas non plus été observée dans une
précédente étude de Charfi et al (Charfi et al. 2008). Notre population est majoritairement

composée de fumeurs réguliers, les composants du tabac étant carcinogénes il n'est pas
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surprenant de retrouver une surexpression de Ki67 dans les tumeurs infectées ou non par
HPV. Le marqueur moléculaire Ki67 n'est donc pas un marqueur permettant de distinguer les

TC HPV positifs.

Nous n‘avons pas retrouvé d'association entre le signal p53 et le statut HPV des tumeurs. En
effet 66,7% des tumeurs infectées par HPV étaient également p53 positive, un pourcentage
plus élevé que celui qui est habituellement rapporté dans littérature (Charfi et al. 2008 ;
Dahlstrand & Dalianis 2005 ; Hafkamp et al. 2008 ; Smith et al. 2008b). Compte tenu de
la capacité de I'oncoprotéine E6 a dégrader p53, cette observation est surprenante. Une
hypothése serait que la présence de certains variants incapables de dégrader p53 explique une
partie des cas dans lesquels est retrouvé un signal p53 malgré la présence d'HPV.
L'oncoprotéine E7 induit en effet la stabilisation de p53 en I'absence de l'oncoprotéine E6
(McLaughlin-Drubin & Minger 2009). Cependant si l'on prend en compte les
caractéristiques de notre population qui présente une forte consommation d'alcool et de tabac,
il est possible que le signal de p53 détecté en immunohistochimie soit d0 a des mutations de
p53 et a sa stabilisation de la protéine induite par le tabac (Bode & Dong 2004). Compte tenu
de nos résultats, nous ne pouvons exclure le fait que la surexpression de p53 associée a la
présence des HPV représente une autre voie de tumorigenése induite par HPV, voie par

laguelle I'alcool, le tabac et les HPV agiraient en synergie pour compléter leurs actions.

L'expression de pl6 était significativement associée a la présence d'HPV. Cette association a
été largement rapportée dans littérature. La stabilisation de p16 étant la conséquence directe
de l'expression de l'oncoprotéine E7, les cas présentant une surexpression traduisent la
présence d'une infection active par HPV (Klaes et al. 2001 ; Miinger & Howley 2002). Les
cancers étant a la fois HPV 16 négatif et p16 positif constituaient la majorité des cas étudiés et

peuvent étre la conséquence de la forte consommation d'alcool et de tabac des patients.
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Cependant nous avons également retrouvé 5 cas de tumeurs positives aux HPV mais ne
présentant pas de surexpression de pl16, deux d'entre eux étant associés a HPV16. De facon
intéressante ces cas présentaient également une faible charge virale et une surexpression de
p53 ce qui peut suggérer que I’ADN du virus était simplement présent dans ces tumeurs sans
jouer de role actif dans les processus de la carcinogenese. Il a été récemment proposé que la
détection de pl6 puisse servir pour trier les carcinomes de l'oropharynx, notamment les
carcinomes basaloides, pour distinguer les cas infectés par HPV (Smeets et al. 2007).
Cependant comme I'expression de p16 et la présence d'HPV peuvent diverger dans une partie
non négligeable de cas, ces deux marqueurs devraient étre évalués de pair et non séparément
pour prédire le diagnostic et orienter le traitement (Smith et al. 2008a ; Weinberger et al.

2006).

Dans notre étude nous mettons en évidence une légére association bien que non
significative entre la présence d'HPV et une meilleure survie globale aprés traitement
(p=0,09). De nombreuses études ont mis en évidence cet effet paradoxal de l'association entre
la présence d'HPV et un meilleur pronostic (Dahlstrand & Dalianis 2005 ; Charfi et al.
2008 ; Kuo et al. 2008 ; Smith et al. 2008a ; Smith et al. 2008b). La présence d'’ADN d'HPV
est habituellement utilisée pour détecter une infection a HPV, cependant des faux positifs, ou
plutdt des tumeurs infectées par des HPV dans lesquelles le virus n'est pas actif sont détectées
parmi les autres tumeurs HPV positives. C'est pourquoi un meilleur moyen d'identifier
I'influence des HPV et ainsi définir de fagon plus efficace le sous-groupe de patients meilleurs
répondeurs a des traitements spécifiques est nécessaire. Les caractéristiques virales comme la
charge virale ou l'intégration évoluent parallélement au grade de la lésion dans le cancer du
col de l'utérus et pourraient étre également de bons indicateurs pour déterminer la "force™ de
I'infection a HPV dans les carcinomes de I'amygdale (Saunier et al. 2008). Mellin et al. ont

rapporté précédemment que les patients présentant une charge virale plus élevée possédaient
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une meilleure survie globale aprés traitement alors que Kuo et al ont montré que les tumeurs
dans lesquelles 'ADN d'HPV était intégrée étaient de meilleur pronostic (Mellin et al. 2002 ;
Kuo et al. 2008). Cependant les variations entre les techniques utilisées et leurs limitations
rendent difficile toute conclusion basée sur l'utilisation des caractéristiques virales de
I'infection. Les marqueurs moléculaires cellulaires ont également été trés utilisés pour définir
des catégories de tumeurs pour les relier a une évolution clinique, marqueurs utilisés avec ou
sans la détection d'HPV. L’important est que certains marqueurs, comme p16, sont des
moyens indirects de mettre en évidence une infection dans laquelle le virus est actif (Minger
& Howley 2002). Récemment Smith et al. ont montré que le groupe de patients qui présentait
a la fois une infection a HPV16 et un marquage p16 positif avait la meilleure survie globale
(Smith et al. 2008a). D'autres études utilisant des cibles différentes de E7 comme pRB, p21
ou la cycline D1, ont également mis en évidence une meilleure survie globale dans le groupe
de patients infectés par HPV et pour lesquels I'expression de ces marqueurs est en accord avec
un roéle actif de I'oncoprotéine E7 (Hafkamp et al. 2009). Un autre marqueur qui semble
évident serait p53 puisqu'il est dégradé par E6 par I'intermédiaire de I'ubiquitine ligase E6AP
(Beaudenon & Huibregtse 2008). Encore une fois I'équipe de Smith a montré que les
patients infectés par HPV sans surexpression de p53 avaient un meilleur pronostic apres
traitement et présentaient moins de risque de récurrence (Smith et al. 2008b). Cependant la
présence d'HPV mise en évidence par la détection de son ADN n'est pas associée a
I'expression en immunohistochimie de p53 dans cette étude comme dans d'autres travaux
(Hafkamp et al. 2003 ; Snijders et al. 1994). L'anticorps utilisé ne peut théoriqguement
mettre en évidence p53 que dans le cas ou elle est mutée et stabilisée mais la présence de
marquage p53 ne refléte pas forcément la présence de mutations de p53 et vice-versa. D'autres
part une surexpression de p53 n'est peut étre pas incompatible avec une infection active a

HPV (Sekaric et al. 2008). Certaines études ont suggeré que E6 pouvait avoir un réle mineur
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dans le développement des cancers des VADS (Strati & Lambert 2007 ; Sdek et al. 2006).
Comme déja décrit precédemment, E6 et E7 sont encodés a partir d'un ARN bicistronique qui
peut étre épissé alternativement dans la région de E6. E7 est préférentiellement traduit quand
I'épissage intervient et la protéine E6*I qui en résulte est incapable de dégrader p53 (Pim et
al. 1997). Certains variants de E6 pourraient avoir une capacité altérée a dégrader p53 comme
mis en évidence in vitro et sans que cela ne remettent en cause leur capacité a protéger les
cellules de I'apoptose (Asadurian et al. 2007 ; Stoppler et al. 1996b). D'autre part I'équipe de
De La Cruz-Hernandez a mis en évidence un épissage modifié dans le cas de variants
d'HPV18 avec une transcription accrue de formes E6*1 (De la Cruz-Hernandez et al. 2005).
L'ensemble de ces observations indique que la détection de 'ADN d'HPV doit étre associée a
I'éstude des marqueurs moléculaires ciblés par E7 pour déterminer la réelle implication des

HPV dans la progression tumorale.

L'effet bénéfique de la présence d'HPV sur la survie globale aprés traitement dans les
carcinomes de I’amygdale n'est pas entierement compris. Une meilleure réponse au traitement
pourrait étre attribuée a une réponse immunitaire accrue du fait de la présence du virus, ou a
une réduction du nombre des champs de cancérisation (Dahlstrand & Dalianis 2005 ;
Braakhuis et al. 2003). 1l a également été mis en évidence que les tumeurs HPV positives
étaient radiosensibles (Lindel et al. 2001). Comme p53 constitue I'élément clef dans la
réponse a la radiothérapie, il a été proposé que dans les cellules infectées p53 pourrait
conserver une partie de son activité n'étant dégradée que partiellement et ainsi expliquer la
radiosensibilité des cellules tumorales infectées par HPV (Obata et al. 2000). Cette théorie
n'a cependant pas encore était clairement confirmée par des observations cliniques. Une
meilleure compréhension des conséquences de l'infection par HPV nécessiterait I'étude

conjointe de la transcription des HPV, de la présence de variants de E6 et de la recherche de
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marquages pl6 et p53 ainsi que d'éventuelles mutations pour en déterminer l'impact sur le

pronostic des patients apres traitements.

Il Effets des oncoprotéines E6/E7 d’HPV16 sur le

phénotype invasif des lignées tumorales

Dans la suite de notre travail nous nous sommes intéressés aux effets de I’expression des
oncoprotéines dans des lignées tumorales. La progression vers un cancer invasif du col est
rare et n'a lieu qu'aprés une latence d'environ 5 a 10 ans apreés I’infection (Chang 1990). 1l est
donc probable qu'une ou plusieurs modifications des cellules immortalisées par les
oncoprotéines virales sont nécessaires pour permettre l'acquisition d'un phénotype invasif et
que ces modifications sont dépendantes des effets oncogéniques du virus. Une des
caractéristiques des Iésions persistantes aux HPV est l'intégration du génome virale au sein de
la cellule infectée ce qui aurait pour conséquence d'entrainer une surexpression des
oncoprotéines E6/E7 du fait de la perte d'inhibition de E2 exercée sur leur transcription
(Chow & Broker 2007). Notre hypothése est donc que la surexpression des protéines virales

participerait a I'acquisition d'un phénotype invasif des cellules tumorales.

En modulant I'expression des oncoprotéines E6/E7, soit par surexpression soit par inhibition,
nous avons mesuré les effets sur la capacité invasive de différentes lignées tumorales en
chambre de Boyden. Nos résultats montrent que la surexpression des oncoprotéines E6/E7
dans la lignée BZR et dans la lignée CaSki a pour effet d'augmenter le potentiel invasif des
cellules dans des tests en chambre de Boyden. De précédents travaux ont mis en évidence une
augmentation de la capacité invasive de cellules transfectées par les oncoprotéines E6/E7 et
par I’oncogene Ras (Yoshida et al. 2008 ; Spanos et al. 2008b). Une des hypothéses

proposées pour expliquer la latence entre I'apparition d'un carcinome invasif et l'infection aux
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HPV, serait I’activation nécessaire d’une autre voie oncogénique venant agir en synergie ou en
complément des oncoprotéines virales E6/E7 (Alonio et al. 2003 ; Perez-Plasencia et al.
2008 ; Cordova-Alarcon et al. 2005). Les cellules BZR possédent notamment un oncogéne
Ras activé mais ce n'est pas le cas des cellules CaSki dans lesquelles la présence du variant E6
L83V agirait méme comme antagoniste de la voie Ras (Chakrabarti et al. 2004). Il est
également intéressant de noter qu’il a été récemment mis en évidence que la présence d’une
pRb non mutée dans les cancers colorectaux était due a I’effet inhibiteur de E2F1 dans ces
cancers sur la voie Wnt (Morris et al. 2008). Nos résultats mettent donc en évidence que si
une coopération des oncoprotéines E6/E7 avec un autre oncogéne est possible, ce n’est pas la
seule explication envisageable d’un effet des oncoprotéines E6/E7 sur 1’acquisition d’un
phénotype invasif. Par ailleurs nous n'avons pas observeé d'augmentation de la capacité
invasive des cellules MCF-7 et 16HBE aprés transfection des oncoprotéines E6/E7, aucune
cellule n‘ayant traversé les membranes de Boyden aprés 26 H d'expérience que ce soit pour les
conditions traitées ou témoins. La lignée MCF7 est une lignée épithéliale du sein, or les
cancers du sein ne sont pas reconnus comme étant associés aux HPV bien que certaines études
récentes aient évoqué certaines possibilités d’infection (Amarante & Watanabe 2009 ;
Lawson et al. 2009 ; Heng et al. 2009). Des travaux réalisés sur ces mémes cellules ont
montré que une transfection des oncoprotéines E6/E7 de fagon conjointe entrainait une
augmentation de leur capacité invasive en relation avec 1’augmentation de 1’expression du
géne de la famille HLH (Helix Loop Helix) ID1 (Inhibitor of DNA binding), un inhibiteur de
transcription dont 1’expression est modifiée dans de nombreux cancers (Yasmeen et al. 2007).
Dans le cas de ces cellules MCF7 qui possedent des protéines p53 et pRb non mutées, nous
pouvons émettre I'hypothése que les oncoprotéines E6/E7 aient dégradé en priorité ces cibles
sans exercer d'action sur d'autres protéines. Il est également possible que seule I'action en

synergie des oncoprotéines puisse étre capable d'avoir un effet significatif sur la capacité
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invasive des cellules ou plus simplement que les MCF7 possédent un phénotype qui n'est pas
suffisamment transformé pour permettre d'accroitre leur capacité invasive par une simple
surexpression de E6 ou E7. Cette derniére explication pourrait également s’appliquer aux

cellules 16HBE qui possede un phénotype tres différencié.

L'inhibition des oncoprotéines E6/E7 par ajout de siRNA E7 dans les cellules CaSki met en
évidence une baisse significative de la capacité invasive des cellules & 48 heures apres
transfection. L'inhibition des oncoprotéines E6 par notre mélange de SiRNA n'entraine
cependant pas d'effets sur le potentiel invasif des cellules. Bien que nos siRNA soient
désignés comme siE6 et SiE7, la nature polycistronique de I'ARNmM exprimant les
oncoprotéines empéche dans ce modele une inhibition véritablement spécifique. De
précédents travaux ont néanmoins mis en évidence que la traduction de I'oncoprotéine E7 était
préférentiellement réalisée a partir de formes épissées de I'ARNm (Tang et al. 2006b). Il est
possible de réaliser une certaine spécificité d'inhibition de E6 en ciblant une séquence épissée.
Il n‘est donc pas possible de savoir si I'effet observé sur la capacité invasive des cellules est
specifique de E7 ou di a la baisse d'expression simultanée des oncoprotéines. D’autre part
I'expression des oncoprotéines virales est nécessaire a la réplication des cellules infectées et a
leur survie (Jabbar et al. 2009 ; DeFilippis et al. 2003 ; Lea et al. 2007 ; Rampias et al.
2009 ; Psyrri et al. 2004), leur inhibition entrainant la mort cellulaire ou la sénescence. Nous
avons recherché les effets éventuels sur 1’apoptose et n’avons pas observé d'effets du
traitement & 48 heures aprés transfection ni d’effets sur la prolifération aprés plusieurs jours
de culture. La baisse de capacité invasive observée n'est donc pas liée a I’augmentation de la

mort cellulaire.

Nous observons donc que l'expression des oncoprotéines virales est corrélée a la capacité

invasive des cellules. Les processus qui sont a l'origine de l'invasion tumorale sont largement
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dépendants de I'expression de protéases et en particulier de métalloprotéinases matricielles
capables de dégrader la matrice extracellulaire qui entoure les cellules, afin de permettre a
celles-ci d'envahir le tissu conjonctif sous-jacent (Noél et al. 2008). Parmi les MMP, la
MT1-MMP joue un réle un role particulierement important dans l'invasion tumorale
(Barbolina & Stack 2008). En effet cette protéase est présente a la membrane des cellules
cancéreuses et permet une protéolyse péricellulaire. En particulier elle est retrouvée au niveau
des invaginations qui permettent aux cellules cancéreuses de progresser dans le tissu
conjonctif, les invadopodes (Poincloux et al. 2009). D'autre part de précédentes études ont
mis en évidence une association des cancers liés aux HPV et notamment des cancers du col de
I'utérus avec I'expression de MT1-MMP (da Silva Cardeal et al. 2006 ; Libra et al. 2009 ;
Zhai et al. 2005 ; Gilles et al. 1996). La MT1-MMP est également capable d'activer la
MMP2 a la membrane en présence de TIMP2 (Strongin et al. 1993), nous avons donc étudié

I'expression de ces différentes MMP dans nos différents systemes de lignées cellulaires.

Nous ne mettons pas en évidence d'effets des oncoprotéines E6/E7 sur l'expression des
MT1-MMP et MMP2 aussi bien sur les lignées MCF7 et A549 possédant des protéines p53 et
pRb sauvages, que sur les lignées 16HBE et BZR infectées par SV40 ou encore les lignéees
CaSki et SiHa HPV16 positives. Pourtant de précédents travaux ont observé une corrélation
entre 1I’expression des oncoprotéines et celle de MMP. Ainsi une étude realisée sur des cellules
HaCat, dans lesquelles la protéine p53 est mutée mais qui conservent un phénotype proche de
cellules primaires, a montré que la transfection de I’oncoprotéine E7 entrainait une
augmentation de la MT1-MMP ainsi que I’activation de la MMP2, cette étude obtenait les
mémes résultats en transfectant des kératinocytes primaires (Smola-Hess et al. 2005).
L'équipe de Yoshida et al. a également mis en évidence une augmentation des MT1-MMP et
MMP9 dans des cellules transfectées par les oncoprotéines E6/E7 et par Ras (Yoshida et al.

2008). Les lignées A549 et BZR possedent également un oncogéne Ras active. L'absence
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d'effets sur l'expression des MMP dans nos expériences pourrait étre due a un état de
transformation trop avancé des cellules, les cellules BZR en particulier étant déja trés
invasives a I'état basal. Les cellules 16HBE et A549 sont également infectées par SV40 dont
la protéine antigene grand T a les mémes actions que les oncoprotéines E6/E7 sur p53 et pRb
(Pipas 2009). L'hyperexpression des oncoprotéines E6/E7 dans ces cellules permettait donc
d'étudier leurs effets lorsque leurs cibles principales sont dégradées par Tag mais nous n'avons

pas observé la non plus d'effets sur I'expression des MT1-MMP et MMP2.

Les MMP ne sont pas les seules protéines capables de dégrader la matrice extracellulaire et
d'autres mécanismes peuvent expliquer les variations de capacité invasive observées dans nos
expériences. Ainsi de précédentes études également réalisées sur des cellules A549
transfectées par les oncoprotéines n‘ont pas mis en évidence d'augmentation d’expression de
génes de MMP mais ont observé une augmentation d'IL6 (Cheng et al. 2008), de I’expression
des genes et des protéines CDKS5, de Bak et Itraf (Yim et al. 2004) ansi que de I’expression
d’Hsp27, d’annexine 111, d’annexine IV, de gp96 et TPT1 (Ciotti et al. 2009), plusieurs de ces
génes ayant des actions dans la tumorigenese. Cette derniére étude met en évidence un role
des oncoprotéines E6/E7 surtout dans des réseaux impliquant la prolifération et la mort
cellulaire. L’équipe de Watson et al. a montré que la transfection d’oncoprotéines E6 dans des
kératinocytes immortalisés par SV40 était associée a une délocalisation de la cadhérine-E et a
une baisse des jonctions adhérentes et des desmosomes (Watson et al. 2003). Ces effets
¢taient accompagnés de ’apparition de vimentine, marqueur associ¢ a I’EMT, et étaient
dépendants du motif de liaison aux protéines PDZ contenu dans la séquence de E6. De fagon
semblable Hellner et al. ont mis en évidence que la transfection de E7 dans des kératinocytes
primaires était associée a des changements moléculaire en relation avec la transition
épithélio-mésenchymateuse (Hellner et al. 2009b). En effet en plus d’observer une réduction

de la cadhérine-E, ils observent I’apparition de vimentine ainsi que d’autres marqueurs
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associés a ’EMT comme la fibronectine ou encore des inhibiteurs de la transcription de la
cadhérine-E Twist et Snail (Hellner et al. 2009a). L’équipe de Spanos et al. a quant a elle, mis
en évidence dans des cellules épithéliales primaires de ’amygdale que la dégradation par E6
de PTPN13, une protéine tyrosine phosphatase, agissait en synergie avec Ras pour augmenter
la capacité invasive de tumeurs in vivo (Spanos et al. 2008b). Nous avons recherché les
variations d'expression d'un nombre plus important de génes dans les cellules CaSki
transfectées par les oncoprotéines E6/E7. L’utilisation de membrane de SuperArray™
regroupant des sondes correspondant a des génes impliqués dans 1I’invasion tumorale montre
que plusieurs d’entre eux sont augmentés de facon modérée suite a la transfection des
oncoprotéines E6/E7 et notamment des génes d’intégrines et des constituants de la matrice
extracellulaire. L’utilisation de puces Affymetrix™ pour comparer les profils d’expression
entre des cellules traitées avec les oncoprotéines E6 par rapport a des cellules témoins met en
évidence une augmentation de 37 génes et une diminution de 24 autres génes. De fagon
intéressante nous observons que la transfection des oncoprotéines virales induit notamment la
baisse d’expression de ERAP1 (Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 1), une protéine
appartenant a la machinerie de présentation des antigenes et dont la diminution est associée a
un mauvais pronostic dans les cancers du col de 1'utérus (Mehta et al. 2009). Nous
constatons également une baisse d’expression d’AGT (Angiotensinogen), un précurseur de
I’angiotensine II. Ce résultat est surprenant car il a été mis en évidence que la transcription de
I’AGT était dépendant notamment de 1’interleukine 6 et d’HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor
la) tous deux ayant été identifiés comme augmentés par 1’expression de E6 (Cheng et al.
2008 ; Tang et al. 2007). De précédents travaux utilisant 1’hyperexpression de E6 dans des
lignées HPV-18 ont mis en évidence une augmentation du VEGF suite a 1’augmentation
d’HIF-1a (Tang et al. 2007 ; Clere et al. 2007). Nous remarquons également une baisse de

I’expression de CPEB1 (Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein 1) une
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protéine se liant aux ARNm et participant a leur polyadénylation et dont la diminution est
associée aux cancers cervicaux HPV positifs (Hansen et al. 2009). Nous constatons de plus
une diminution de I’expression de PPARD (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Delta) un facteur de transcription et récepteur hormonal dont I’expression est associée a la
synthése de protéines de la MEC (Kim et al. 2009) et qui est un inhibiteur de PPARYy lui-
méme associé a de nombreux cancers (lkezoe et al. 2001). Nous mettons également en
évidence une baisse de I’expression du COL4A6 (collagene, type 1V, alpha 6) protéine de la
MEC dont la diminution est associée a une augmentation de 1’invasion dans les cancers
colorectaux (Skovbjerg et al. 2009). D’autre part la transfection de 1’oncoprotéine E6 est
associée a une augmentation de I’expression de KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) qui pourrait agir en synergie avec 1’oncoprotéine E6 comme décrit
précédemment. D’autres facteurs de transcription sont également augmentés dont NCOA3
(Nuclear Receptor Coactivator 3), REL (v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog),
un constituant du complexe de transcription NFkB, ANKRD12 (Ankyrin repeat domain 12)
cofacteur de transcription et NFIC (Nuclear Factor 1/C) ce dernier étant également impliqué
dans la régulation des oncoprotéines virales (Bernard 2002). Nous mettons en évidence une
augmentation de PDPK1 (3-phosphoinositide Dependent Protein Kinase-1) une protéine
kinase dont D’activité est augmentée dans les cancers du sein (Lin et al. 2005) et dont
I’expression est associée a la migration des cellules endothéliales (Primo et al. 2007). Nous
observons également une augmentation de I’expression de ENOX2 (Ecto-NOX disulfide-thiol
exchanger 2) une protéine de surface liée a la croissance cellulaire et dont I’inhibition entraine
une baisse de prolifération et de migration des cellules HeLa (Liu et al. 2008) et de
TACSTD2 (Tumor-Associated Calcium Signal Transducer 2) un marqueur de cellules
cancéreuses et un oncogene dont I’expression est augmentée dans plusieurs cancers dont ceux

de I’oropharynx (Fong et al. 2008). L’expression de ACVR1B (Activin A Receptor, type I1B)
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un récepteur des facteurs de croissance de la superfamille TGF- et de SMC3 (structural
maintenance of chromosomes 3) est également augmentée, ce dernier gene codant une
protéine cible de la voie caténine-p et étant augmenté dans les cancers du colon (Ghiselli et
al. 2003). La transfection de E6 entraine 1’augmentation de I’expression de PGGT1B (Protein
GeranylGeranylTransferase Type |, Beta subunit) une enzyme ayant un role clef dans
I’invasion tumorale par le transfert de groupements geranylgeranyl a la protéine RhoA
(Kusama et al. 2003). Enfin nous constatons I’augmentation de 1’expression de protéines
d’adhérence dont ITGBS5 (Integrin Beta5) qui peut jouer un role dans 1’invasion en association
avec la sous-unité alphaV (Vocca et al. 2009), THBS1 (Thrombospondin 1) qui joue un réle
dans l’invasion tumorale (Sid et al. 2008) et TSPAN2 (Tetraspanin) une protéine
transmembranaire. Bien que les résultats obtenus par puces Affymetrix™ nécessiteraient
d’étre confirmés par PCR en temps réel, ’ensemble de ces données montre que si la
transfection de I’oncoprotéine E6 n’est pas associée a une augmentation de protéases elle est
néanmoins associée a une augmentation d’expression de genes impliqués dans 1’invasion
tumorale et suggere donc un réle de 1’oncoprotéine dans 1’acquisition d’un phénotype invasif

par les cellules tumorales CaSki.

A l'opposé nous avons étudié les effets de I'inhibition des siRNA E6/E7 dans des lignées
HPV16 positives. De fagon surprenante nous mettons en évidence une augmentation
significative de I'expression de ’ARNm de la MT1-MMP comme de la protéine apres
transfection par siRNA au lieu de la baisse attendue. Nous avons étudié la localisation et
I'expression des protéines des jonctions serrées et adhérentes apres traitement par siRNA. En
effet l'autre phénomeéne important ayant lieu au moment de l'invasion tumorale est la perte
d'adhérence intercellulaire. Nous n'observons pas de différence sur I'expression des protéines
des jonctions intermediaires mais en revanche nous observons une diminution de I'expression

de l'occludine. La baisse de I'occludine, comme I'augmentation de la MT1-MMP suggére une
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capacité invasive accrue a la différence de ce qui était attendu. Il est possible que
I’augmentation de D’expression de MTI1-MMP soit une conséquence d’une voie de
signalisation induite par TGF-p (Kuo et al. 2009), en effet les SiIRNA E7 pourraient lever
I’inhibition exercée par les oncoprotéines E6/E7 sur la signalisation du TGF-B (Blobe et al.
2001). Nous montrons effectivement que le traitement par inhibiteur de TGF-B réduit
I’augmentation de MT1-MMP, le récepteur | du TGF-B est lié a I’occludine et la diminution
de I’occludine pourrait étre la conséquence de la déstabilisation des jonctions serrées par le
TGF-B (Barrios-Rodiles et al. 2005). D’autre part en plus des effets observés sur I’expression
de la cadhérine-E aprés transfection des oncoprotéines, une précédente étude a mis en
évidence une augmentation de la cadhérine-E apres traitement par SIRNAE7 (Caberg et al.
2008). Nos résultats ne concordant pas avec la littérature, nous avons recherché les genes dont
I'expression était modifiee apres inhibition des oncoprotéines par les siRNA et isolé ceux qui
pouvaient avoir un réle dans l'invasion tumorale au moyen de techniques a plus haut débit.
L'utilisation d'une membrane de SuperArray regroupant environ 400 sondes ciblant des génes
impliqués dans le cancer met en évidence des augmentations modérées de marqueurs
d'invasion tumorale et d'EMT apres traitement par sSiRNA. Nous constatons effectivement une
augmentation de FN1 (fibronectinel), de CD44 ainsi que de SNAI2 (slug) un inhibiteur de la
cadhérine-E. Nous observons également l'augmentation de génes composant le facteur AP1
dont JunB, JunD, FOSL1. L'augmentation de I'expression de FOSL1 est associée a une plus
grande mobilité et une invasion accrue des cellules épithéliales cancéreuses du poumon
(Adiseshaiah et al. 2008). L'étude a également été réalisée par puces Affymetrix™ 4 partir de
cellules traitées par les siRNA E7. Nous observons des variations d'expression de genes
associes aux effets de I'oncoprotéine E7 dont la cycline A2, D1, p21 E2F1, Wapal (Oikawa et
al. 2008), ainsi que des génes inversement régulés par lI'expression transitoire de E6 dans les

cellules CaSki dont NCOAZ3, intégrine béta 5, collagéne de type 1V alpha 6. D'autre part nous
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mettons en évidence, comme précédemment rapporté par I'équipe de Tessier et al, une
expression modifiée de nombreux génes cibles de p63 dont ADAM10, ARHGDIA (Rho GDP
dissociation inhibitor GDI alpha), CD44, CLDN4 (claudine 4), COL4A6 (collagéne de type
IV alpha 6), COL7AL (collagéne de type VII alpha 1), HSPG2 (Heparan Sulfate Proteoglycan
2), ITGB2 (Integrine, beta 2), ITGB4 (Integrine, beta 4), ITGB6 (Integrine, beta 6), LAMB2
(laminine beta 2), LAMB3 (laminine beta 3), MCAM (Melanoma Cell Adhesion molecule),
MT1-MMP, NFIB (Nuclear Factor 1/B), Serpine E1/PAI-1, TGFBI (Transforming Growth
factor, beta-induced), THSB1 (Thrombospondin 1). L'augmentation de I'expression de genes
cibles de p63 est attribuée a I'activation de la transcription de ce dernier par p53 (Teissier et
al. 2007). Il a été mis en évidence que I'expression de p63 et de ses genes cibles active un
programme favorisant I'adhérence intercellulaire et 1’adhérence a la matrice par I'expression
de protéines de la MEC et de protéines transmembranaires (Carroll et al. 2006). Cependant
son expression est également associée a celle de génes associés a l'invasion tumorale comme
MT1-MMP, ADAM10, serpine E1 et THS1 (Gu et al. 2008). De méme nous observons des
variations d'expression de genes ayant été rapportés comme étant pro-invasifs dans certains
cancers en particulier des genes codant des protéines de signalisation dont TGFB2
(Transforming Growth Factor, Beta 2), RRAS2 (related RAS viral oncogene homolog 2),
JAG1 (Jagged 1), WNT5A (Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A)
(Erdogan et al. 2007 ; Leong et al. 2007 ; Ishihara et al. 2008 ; Medrek et al. 2009).
L'inhibition des oncoprotéines par les SIRNAE7 a également pour conséquence d’entrainer la
modulation de I’expression génes inhibiteurs de I’invasion ou de génes suppresseurs de
tumeur. Ainsi nous observons des augmentations d’expression de genes codant des protéines
de signalisation dont ID3 (Inhibitor of DNA Binding 3), WNT7A (Wingless-type MMTV
Integration site family, member 7A), FZD6 (Frizzled Homolog 6) (Golan et al. 2004 ;

Higgins et al. 2009 ; Winn et al. 2005). Les variations de I’expression des genes observees
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en puce Affymetrix™, en plus d’étre vérifiées en PCR temps réel, devraient étre interprétées
dans des études fonctionnelles pour en déterminer la balance des effets sur I’invasion
tumorale. 1l ressort néanmoins de ces techniques a grande échelles comme de nos expériences
en Boyden et Western Blotting que des effets anti-invasifs et pro-invasifs sont induits suite a

I'inhibition des oncoprotéines E6/E7 d’HPV 16.

En se replacant dans le contexte d'une infection persistante il est peut-étre possible de réunir
ces deux orientations contradictoires. Bien que des expériences supplémentaires soient
nécessaires pour le mettre en évidence, il est probable que l'oncoprotéine E7 exerce un
pouvoir pro-invasif sur les cellules tumorales et que sa surexpression soit associée a
I'acquisition d'un phénotype invasif des cellules infectées. 1l a en effet été mis en évidence que
I'inhibition de pRb par siRNA était associée a une augmentation du pouvoir invasif des
cellules (Arima et al. 2008). Plusieurs travaux ont lié la protéine E7 a des phénomeénes
associés a l'invasion tumorale et notamment une diminution de la cadhérine-E quand E7 est
surexprimée (Hellner et al. 2009a ; Smola-Hess et al. 2005). Il est possible que cet effet ne
soit pas dépendant de E7 mais de sa conséquence indirecte sur l'augmentation et la
stabilisation de p53 (McLaughlin-Drubin & Munger 2009). Ainsi dans leur étude Hellner et
al. mettent en évidence en puce Affymetrix™ que la transfection de 1’oncoprotéine E6 a des
effets opposés a la transfection de E7 sur I’expression de plusieurs génes, E6 induisant la
dégradation de p53 dans les cellules transfectées et E7 son augmentation. D’autre part si p63
favorise I'expression de nombreuses protéines d'adhérence et protéines de la matrice, il
augmente également des protéases liées a l'invasion tumorale (Gu et al. 2008). De plus la
migration est aussi dépendante de I'expression de protéines d'adhérence qui permettent aux
cellules de se mouvoir (Friedl & Wolf 2003), ou qui permettent l'adressage des MMP au front
de migration comme c'est le cas pour CD44 (Kuo et al. 2009 ; Marrero-Diaz et al. 2009 ;

Mori et al. 2002). L'activation de p63 pourrait donc avoir un effet global pro-invasif. D'autre
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part p63 n'est pas la seule voie potentiellement activée par I'augmentation de p53, NOTCH1
en effet est également une cible de p53 dont I'activation peut avoir pour conséquence une
augmentation du pouvoir invasif des cellules (Leong et al. 2007 ; Yugawa et al. 2007). Dans
le processus de tumorigenese HPV-induit, il est peu probable que I'oncoprotéine E7 puisse
étre amenée a disparaitre, son expression étant nécessaire au maintien du phénotype
transformé des cellules (Jabbar et al. 2009). L'oncoprotéine E6 en revanche, dont I'une des
cibles est p53 et qui entraine sa dégradation, voit son profil d'expression évoluer au cours de
la tumorigenese. L'épissage de I'ARNm polycistronique E6/E7 est en effet plus fréquent dans
les lésions de haut grade et la traduction des formes E6*I s'en trouve augmentée (Cricca et al.
2009 ; Kosel et al. 2007 ; Fujii et al. 1995). La protéine E6*I est un paradoxe de I'action du
virus. Des études in vitro ont en effet mis en évidence qu'elle empéchait la dégradation de p53
par E6 (Pim et al. 1997), I'hypothese étant que cet effet permet une meilleure réplication de
I'ADN viral en conservant une partie des fonctions de p53. Il est donc possible de supposer
qu'avec le grade de la lésion, la capacité de transactivation conservée par p53 augmente et
puisse agir sur les voies NOTCH et p63 favorisant l'acquisition d'un phénotype invasif.
D'autre part, il a été récemment mis en évidence que les protéines E6*1, bien que ne possédant
pas de site de liaison PDZ, entrainent la dégradation de certaines protéines PDZ cibles de E6
mais de facon différente de l'oncoprotéine E6 non épissée (Pim et al. 2009 ; Storrs &
Silverstein 2007). Les effets sur les protéines PDZ de E6 dans la transformation ne sont pas
bien compris. Cependant de part leur réle important dans la polarité cellulaire, il est probable
que leur dégradation favorise la déstabilisation des complexes d'adhérence intercellulaire. La
régulation trés spécifique qui s'établit entre les protéines PDZ dégradées par E6 et E6*
pourrait étre également a I'origine d'une évolution vers un phénotype plus invasif. Nous avons
mis en evidence dans notre étude sur 58 cas de carcinomes de la tonsille, une forte proportion

de variants E6 d’HPV16. Des travaux ont montré dans le cas d'HPV18 que la présence de
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variants favorisait I'épissage de E6 (De la Cruz-Hernandez et al. 2005). Nous remarquons
d'autre part que certains cas HPV positifs dans lesquels p16 est augmentée, sans doute suite a
I'action de E7, présentent également un signal p53. Il est ainsi possible que la présence de
variants soit a l'origine d'un signal p53 et que cette derniére soit a I'origine d'un caractére plus
invasif des tumeurs ce qui expliquerait en partie l'association de certains variants avec une
pathogénicité accrue. Enfin E6 pourrait également exercer une activité pro-invasive par
I’intermédiaire de hTERT (Park et al. 2009 ; Yu et al. 2009), ’augmentation de hTERT par
E6 n’étant pas dépendante de sa capacité a dégrader pS3 (Liu et al. 2007 ; Sekaric et al.

2008).

Nos expériences et ces observations pourraient donc indiquer que la latence entre 1’infection
et l’apparition d’un cancer invasif est dépendante de variations d’expression des
oncoprotéines virales mais également de variations de I’épissage de ’ARNm E6/E7. Ces
variations pourraient non seulement résulter de I’intégration du génome viral mais également
des phénomenes de multiplication des copies aux sites d’intégration en structure dite en peau
d’oignon (Kadaja et al. 2007 ; Kadaja et al. 2009). Si E6/E7 ont bien un effet sur la capacité
invasive des cellules, les mécanismes et les voies de signalisation par lesquels les
oncoprotéines virales agissent sur I’acquisition du phénotype invasif des cellules restent donc
a étre déterminé en particulier au regard des caractéristiques de I’expression des

oncoprotéines E6/E7 et de I’épissage de E6 au cours des infections persistantes.
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Nous avons montré dans une étude clinique de 58 cas de carcinomes de 1’amygdale palatine
dans une population a forte imprégnation alcoolo-tabagique que la présence d'HPV est
associée a un marquage pl6 mais pas a un marquage p53 et qu’elle tend a étre de meilleur
pronostic apreés traitement. De plus nous avons mis en évidence une proportion importante de
variants dans les tumeurs HPV positives. La forte proportion de marquage p53 dans les
tumeurs HPV positives nous améne a formuler deux hypotheses : (1) que l'alcool et le tabac
pourraient avoir une action synergique a celles du virus dans la carcinogenése ; (2) et/ou que
la présence de variants d'HPV16 E6 influence la capacité du virus a dégrader p53.
En effet si la présence des HPV est habituellement associée a celle d'un marquage pl6, le
groupe présentant ces deux caractéristiques étant de meilleur pronostic apres traitement, le
statut HPV n'est pas lié au marquage p53 (Charfi et al. 2008 ; Smith et al. 2008b ; Gillison
et al. 2000). Cependant si le marquage p16 et la détection des HPV permettent aisément de
définir un sous-groupe de patients en pratique clinique, d'autres marqueurs des effets des HPV
et surtout de l'oncoprotéine E7 permettraient d'affiner ce tri. D’autre part et afin de mieux
comprendre les différences qui existent entre les carcinomes de I'amygdale HPV positifs et
négatifs, il serait intéressant d'étudier plus en détail la présence de p53 associée a HPV et ainsi
définir au mieux le traitement. De précédents travaux ont montré que la transcription des
ARNmM de E6/E7 n'était pas associée a des mutations de p53 (Wiest et al. 2002) et/ou que si
des mutations de p53 existaient dans des carcinomes HPV positifs elles n'affectaient pas la
capacité de transactivation de p53 (Westra et al. 2008). Cependant des observations par
marquage immunohistochimique de p53 en l'absence de mutations ont également été
rapportées, ayant potentiellement pour cause un défaut de dégradation par E6 (Hafkamp et
al. 2003 ; Snijders et al. 1994). Il serait donc intéressant de rechercher la présence de
mutations de p53, leurs effets sur la fonction de la protéine et sur le marquage
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immunohistochimique de p53 au regard de la présence d'HPV, des transcrits de E6/E7 et de la
présence de variants de E6. Une meilleure compréhension des liens qui existent entre la
présence d'HPV et le marquage p53 apporterait a la fois un éclairage sur les processus de
carcinogenese HPV induite dans I’amygdale, associés ou non a I’alcool et le tabac, mais
également sur [Iefficacité thérapeutique dans les tumeurs associées aux HPV.
Enfin il n'existe que tres peu d'études sur la présence d'HPV au niveau de I'amygdale avant
I'apparition d'un carcinome. Des études épidémiologiques seraient intéressantes a mener pour
mieux comprendre I'histoire naturelle de l'infection a HPV a cette localisation. Il serait
intéressant de déterminer si elle s'apparente a celle du virus au niveau du col de I'utérus,
notamment si on retrouve le méme délai entre l'infection et I'apparition d'un carcinome
infiltrant. La mise en paralléle des observations, I'étude des marqueurs associés aux HPV et
des différences qui existent entre ces cancers apporteraient un nouvel éclairage sur les
processus qui sont a l'origine de l'apparition d'un phénotype invasif des cellules tumorales
infectées par HPV.

Dans notre étude in vitro nous mettons en évidence que les oncoprotéines E6/E7 influencent
le phénotype invasif de lignées tumorales. La transfection de leur cDNA a pour effet
d’augmenter la capacité invasive des cellules, cet effet n’étant pas dépendant de 1’expression
des protéases principalement responsables de la protéolyse péricellulaire telles que
MT1-MMP et la MMP2. Notre étude par puces Affymetrix™ montre que la transfection de
E6 a pour effet d’entrainer des variations de nombreux genes associ€és a la progression
tumorale et en particulier des intégrines et des protéines de la MEC dont le profil d’expression
varie pour promouvoir 1’invasion tumorale. A I’inverse 1’inhibition des oncoprotéines E6/E7
dans la lignée HPV16 positive CaSki diminue de facon significative le potentiel invasif des
cellules. Les oncoprotéines E6/E7 permettant de maintenir les cellules en cycle, il serait

cependant nécessaire d'étudier les effets de cette inhibition sur le cycle cellulaire. De fagon
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surprenante cet effet est accompagné d’une augmentation de I’expression de la MT1-MMP et
d’une diminution de I’occludine, des changements qui seraient plutdt associés a I’invasion
tumorale. L’étude de I’expression des génes par puce Affymetrix™ montre que de
nombreuses variations d’expression sont dépendantes de I’augmentation de p53 et de p63
induites par I’inhibition des oncoprotéines E6/E7. p63 induit une augmentation d’expression
de génes de protéines d’adhérence et de génes de protéases qui peuvent jouer un role a la fois
pro et anti-invasif (Carroll et al. 2006 ; Gu et al. 2008 ; Teissier et al. 2007). L’épissage de
I’ARN polycistronique de E6/E7 régule la traduction des oncoprotéines E7 et E6 mais
¢galement des formes €pissées de E6 capables d’inhiber la dégradation de p53 induite par les
formes non épissées de E6 et capables de dégrader des protéines PDZ des complexes de
polarité (Pim et al. 1997 ; Pim et al. 2009). L’épissage des ARNm de E6/E7 varie au cours de
I’infection et augmente avec le grade de la lésion (Cricca et al. 2009 ; Kdsel et al. 2007). 1l
serait donc intéressant d’étudier les effets de 1’oncoprotéine E6* sur le phénotype invasif
d’une lignée tumorale dont le profil d’épissage, a la différence des cellules CaSki, est
composé majoritairement de formes non épissées et observer les effets sur 1’invasion
tumorale. L’inhibition des oncoprotéines met également en évidence une augmentation de
génes du systeme du plasminogéne a savoir l'activateur de l'urokinase plasminogéne
(UPA/PLAU) et de I’inhibiteur de I'activation du plasminogéne (PAI-1) dont les expressions
sont associées a I’invasion tumorale (Binder & Mihaly 2008). L’étude de la relation de ce
systéeme protéasique dans la régulation du phénotype invasif par les oncoproteines E6/E7
serait donc intéressante. De precédents travaux ont également mis en évidence des effets des
oncoprotéines sur 1’expression de la cadhérine-E (Caberg et al. 2008 ; Hellner et al. 2009a ;
Watson et al. 2003). Nos résultats en membrane de SuperArray mettent en evidence une
augmentation de slug un inhibiteur de la transcription de la cadhérine-E. Il a été récemment

mis en évidence que la transcription de slug pouvait étre régulée par Notch qui lui-méme est
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dépendant de p53 (Dotto 2009 ; Leong et al. 2007). Il serait ici encore intéressant de
rechercher la contribution des formes E6*. Enfin il serait intéressant de déterminer s’il existe
une contribution directe des oncoprotéines E6/E7 sur des voies de signalisation associée a
I’invasion tumorale, en particulier la voie Wnt qui pourrait étre régulée de fagon
particulierement spécifique dans le cas des carcinomes HPV-induits. De récents travaux ont
en effet montré que hTERT et E2F1, cibles respectives de E6 et E7, agissent pour réguler ou

inhiber cette voie de signalisation (Park et al. 2009 ; Morris et al. 2008).
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