UNIVERSITE DE FRANCHE-COMTE
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE DE BESANCON
Année Universitaire 2006 - 2007

THESE
Pour I'obtention
du diplédme de Doctorat de I'Université de Franche-Comté

Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé

Présentée et soutenue publiquement le
30 mai 2007, par

Sylvain MONNIER-BENOIT
Né le 18 décembre 1977 a Besangon (Doubs)

Statut viral et Immunité muqueuse :
des marqueurs prédictifs de I'histoire naturelle des Iésions cervicales

associées aux HPV

Composition du jury :

Directeur du thése : Dr. Jean-Luc PRETET Université de Franche-Comté (Besangon)

Rapporteurs : Pr. Philippe BIREMBAUT Université de Champagne-Ardenne (Reims)
Dr. Antoine TOUZE Université Frangois-Rabelais (Tours)

Examinateurs : Pr. Estelle SEILLES Université de Franche-Comté (Besangon)

Pr. Didier RIETHMULLER Gynécologie Obstétrique (CHU Besancgon)
Dr. Yann LEOCMACH SANOFI-PASTEUR MSD (Lyon)






Résumé

Le cancer du col de l'utérus demeure un probléme majeur de santé publique, car il est le second
cancer féminin au monde. Ce sont des virus, les papillomavirus humains (HPV) — et en particulier ceux
appartenant aux génotypes a haut risque — qui sont responsables de I'apparition des lésions
précancéreuses et cancéreuses du col utérin. Depuis la fin des années 80, le développement de la
biologie moléculaire a permis la détection et I'étude de ce virus, apportant une approche
supplémentaire dans la prévention de cette pathologie. La détection de cette infection a I'aide de tests
validés cliniquement, est une méthode plus sensible et plus reproductible que la cytologie cervico-
utérine dans le cadre du dépistage. Si la présence du virus est nécessaire, elle n’est pas suffisante au
développement d’'un cancer, et de nombreux facteurs liés a I'environnement, a I'héte ou au virus vont
influencer la persistance d’'HPV au sein de la cellule. De ce fait, I'histoire naturelle de I'infection est
aujourd’hui encore décrite de fagon limitée et les relations entre I'héte et le pathogéne ne sont pas
clairement comprises et c’est dans ce contexte que mon travail de thése s’inscrit.

Nous avons montré la nécessité de la validation des performances d’un test de détection des HPV
afin de proposer un outil supplémentaire pour le dépistage des lésions cervicales précancéreuses.
Nous avons ensuite étudié des facteurs viraux influengcant la persistance de l'infection. Aprés le
développement de technique de quantification de I'HPV16 par PCR en temps réel, nous avons
confirmé que le test de routine Hybrid Capture® Il fournissait des résultats pouvant étre considéré
comme quantitatifs. Par ailleurs, nous avons défini une valeur seuil de charge virale HPV16 de 200
copies pour 1 000 cellules comme étant cliniquement relevante, et nous avons aussi montré que
I'évolution de la charge virale entre deux points de suivi pouvait constituer un élément prédictif de
I'apparition des lésions précurseurs. Ces résultats nous ont permis de caractériser les infections
relevantes des infections non relevantes sans pour autant connaitre a quel instant de Ilhistoire
naturelle de la pathologie se trouvaient les patientes. Nous avons montré aussi que le taux
d’intégration du génome d’HPV16 dans celui de la cellule héte constitue un marqueur de malignité de
la Iésion, car une augmentation de ce taux est observée avec 'augmentation du grade des lésions. De
plus, des profils de taux d’'intégration en fonction de la charge virale sont caractéristiques des Iésions,
ce qui semble montrer le lien ente ces deux facteurs et que de fortes CV pourraient induire une plus
forte probabilité d’intégration. Le facteur immunitaire s’avére déterminant dans I'évolution de ces
infections, et nous avons montré qu'une accumulation de cellules immunitaires de type CD4+
accompagne la régression des lésions. Inversement, la diminution du ratio CD4+/CD8+ pourrait
constituer un marqueur de mauvais pronostique. Ces résultats suggerent une défaillance probable de
la réponse cellulaire dans les cancers. En revanche, l'induction d'une réponse humorale par la
vaccination prophylactique anti-HPV est efficace contre le développement des Iésions précurseurs, et
nous avons montré qu’un vaccin dirigé contre les types 16 et 18 pourrait cibler pres de 70% des
Iésions précurseurs et de plus de 80% des cancers en France.

La mise en évidence et I'étude de ces facteurs restent actuellement les meilleurs moyens de
comprendre cette pathologie complexe qu’est le cancer du col de l'utérus, et d’améliorer ainsi la prise

en charge des patientes qui échapperont a la vaccination prophylactique.



Abstract

Cervical cancer remains a major problem of public health, because it is the second female cancer.
Human papillomavirus (HPV) — and in particular from high risk genotypes - are responsible for the
appearance of the precancerous and cancerous lesions of the uterine cervix. Since the end of the
Eighties, the development of molecular biology allowed the detection and the study of these viruses,
providing an additional approach for the prevention of this pathology. Detection of this infection with
clinically valid test is a more sensitive and a more reproducible method than cytology for the
screening. If HPV are necessary, they are not sufficient to induce cervical cancer development, and
many factors related to the environment, the host or the virus will influence the persistence of HPV
infection. So the natural history of the infection is still today described in a limited way and the relations
between the host and the pathogenic are not clearly understood, and it is in this context that my PhD
is registered.

We showed the necessity to validate performances of an HPV detection test in order to propose
an additional tool for the screening of cervical precancerous lesions. Using adapted methodologies,
we studied viral factors influencing persistence of the infection. We defined a HPV16 viral load
threshold value of 200 copies for 1 000 cells and we showed this value was clinically relevant.
Moreover, the viral load evolution between two points of follow-up could constitute a predictive factor
for the appearance of precursor lesions. These results enabled us to characterize relevant and no
relevant infections. We also showed that the viral genome integration percentage constitutes a marker
of malignity. Indeed, an increase in this rate is linked to the grade of the lesion. Moreover, profiles of
integration percentage according to the viral load are characteristics of the lesions, and seem to show
the link between these two factors. Thus, be hypothesized that high viral loads could induce a stronger
probability of integration. The immune response proves to be determining for the infection evolution,
and we showed an accumulation of CD4+ immune cells accompanying lesions with a potential of
regression. Conversely, the decrease of the CD4+/CD8+ ratio could constitute a bad prognostic
marker. These results suggest a probable failure of the cellular immune response in cancers. On the
other hand, the induction of a humoral response by anti-HPV prophylactic vaccination is efficient
against the development of the precursor lesions, and we showed that a vaccine directed against
types 16 and 18 could target near 70% of precursors lesions and more than 80% of cancers in France.

The description and the study of these factors remain currently the best means of understanding
this complex pathology, and improving the management of the patients who will escape prophylactic

vaccination.
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PREAMBULE

Les papillomavirus humains (HPV) jouent un role étiologique dans le développement des Iésions
précancéreuses et cancéreuses du col de I'utérus. Le lien entre les HPV et ce cancer a été supposé la
premiére fois en 1976 par zur Hausen (zur Hausen ef al, 1975). Le développement de la biologie
moléculaire a permis de mettre au point des outils de plus en plus performants sur le plan de la
sensibilité analytique, et de confirmer le lien entre HPV et cancer du col de I'utérus (Bosch ef a/., 1995,
Munoz ef al., 1992, Walboomers ef al., 1999). Cette découverte a été un événement majeur dans la
recherche de I'étiologie des cancers humains : le cancer du col de l'utérus est le premier cancer
nécessairement viro-induit jamais identifié.

L’efficacité du frottis cervico-utérin dans le dépistage des Iésions cervicales n’est plus a prouver et
cette technique a permis une forte diminution de I'incidence relative du cancer du col utérin depuis les
années 1950. Mais les limites de cette technique restent importantes, notamment de par une
sensibilité clinique et une reproductibilité inter-laboratoire insuffisantes (Stoler & Schiffman, 2001).
Ainsi, la possibilité de détecter les HPV dans les cellules cervicales par des méthodes de biologie
moléculaire, dont certaines sont aujourd’hui standardisées, a permis une approche supplémentaire
dans le dépistage des lésions précancéreuses et cancéreuses. Les performances diagnostiques de
ces méthodes sont intéressantes, aussi bien sur le plan de la sensibilité que de la reproductibilité.

Il a été prouvé que l'infection par HPV était I'infection sexuellement transmissible la plus fréquente
dans le monde. En opposition a ce fait, la faible incidence du cancer du col de l'utérus (inférieur a 10
pour 100 000 en moyenne, au niveau mondial) montre que cette pathologie est une conséquence rare
de linfection par les HPV (Helmerhorst & Meijer, 2002). La présence d’'HPV est la cause nécessaire
mais pas suffisante au développement de ce cancer. Effectivement, de nombreux facteurs liés a
I'environnement, liés a I'hote — telles les réponses immunitaires — ou bien encore liés au virus — telle la
persistance virale — vont influencer I'évolution des lésions précancéreuses. Le développement des
outils techniques permettant I'étude de ces facteurs a permis de mettre a jour différentes applications
préventives découlant de la relation HPV / cancer du col utérin et de mieux connaitre ainsi I'histoire
naturelle de l'infection et de la pathologie. Car malgré tout la mise en évidence et I'étude de nouveaux
marqueurs, restent les meilleurs moyens de comprendre cette pathologie relativement complexe et
d’améliorer la prise en charge des malades, afin de réserver le traitement chirurgical seulement aux
cas nécessaires.

Dans ce contexte, nous avons voulu étudier certains facteurs jouant un rdle important dans
I'évolution des lésions précancéreuses et cancéreuses du col de l'utérus. Nous nous sommes
intéressé aux facteurs liés aux virus, et nous avons décrit la charge virale, I'intégration virale et la
répartition des génotypes HPV dans les lésions. Nous avons étudié aussi un facteur lié a I'héte
actuellement peu décrit : la réponse immunitaire locale, et en particulier, la composante cellulaire de

immunité muqueuse. Ce manuscrit rapporte mon travail de thése en 3 parties :
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- La premiére partie est une revue bibliographique présentant des généralités sur la biologie des HPV
et les connaissances actuelles des aspects techniques de la détection des HPV au travers de I'histoire

naturelle de l'infection HPV et des Iésions du col utérin associées.

- La seconde partie présente les résultats de travaux réalisés au cours de ma thése, sous forme de
publications et de résultats non publiés.

I) Les résultats d’'une étude comparative des performances analytiques d’'un nouveau test de
détection de I'HPV - le test Roche AMPLICOR® HPV MWP - et des performances du test
Hybrid Capture I1®.

II) Un travail traitant de la mise au point et de la validation d’'une technique de PCR quantitative en
temps réel ciblant le géne E6 d’HPV16 afin de valider I'aspect quantitatif du test Hybrid Capture
e,

[II) Une étude portant sur la cinétique de charge virale de I'HPV de type 16 au cours de I'histoire
naturelle des Iésions cervicales.

IV) Des données préliminaires d’'une étude sur I'intégration d’HPV16 dans les lésions du col de
l'utérus.

V) Une observation de la distribution de populations de cellules immunitaires dans des lésions
cervicales représentatives de I'histoire naturelle du cancer du col de l'utérus.

VI) Enfin, des résultats préliminaires d’'une étude multicentrique portant sur la répartition des
différents génotypes d’HPV dans les Iésions précancéreuses du col de l'utérus en France.

- Pour finir, la troisiéme partie de ce manuscrit est une discussion générale de mon travail, proposant

les perspectives des différents programmes de recherche en cours.
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1. PAPILLOMAVIRUS HUMAINS ET LESIONS DU COL DE L'UTERUS

1.1. PRESENTATION DES HPV

1.1.1. Diversité génétique des HPV

Les papillomavirus sont des virus trés anciens qui restent particulierement stables au cours de
I'évolution. A ce jour, 118 papillomavirus ont été décrits, et classés dans la famille des
Papillomaviridae (de Villiers et al., 2004). On les trouve dans de nombreuses espéces animales dont
les vertébrés supérieurs (murins, lapins, ovins, bovins, équidés, cervidés, canidés, primates, oiseaux),
chez lesquels ils induisent des papillomes ou des fibropapillomes (tumeurs bénignes et régressives)
(Nicholls & Stanley, 2000). Les papillomavirus sont spécifiques de leur héte : il n’existe pas d’exemple
de transmission croisée entre espéeces (Jenson ef al., 1980).

La classification des différents papillomavirus est basée sur leurs différences génétiques (de
Villiers ef al, 2004). La POL (Phase Ouverte de Lecture) L1 est la séquence génomique la plus
conservée entre tous les papillomavirus et les spécialistes se sont basés sur I'étude des identités
rencontrées au niveau de cette séquence pour définir une classification des papillomavirus. La rapide
augmentation du nombre de types de papillomavirus isolés a incité les taxonomistes a modifier la
classification préalablement établie et a créer la famille Papillomaviridae, dans le but de répondre a
trois objectifs importants : i) établir des relations entre les types de papillomavirus ; ii) intégrer les
termes « genres » et « espéces », utilisés systématiquement dans la classification des organismes
biologiques et fréequemment appliqués a la virologie ; iii) et permettre de mieux distinguer les relations
entre la taxonomie et les propriétés biologiques et pathologiques des virus. Ainsi, un « genre »
regroupe des papillomavirus présentant entre 45 et 60% d’identité génétique au niveau de la
séquence de la POL L1 et une « espéce » regroupe des papillomavirus présentant entre 60 et 70%
d’identité de séquence de la POL L1. Un nouveau « type » de papillomavirus est reconnu quand la
séquence nucléotidique differe de plus de 10% des autres types. Quand cette différence est comprise
entre 10 et 2%, ceci définit un « sous-type » et en dessous de 2% de différence, ceci définit un
« variant ».

A ce jour, nous considérons un groupe de 96 papillomavirus spécifiques de 'homme (« Human
Papillomavirus » ou HPV) et appartenant aux espéeces alpha-papillomavirus, beta-papillomavirus,
gamma-papillomavirus, mu-papillomavirus et nu-papillomavirus (de Villiers ef al., 2004).

L’étude de la diversité génétique des papillomavirus a permis de révéler I'existence de nombreux
variants, et notamment du type 16. Ces variants sont bien répertoriés et regroupés
géographiquement, suggérant que le virus et I'hGte ont co-évolué (Burk & DeSalle, 2006, Heinzel ef
al, 1995, Yamada ef al., 1997). Les variants HPV16 sont regroupés et classifiés en fonction de leur
origine géographique suspectée. Ainsi, il a été défini des variants européens (E), asiatiques (As),
asiatiquo-américains (AA), nord américains (NA), africains 1 (Af1) et africains 2 (Af2) (Nindl ef al,

1999a, Nindl ef al, 1999b). Cette classification phylogénique est basée sur les différences
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nucléotidiques au niveau d’'une région non codante ou LCR (« Long Control Region ») du génome de
ces HPV (Chan et al., 1992a, Chan ef al., 1992b, Ho ef al, 1991).

1.1.2. Tropisme des HPV et tissus cibles

Les HPV ont un tropisme pour les cellules épithéliales des épithéliums malpighiens pluristratifiés
de I'épiderme et des muqueuses (Cheah & Looi, 1998, de Villiers ef a/., 2004, Narechania ef a/,, 2005,
Syrjanen, 2003), mais il semblerait que I'on retrouve également des HPV au niveau de certains
épithéliums unistratifiés. |l a été défini des HPV infectant les épithéliums cutanés (HPV cutanés) et
appartenant principalement aux genres béta-, gamma-, mu- (notamment 'HPV1, responsable des
verrues plantaires et palmaires) et nu-papillomavirus (HPV41) ainsi que des HPV infectant les
épithéliums muqueux (HPV muqueux) et appartenant essentiellement au genre alpha-papillomavirus
(de Villiers ef al., 2004). Or il n’est pas rare de trouver des HPV dits « muqueux » au niveau de
I'épithélium cutané et des HPV dits « cutanés » au niveau des muqueuses (Akgul ef al,, 2006, Cairey-
Remonnay ef al., 2002, Hebner & Laimins, 2006, Humbey ef a/, 2003, Pfister, 2003). La spécificité
tissulaire pourrait étre contrélée par les étapes transcriptionnelles et réplicatives du virus (Muller ef a/.,
1995a), mais n’est pas a ce jour parfaitement définie.

Parmi les HPV muqueux, certains types dits a bas risque (ou HPV BR, faible potentiel
oncogénique, tel que HPV6, 11) peuvent étre séparés d’autres types dits a haut risque (ou HPV HR,
fort potentiel oncogénique, tel que HPV16, 18). D’autres types sont classés comme a risque
intermédiaire (par exemple I'HPV53) (de Villiers ef al., 2004, Munoz ef al., 2003). Historiquement, le
premier site dans lequel les HPV ont été mis en évidence (par hybridation /n sifu) a été la muqueuse
du col utérin (Meisels, 1976, Purola & Savia, 1977). En réalité, les HPV infectent plusieurs muqueuses
génitales (vagin, vulve chez la femme, également pénis chez ’homme), ainsi que la marge anale, et la
mugqueuse du canal anal. Finalement, a ce jour des HPV ont été détectés dans beaucoup d’organes
comportant des épithéliums muqueux — muqueuse buccale, du larynx, de la trachée, des sinus,
muqueuse conjonctivale, bronchique, oesophagienne — et des épithéliums cutanés (Gillison & Shah,
2003, Hebner & Laimins, 2006, Syrjanen, 2003).

1.1.3. Organisation structurale et génomique des HPV
Les HPV sont de petits virus (60 a 55 nm de diamétre) non enveloppés dont la capside comporte
72 capsomeres, disposés selon une symétrie icosaédrique (Brentjens et al, 2002, Huibregtse &
Beaudenon, 1996, Zheng & Baker, 2006). Le génome des HPV est constitué d’'une molécule d’ADN
double brin d’environ 8000 paires de bases. Un seul brin est codant et les phases ouvertes de lecture
(POL) sont regroupées en 2 régions : E (Early) et L (Late). La région non codante est appelée LCR

(Figure 1).
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LCR

Figure 1. Organisation genomique des HPV
Exemple de 'HPV16

La région E représente 50% de la taille du génome et code des protéines exprimées
précocement.

- La protéine E1 est une hélicase nécessaire a la réplication virale et au contrdle de la
transcription des géenes. Cette protéine est extrémement conservée parmi les différents types d’HPV.

- La protéine E2 est une protéine qui joue un réle important dans la réplication virale et dans le
contrdle de la transcription des genes E6 et E7. Elle posséde 3 domaines distincts répartis sur environ
400 acides aminés. La séquence primaire de cette protéine présente une identité nucléotidique de
35% entre les domaines conservés de toutes les protéines E2 d’HPV séquencées. Le domaine
aminoterminal, contenant environ 200 acides aminés, est le domaine transactivateur de la protéine. Le
domaine carboxyterminal, contenant 90 acides aminés est le domaine de fixation a 'ADN. Enfin un
domaine flexible (peu conservé parmi les différentes protéines E2) tient le role d’une charniére entre
les deux domaines fonctionnels (Dostatni ef a/., 1988, McBride & Howley, 1991, McBride ef a/, 1991).
La protéine E2 se fixe de fagon hautement spécifique sur un site palindromique ACCGNNNNCGGT,
présent en nombre variable de copies dans la LCR de tous les papillomavirus (Zheng & Baker, 2006).
Elle intervient aussi dans le processus de ségrégation du génome et dans I'encapsidation (McBride ef
al, 1991).

Des études ont montré que la protéine E2 présentait des propriétés antiprolifératives. La
réintroduction de E2 dans des cellules de carcinome cervical entraine une modification physiologique
de ces cellules, qui présentent alors un phénotype d’arrét du cycle en G1 (Demeret ef al, 1997,
Desaintes ef al, 1997, Dowhanick ef al, 1995). L’expression prolongée de E2 dans ces cellules
entraine une sénescence (Goodwin & DiMaio, 2000, Wells ef a/., 2000). Ces phénotypes d’arrét du
cycle et de sénescence sont directement liés a la répression transcriptionnelle des oncogénes E6 et
E7.
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- La protéine E3 n’est pas présente dans tous les papillomavirus et ses fonctions sont a ce jour
encore inconnues (Kuhne & Banks, 1998).

- La protéine de fusion E4*E1 interagit le cytosquelette de la cellule afin de permettre le transport
des particules virales. Elle joue aussi un role dans la réplication du génome viral (Doorbar ef a/., 2000,
Doorbar et al,, 1991, Fang et al., 2006, Wilson ef al., 2005).

- Les protéines E5, E6 et E7 interviennent dans le déreglement du cycle cellulaire et en ce qui
concerne les HPV-HR, dans I'immortalisation et la transformation de la cellule infectée ; E5 interagit
avec les récepteurs a 'EGF (« Epidermal Growth Factor ») et au PDGF (« Platelet Derived Growth
Factor ») et participe a leur recyclage au niveau de la membrane plasmique. Les propriétés des
protéines E6 et E7 des HPV HR seront décrites dans le chapitre « 7.7.5.2. Propriétés
d’immortalisation et de transformation des protéines E6 et E7 ».

- Enfin, un transcrit EBAE2C résultant de la fusion entre le produit de la petite POL E8 et d’'une
partie de la POL E2 a été décrit pour les HPV6, 11, 16, 31 et BPV1 (« Bovin Papillomavirus »)
(Stubenrauch & Laimins, 1999). Aprés clonage des ces ARNm et expression /in vifro de formes
mutées, les auteurs ont montré que la protéine de fusion est capable de réprimer la réplication de
I’ADN viral ainsi que la transcription virale. Il est probable que cette protéine puisse jouer un rdle
majeur dans le maintien de la phase de latence observée dans les cellules basales de I'épithélium
infecté (Stubenrauch ef a/,, 2000, Stubenrauch & Laimins, 1999, Stubenrauch ef a/., 2001).

La région L code les deux protéines tardives, la protéine majeure L1 et mineure L2, composant la

capside virale. Ces protéines sont produites seulement lors des infections productives.

La LCR est comprise entre les séquences POL L1 et POL EG6/E7. Elle comprend 400 a 1000
nucléotides selon les génotypes d’HPV et abrite les promoteurs des genes précoces et des
séquences de régulation de la réplication et de la transcription de I'’ADN viral. Ces séquences
régulatrices permettent la fixation spécifique de facteurs cellulaires trans-régulateurs. Certains de ces
facteurs tels que AP1 (« Activator Protein 1»), NF1 (« NeuroFibromin 1 »), Sp1 activent la
transcription des génes viraux précoces, alors que d'autres, p53, YY1 («Yin Yang 1»), Oct1
(« Organic cation transporter 1 ») et les récepteurs de 'acide rétinoique, inhibent la transcription des
génes viraux précoces. Nous verrons dans le chapitre « 7.7.5. Intégration et carcinogenese des HPV

HR » que la transcription de certains génes viraux est aussi régulée par les protéines virales E1 et E2.

1.1.4. Entrée dans la cellule et le cycle viral
L’absence de réplication de la plupart des papillomavirus dans des systémes de culture simple est
a l'origine des difficultés de I'’étude de la biologie de ces virus et de leurs interactions avec différentes
cibles cellulaires. Néanmoins, les papillomavirus ciblent les cellules épithéliales basales du col de
I'utérus, et deux hypothéses peuvent étre formulées, concernant I'accés aux cellules cibles, qui sont
des cellules souches (Doorbar, 2005).
- La premiére suppose une interaction directe entre le virus et les cellules basales de I'épithélium,

au niveau de la zone de jonction pavimento-cylindrique, entre I'épithélium pluristratifié de I'exocol et
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I'épithélium unistratifi€ de I'endocol (voir le chapitre « 1.3.1. Col de lutérus, description anafomo-
histologique »)

- La seconde suppose que le virus accéde aux cellules basales par des microlésions de la
mugqueuse du col utérin (Cheah & Looi, 1998, Orth & Favre, 1985).

Les mécanismes d’entrée des HPV dans la cellule sont de mieux en mieux décrits grace
notamment a l'utilisation de particules apparentées a des virus ou VLP (« Virus-like Particle ») dans
I'étude de ce processus (Kirnbauer ef al., 1992, Kirnbauer ef al., 1993, Rose ef al., 1994b, Touze &
Coursaget, 1998, Touze ef al, 1998a, Touze ef al., 1998b, Volpers ef al., 1995, Zhou et al., 1992).
Les papillomavirus sont capables de se fixer a la surface de plusieurs types cellulaires (Bousarghin ef
al., 2003b, Bousarghin ef al., 2004). En ce qui concerne 'HPV®6, le récepteur est vraisemblablement
un récepteur de type intégrine situé sur la cellule cible : I'a6-intégrine, et plus précisément un dimére
d’intégrine a6pB1 ou a6p4 (McMillan ef al, 1999). Néanmoins, d’autres récepteurs ont été décrits
permettant I'entrée du virus dans la cellule, notamment pour les types 11, 16, 31, 33 et 45 : les
glycosaminoglycanes (GAG) (Combita ef al, 2001, Giroglou ef al, 2001, Joyce ef al, 1999) dont la
fixation est liée a la présence de motifs chargés positivement au niveau de I'extrémité C-terminale de
la protéine L1 (Bousarghin ef al., 2003a, Bousarghin ef al., 2004, Touze ef al., 2000). Les GAG sont
répartis en plusieurs groupes en fonction de la composition de leur partie glucidique : les héparanes
sulfates, dermatanes sulfates et chondroitines sulfates. En ce qui concerne la composition de leur
partie d’ancrage, les GAG sont séparés en 3 groupes: les syndécanes, les glypicanes et les
bétaglycanes. Des travaux ont montré que 'HPV16 utiliserait un récepteur de type GAG syndécane-1
pour se fixer sur la cellule cible (Shafti-Keramat ef a/., 2003). La liaison aux GAG permettrait la fixation
d’un second récepteur qui favoriserait l'internalisation. Il semblerait que I'entrée des HPV puisse aussi
se faire par lintermédiaire des héparanes sulfates, puis d’'un second récepteur (qui serait I'a6-
intégrine pour 'HPVG6), qui permettrait 'entrée dans la cellule cible (Bousarghin ef al, 2005). I
semblerait également que les kératinocytes puissent synthétiser la laminine 5 ayant une fonction de

récepteur pour I'acces des virus aux cellules (Culp ef a/,, 2006).

I s’en suit une internalisation des virions via des voies d’endocytoses. Deux systémes
d’endocytoces ont été décrits pour les HPV : la voie dépendante des clathrines et la voie dépendante
des cavéoles.

- Voie dépendante des clathrines: au cours de ce processus d’endocytose, des vésicules
hérissées se forment par intériorisation de la membrane plasmique. De nombreuses molécules
fibrillaires de clathrine se fixent a la surface de ces vésicules donnant cet aspect hérissé. Apres
endocytose, les vésicules fusionnent avec des endosomes a pH acide. Les virions sont alors libérés
dans le cytosol. Cette voie est empruntée par les HPV16 et 58 notamment (Bousarghin ef al., 2003b)
et également le BPV1 (Zhou et al., 1995).
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- Voie dépendante des cavéoles : les cavéoles correspondent a des invaginations lisses de la
membrane plasmique. Ces cavéoles se forment au niveau des microdomaines lipidiques présentant
des concentrations élevées en cholestérol et en sphingomyéline. Les cavéoles vont fusionner avec
des cavéosomes et vont alors libérer les virions vers divers compartiments cellulaires. Cette voie est
empruntée par les HPV31 et 33 (Selinka ef a/., 2002).

Apres endocytose, les particules virales, grace a des interactions entre les protéines E4, E1 et
celles composant les microtubules et les microfilaments d’actine du cytosquelette, vont atteindre le
noyau de la cellule (Doorbar ef al., 1991). L’absence de virions dans le noyau des cellules infectées
suggere qu’il y a désassemblage de la capside au niveau des pores nucléaires (Nelson ef al., 2000,
Nelson et al, 2003). Le transport nucléaire du génome viral est possible également grace a la
présence de signaux de localisation nucléaire sur les protéines L1 (Bousarghin ef al/, 2003b,
Bousarghin ef al., 2004, EI Mehdaoui ef al., 2000, Touze ef a/,, 2000, Zhou ef al., 1993, Zhou ef al.,
1994). Ces virus vont se multiplier au rythme des divisions successives et de la maturation de la

cellule hote.

La réplication du génome des HPV se fait en méme temps que celui de 'ADN de la cellule héte.
Trois étapes successives caractérisent la réplication virale : établissement, maintenance et
amplification.

- La phase d'établissement est non productive. Elle se déroule dans les couches basales de
I'épithélium. L’ADN viral, sous forme épisomale, se réplique de fagon limitée jusqu’a 50 a 100 copies
par cellule. L’activation de la réplication implique une interaction en tandem de la protéine E2 avec la
protéine E1 qui se fixe sur une séquence représentant une origine de réplication nécessaire et
suffisante a la réplication d'un ADN dans les cellules en culture (Demeret ef a/, 1994). La fixation de
E2 aux sites proximaux du promoteur précoce réprime la transcription des genes E6 et E7 par
encombrement stérique, en empéchant la fixation de facteurs de transcription cellulaires essentiels a
la formation du complexe de pré-initiation de la transcription, tels que les facteurs Sp1 et TBP (« Tata
box Binding Protein ») (Demeret ef al., 1997, Demeret ef al, 1998, Demeret ef al., 1994, Dong ef al.,
1994, Tan et al,, 1992).

- La seconde étape est la phase de maintien. Elle a lieu dans les couches basales et
suprabasales. Le nombre de copies d’ADN d’HPV reste stable dans les cellules en division. A ce
stade il n’y a toujours pas de production de virion. Seules les protéines précoces sont exprimées.

- La troisieme étape est la phase d’amplification qui est associée a une phase productive. Cette
étape est étroitement liée a la différenciation des cellules épithéliales. Les protéines tardives
composant la capside (L1 et L2) ainsi que E4 sont exprimées. La protéine E4 va favoriser la libération
des virus via la désorganisation de la lamina nucléaire. Les HPV ne sont pas des virus lytiques et ils
profitent de la desquamation naturelle des cellules pour étre libérés dans le milieu extérieur et

potentiellement infecter un autre organisme (Flores & Lambert, 1997).
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1.1.5. Intégration et carcinogenése des HPV HR
Des études in vifro et in vivo ont permis de mettre en évidence le pouvoir immortalisant et
transformant des protéines précoces E6 et E7 des HPV a haut risque, les seules protéines a étre
constamment exprimées dans les tumeurs du col de I'utérus (Song ef a/, 1999, Vousden ef al., 1988,
Watanabe ef al., 1989).

1.1.5.1. Intégration du génome viral

Le pouvoir immortalisant et transformant des HPV HR est étroitement lié a I'état physique du
génome viral. L’intégration est un événement important du processus de carcinogeneése, mais
constitue une impasse biologique pour le virus, car une fois son matériel génétique intégré, il ne peut
plus avoir de cycle complet de multiplication (Popescu & DiPaolo, 1990). La linéarisation du génome
intervient le plus souvent au niveau de la POL E1/E2 (Baker ef al., 1987, Choo ef al., 1987a, Choo ef
al., 1987b, Schwarz ef al., 1985, Shirasawa ef al, 1989, Shirasawa ef a/, 1986, Shirasawa ef al.,
1987). Le plus souvent, la rupture du cadre de lecture de E2 entraine une perte d’expression de la
protéine E2 (Figure 2). Toutefois, il semblerait que toute ou une partie de la POL E1 puisse étre
éliminée lors de la linéarisation et de lintégration du génome des HPV (Arias-Pulido ef a/, 2006,
Vinokurova ef al., 2005, von Knebel Doeberitz, 2002).
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Figure 2. Intégration des hpv a haut risque et mécanismes d’immortalisation et de transformation
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Alors, que la fixation de E2 sur le promoteur précoce active la réplication de I'ADN viral, cette
protéine a la propriété de réprimer la transcription des génes précoces.

L’intégration du génome des HPV qui semble s’effectuer la plupart du temps au hasard dans le
génome de la cellule hote, peut étre une conséquence directe de l'instabilité chromosomique et un
événement important dans la progression des lésions précancéreuses du col de I'utérus (mais aussi
au niveau d’autres tissus pouvant étre infectés par ces virus). La rupture du cadre de lecture de
certains génes cellulaires, faisant suite au phénoméne de mutagenése insertionelle engendrée par
l'intégration de 'ADN d’HPV pourrait constituer un facteur de progression vers un cancer. Plus de 190
sites d’intégration du génome viral ont été décris a ce jour, et une revue de cette littérature permet de
confirmer que l'intégration d’'HPV se fait le plus souvent au hasard, mais avec une préférence pour les
sites fragiles (Wentzensen ef a/, 2004). Ainsi, une étude a montré par des techniques d’hybridation /n
situ a l'aide de sondes spécifiques marquées et en utilisant la lignée cellulaire SW756 dérivée d’'un
cancer invasif du col, que des séquences d’'HPV18 étaient retrouvées intégrées au niveau de la région
chromosomique 12914-g15. Il a été localisé également dans la méme région chromosomique les
génomes d'HPV16 intégrés dans les cellules SK-v, dérivant d'une Iésion néoplasique intraépithéliale
vulvaire (VIN, « Vulvar Intraepithelial Neoplasia »), ce qui fait penser que la région chromosomique
12914-q15 peut correspondre également a un site préférentiel d'intégration de génomes d'HPV dans
les tumeurs génitales (Sastre-Garau ef al, 1995). Plus récemment, des travaux ont proposé que
l'intégration d’'HPV18 se déroule de fagon préférentielle prés du locus de c-myc dans les carcinomes
cervicaux (Couturier ef al, 1991, Durst ef al., 1987, Ferber ef al., 2003, Herrick ef al., 2005, Peter ef
al., 2006, Sastre-Garau ef al., 2000). L’information apportée par ces études est trés importante et trés
novatrice, puisque jusqu’alors, on pensait que I'intégration du génome d’HPV dans I’ADN de I'hote se
déroulait de maniére totalement aléatoire. Or, si 'on sait que certaines régions sont plus favorables a
la recombinaison, tels que les CFS (« common fragiles sites »), il n’avait jamais encore été montré
que lintégration d’HPV pouvait étre quasi-spécifique d’une séquence de I'héte, et surtout d’'un géne
comme c-myc correspondant a la région chromosomique 8q24 (Bernard et al, 1994). Cela pourrait
traduire que lintégration en elle-méme puisse jouer un rble extrémement important dans le
développement d’'un phénotype malin (en dehors des propriétés immortalisantes et transformantes de
certains genes de 'ADN viral) (Peitsaro ef al., 2002, Syrjanen & Syrjanen, 1999). Enfin, des études
ont pu montré une expression possible de E6 et E7 via des transcrits de fusion cellule-virus (Glahder
et al., 2003).

1.1.5.2. Propriétés d'immortalisation et de transformation des protéines E6 et E7
Les propriétés de transformation des HPV a haut risque ont initialement été mises en évidence
dans des cellules de rongeurs, et sont la conséquence de I'expression des oncoprotéines virales E7 et
E6 (Phelps ef al, 1988, Tanaka ef al., 1989, Vousden ef a/, 1989, Watanabe & Yoshiike, 1988a,
Watanabe & Yoshiike, 1988b).
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La protéine E7 est composée de 98 acides aminés et divisée en 3 domaines, CR1, CR2 et CR3
(« Conserved Region ») basés d’aprés des homologies de séquences avec la protéine E1A de
I'adénovirus. Au niveau du domaine CR3, E7 peut se dimériser via deux motifs en doigt de zinc (Cys-
X-X-Cys) et se fixer a 'ADN. De nombreuses études ont montré que la protéine E7 pouvait se lier
avec une forte affinité a pRb (RetinoBlastoma tumor suppressor Protein) (Dyson ef a/,, 1992, Munger
et al., 2001, Munger & Howley, 2002, Munger & Phelps, 1993, Munger ef a/, 1989a, Munger ef al.,
1989b, Munger et al,, 1991). Cette liaison favorise la dissociation des complexes pRb-E2F, conduisant
ainsi a la libération des facteurs de transcription E2-F1, 2, 3/DP-1 induisant I'entrée de la cellule en
phase S et la synthése de 'ADN. La protéine pRb peut étre inactivée du fait d’'une dégradation induite
par E7 et via le protéasome et cette dégradation est nécessaire a I'immortalisation des cellules et
l'induction d’anomalies lors de la mitose (Duensing & Munger, 2003a, Duensing & Munger, 2003b,
Duensing & Munger, 2004) (Figures 3). La protéine E7 lie aussi des protéines apparentées a la pRb et
notamment p107 (active lors de la transition G1/S ainsi qu’en G2), et p130 (active lors de la transition
G0/G1). Ces interactions permettent a E7 de déréguler le cycle cellulaire. De plus, E7 peut trans-
activer directement les promoteurs des cyclines E et A (Caldeira ef al., 2000), et lier et ainsi neutraliser
les inhibiteurs des CDK (Cyclin Dependent Kinase), p21 et p27 (Jones ef a/,, 1997, Jones & Munger,
1997, Zerfass-Thome et al, 1996). Dans les conditions physiologiques, la transcription des génes
dépendante de E2F est aussi controlée par les hDACs (histone DéACétylaseS) (de Ruijter ef al,
2003), qui inhibent la transcription génique. Or il a été démontré que E7 d’'HPV 31 peut se lier aux
hDACs et ainsi activer la transcription du géne E2F-2 (de la famille E2F) (Longworth & Laimins, 2004).
Il semble enfin que la liaison entre E7 et les hDACs est importante pour le maintien de la forme
épisomale du génome viral durant la phase productive du cycle viral (Longworth ef al,, 2005).

Les protéines E7 des HPV BR, quant a elles, se lient avec une faible affinité a pRb par rapport

aux protéines E7 d’'HPV a HR et n’ont pas d’activité immortalisante (McGlennen, 2000).

La protéine E6 des HPV a haut risque joue aussi un réle important car elle est nécessaire a
limmortalisation et la transformation des cellules. La protéine E6 est composée de 151 acides aminés
et présente 2 domaines en doigts de zinc trés conservés et indispensables a sa fonctionnalité (Rapp &
Chen, 1998). Initialement, il a été montré que la protéine E6 des HPV haut risque avait une capacité a
coopérer avec E7 dans le processus d’immortalisation et de transformation des cellules humaines
(Hawley-Nelson ef al., 1988, Munger ef al., 2004, Munger & Howley, 2002, Munger ef a/., 1989a). La
premiére cible de E6 a avoir été identifiée est la protéine suppresseur de tumeur p53. Cette protéine
est mutée dans plus de 50% des cancers humains alors que dans les cancers du col de l'utérus
induits par HPV, elle est sauvage. E6 a la propriété d’'induire la dégradation de p53 via la voie du
protéasome. Ceci nécessite une complexation de la protéine virale avec une protéine associée,
'E6GAP (« E6-Associated Protein ») (Ha & Califano, 2004, Huibregtse ef al., 1991, Huibregtse ef al,,
1993a, Huibregtse ef al., 1993b, Scheffner ef a/, 1990, Scheffner & Whitaker, 2003) (Figure 3). Cette
EGAP, est une protéine cellulaire appartenant a la famille des ubiquitines ligases et qui permet
l'ubiquitination de la protéine p53, constituant ainsi un signal de dégradation par le protéasome
(Scheffner et al,, 1990, Scheffner & Whitaker, 2003). Cette dégradation du facteur de transcription p53
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va conduire a une perte des mécanismes de régulation du cycle cellulaire en G1 et en G2. E6 peut
aussi moduler I'activité de la télomérase, en régulant I'expression de la sous unité catalytique hTERT
(« human TElomerase Reverse Transcriptase ») (Gewin & Galloway, 2001, Gewin ef a/., 2004). E6
agit également avec de nombreuses protéines impliquées dans la régulation du cycle, dans
I'adhérence et la polarité cellulaire ainsi que dans la formation des jonctions cellulaires (Mantovani &
Banks, 2001).
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1.2. CAUSALITE ENTRE INFECTION PAR UN HPV ET CANCER DU COL DE L'UTERUS

1.2.1. Causalité

C’est en 1995 que le lien de causalité entre l'infection par certains papillomavirus humains dit a
haut risque oncogénique (HPV HR) et I'apparition des Iésions cervicales a été confirmé par une étude
épidémiologique de grande ampleur (Bosch ef al, 1995). Depuis, un grand nombre d’études
sérieuses ont permis de confirmer ce lien de causalité : sans la présence du virus, le cancer du col
utérin ne se développe pas. /n fine 99,7% des cancers invasifs du col utérin abritent des HPV a haut
risque (Bosch & de Sanjose, 2002, Herrington ef al, 1995b, Herrington ef al., 1995¢, Munoz, 2000,
Walboomers ef al, 1999). Ainsi, il est nécessaire d’intégrer dans l'histoire naturelle des lésions

cervicales la présence de 'HPV.

1.2.2. Epidémiologie

Un nombre trés important d’études évaluant la prévalence de linfection génitale a HPV dans
différentes populations est disponible a ce jour. Ainsi, la proportion de femmes porteuses d’'HPV est
évaluée entre 15 et 40% dans les populations jeunes et sexuellement actives, avec un pic pour la
classe d’age 20-25 ans. Cette proportion chute a 2 a 8% aprés 35 ans. Dans un certain nombre de
populations, un second pic de prévalence est décrit chez les femmes de plus de 50 ans (Bosch,
2003). Linfection a HPV est considérée comme étant la plus fréquente des infections sexuellement
transmissibles. Le nombre de nouvelles infections génitales par un HPV dans le monde est estimé a
30 millions par an, et il a été rapporté que 50 a 75% des femmes de 15 a 44 ans sont ou ont été
exposées aux HPV (Monsonego ef al.,, 2006, Scheurer ef al., 2005). Selon les zones géographiques,
le taux d’exposition des femmes aux HPV peut varier de fagon importante. Ainsi aux Etats-Unis, on
estime que 70% des femmes sexuellement actives auront rencontré un HPV au cours de leur vie
sexuelle, et ce taux est de 95% sur le continent africain (Bosch ef al., 2002, Koutsky, 1997, Koutsky ef
al, 1992).

A l'échelle mondiale, le cancer du col de l'utérus représente un probléeme important de santé
publique puisque chaque année, 470 000 nouveaux cas sont diagnostiqués et 195 000 femmes en
décedent (Clifford et al., 2005a, Franceschi & Mahe, 2005) Les taux d’incidence varient en fonction du
développement industriel des pays concernés, et a titre d’exemple, ce taux va de 3,8/100 000 en Asie
de I'Ouest jusqu’a 34,8/100 000 dans les Caraibes (Bosch & de Sanjose, 2003, Franceschi, 2005,
Parkin ef al, 2001) (Figure 4A). Effectivement, la prévalence du cancer du col de l'utérus a travers le
monde est étroitement liée a I'existence d’une politique de dépistage des Iésions précancéreuses.
Ainsi, il représente le cancer féminin le plus fréquent dans les pays en voie de développement et il
occupe la 7éme § la 9éme place dans les pays développés. Or, cette différence de prévalence entre
pays développés et pays en voie de développement existe seulement pour le groupe des femmes de
plus de 30 ans (Bosch, 2003). L’incidence du cancer du col de I'utérus augmente de fagon importante

entre 20 et 35 ans, et ceci de fagon comparable en ce qui concerne les pays ayant un programme de

24



Revue de la littérature - HPV et lésions du col utérin

dépistage et ceux n’en n'ayant pas. Ceci suggére que I'exposition aux HPV est sensiblement la méme
dans ces deux groupes de pays. Cependant, dans les populations agées de plus de 35 ans,
l'incidence du cancer continue a augmenter dans les pays sans programme de dépistage, jusqu’a
atteindre des taux 3 a 4 fois plus important que ceux observés dans les pays avec programme de
dépistage, ce qui souligne I'importance de tels programmes (Bosch, 2003, Franceschi, 2005) (Figure
4B). Un second pic d’incidence peut apparaitre ensuite dans les ages plus avancés (supérieur a 60
ans), possiblement en raison du second pic de prévalence de linfection HPV et d’'une certaine
diminution du dépistage de la population a cet dge (Bosch, 2003) (Figure 5B). Enfin, une étude
récente a montré que dans certains pays n’ayant aucun programme de prévention tels que I'Inde et le
Nigéria, les prévalences de l'infection HPV sont les mémes quel que soit le groupe d’age considéré
(Franceschi et al.,, 2006).

En France, les taux d’incidence sont passés de 15,6/100 000 a 8,6/100 000 de 1978 a 1992 et le
nombre de nouveaux cas était de prés de 6 000 en 1975, 4 200 en 1985 et 3 200 en 1995. Le nombre
de déces est passé de 2500 en 1975 a 1600 en 1995, et a 1 000 en 2000 (Monsonego, 2007)
(Figure 5A). Ce cancer se situe au 8¢me rang des cancers féminins en terme de fréquence, et au 5éme
rang en terme de mortalité (Remontet ef a/., 2003). Depuis 1995, l'incidence et la mortalité dues au
cancer du col de 'utérus se sont stabilisées, la diminution du nombre de cas chez les femmes les plus
agées (de plus de 50 ans) étant compensée par une augmentation chez les femmes plus jeunes (de

moins de 35 ans) (Monsonego, 2007) (Figure 5).
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Figure 4. Incidence du cancer du col de /'utérus dans le monde
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B. Incidence mondiale en fonction de I'age (Franceschi, 2005)
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1.2.3. Facteurs de risque

Ces virus étant transmis par voie sexuelle, des facteurs d’exposition aux HPV tels que le nombre
de partenaires sexuels, I'age lors des premiers rapports sexuels, les antécédents de maladies
sexuellement transmissibles (MST), l'utilisation de contraceptifs oraux ont été définis comme des
facteurs de risque de développer un cancer du col de l'utérus. De plus, il a été montré que les groupes
de femmes a risque de développer un cancer du col de l'utérus se composent de patientes infectées
de facon persistante par un HPV a haut risque (Bosch ef a/., 2006). Ainsi, la détection des infections a
HPV est a ce jour proposée dans les pratiques préventives spécifiques, et des outils performants sont

a disposition pour diagnostiquer les femmes HPV positives.

27



Revue de la littérature - HPV et lésions du col utérin

1.3. PATHOLOGIES DU COL UTERIN ASSOCIEES AUX HPV

1.3.1. Col de I'utérus, description anatomo-histologique
Le col utérin est la partie la plus inférieure de l'utérus, occupant le tiers supérieur du vagin. I
mesure 2,5 a 3 cm de long (chez la femme nullipare adulte) et regarde en bas et en avant. De forme
conique, il présente un orifice a bord régulier. Le col de l'utérus est composé de tissus fibreux,
musculaire et élastique. Le tissus conjonctif est prédominant et le tissus musculaire lisse occupant la
portion interne du col est absent dans sa portion vaginale. Deux épithéliums d’origine embryonnaire

différente recouvrent le col utérin:

- Un épithélium cylindrique, de 'endocol jusqu’a 'endomeétre
Il est composé d'une seule couche de cellules et sa surface présente des surélévations (aspect
papillaire) ou des invaginations dans le stroma (aspect glandulaire). Deux types cellulaires se cétoient

dans cet épithélium : les cellules ciliées et les cellules muco-sécrétantes (sécrétant la glaire cervicale).

- Un épithélium malpighien, sur le versant exocervical et le vagin
Il est de type pavimenteux (pluristratifié) et non kératinisé. Cet épithélium est sous-tendu par du
chorion, encore appelé stroma. Une lame basale séparant le stroma de I'épithélium est nécessaire a
la conservation et au renouvellement de cet épithélium. Effectivement, un renouvellement permanent
des cellules caractérise cet épithélium, de la partie basale vers la partie superficielle, et se traduit par
une prolifération, une maturation et une desquamation des cellules. Ainsi, les cellules se répartissent
sur 5 couches : basale, parabasale, intermédiaire, superficielle et desquamante. Le stroma est

composé de fibroblastes et de cellules immunitaires.

- Zone de jonction ou rencontre entre deux épithéliums

La rencontre entre I'épithélium exocervical et endocervical est d’'une importance capitale, car
théoriguement, cette jonction se fait de fagon brutale, avec passage instantané du revétement
malpighien au revétement cylindrique (Figure 6). Cette région, que I'on appelle jonction pavimento-
cylindrique, représente une zone de fragilité a la fois mécanique et immunitaire. En particulier au cours
de la vie génitale de la femme, cette zone va étre soumise a des modifications hormonales (cycles
menstruels) et mécaniques (relations sexuelles, grossesses), ainsi qu'a des agressions aboutissant a
la formation d’'une région de transition ou zone de transformation. La transformation de I'épithélium
cylindrique endocervical en un revétement malpighien porte le nom de métaplasie malpighienne. I
n'est donc pas étonnant que cette zone de transformation puisse constituer une plaque tournante
dans les pathologies infectieuses sexuellement transmissibles, et en particulier dans la pathologie
précancéreuse cervicale. Effectivement, il a été montré que c’est au niveau de cette zone que va

naitre la majorité des Iésions cervicales.
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Figure 6. Représentation schématique et histologie de la zone de jonction pavimento-cylindrique
Les fleches bleues représentent la jonction pavimento-cylindrique

1.3.2. Lésions HPV induites du col utérin
A la différence des lésions du col utérin non induites par les HPV et non précancéreuses (telles
que les malformations, déformations, lésions inflammatoires ou dystrophies cervicales simples), que
nous ne traiterons pas dans ce manuscrit, les Iésions précancéreuses, induites par les HPV sont le
plus souvent cliniquement muettes, ce qui ne facilite pas leur dépistage sans une technologie
adaptée. Les lésions du col utérin peuvent étre classées de la maniére suivante :

- Condylomes cervicaux
lls représentent trés souvent une manifestation de l'infection a HPV, et ont 'apparence de verrues
localisées sur le col. Différentes formes cliniques sont retrouvées. Certaines sont associées aux HPV
BR, ce sont les formes acuminées. D’autres formes sont associées aux HPV HR, et ce sont les
formes maculaires ou diffuses.

29



Revue de la littérature - HPV et lésions du col utérin

- Dysplasies cervicales
Les dysplasies sont encore appelées néoplasies cervicales intraépithéliales ou CIN (« Cervical
Intraepithelial Neoplasia »). Cette appellation fait référence a la classification histologique de Richart
(Richart, 1975, Richart & Wright, 1992) a différents stades de gravité et correspondent a un
bouleversement de la structure de I'épithélium du col utérin. Nous détaillerons ceci dans le chapitre

suivant « 7.3.4. Hisfoire naturelle et détection des lésions associées a HPV ».

- Cancer invasif du col utérin
En clinique, plusieurs formes de cancer du col de I'utérus sont décrites : forme infra-clinique avec
frottis cervicaux positifs, formes bourgeonnantes et hémorragiques, formes infiltrantes ou encore
formes ulcératives. Deux formes histologiques sont décrites :
* Le cancer épidermoide ou SCC (« Squamous-cell Carcinoma »), développé a partir de
I'épithélium pluristratifié de I'exocol, de loin la forme la plus fréquente (80 a 95%).
* L’adénocarcinome ou ADC (« Adenocarcinoma »), développé a partir de la muqueuse de

I'endocol, rare mais qui présente des aspects microscopiques particulierement variés.

1.3.3. Contamination et transmission
1.3.3.1. Comportements sexuels a risque

De nombreuses études épidémiologiques confirment que le comportement sexuel de l'individu et
de son ou ses partenaires sont les plus importants facteurs de risque pour I'acquisition d’HPV
génitaux et le développement de Iésions précancéreuses et cancéreuses au niveau du col de l'utérus
(Franco, 1995, Schiffman ef al, 1993). Ainsi, 'age au moment des premiers rapports sexuels, le
nombre de partenaires sexuels au cours de la vie et le changement récent de partenaire vont
constituer trois facteurs déterminants de l'infection génitale a HPV. Les comportements sexuels a
risque comme facteurs de risque, ont été observés au travers d’études portant sur des cohortes de
prostituées ou des femmes venant consulter pour des maladies sexuellement transmissibles, chez
lesquelles la prévalence de linfection par HPV est trés importante (Kjaer ef al, 2001, Kjaer ef al.,
2000). Il a pu étre aussi montré que l'activité sexuelle des partenaires des femmes pour lesquelles des
Iésions du col utéin et/ou une infection par HPV ont été détectées, se présentait également comme un
facteur de risque supplémentaire par rapport a des groupes de femmes qui n‘ont pas ce type de
pathologie génitale.

Enfin, la transmission des HPV par le sang n’est pas démontré aujourd’hui, car I'existence d’'une
virémie des HPV est peu probable (Howley, 1983, zur Hausen, 1996a, zur Hausen, 1996b), méme si
quelques études ont pu montrer la présence d’'HPV dans le sang chez certaines patientes, présentant
des lésions infiltrantes caractéristiques (Bodaghi ef a/., 2005, Dong ef a/., 2002).

Le virus peut se propager aprés desquamation des cellules infectées a un autre épithélium
(muqueux, mais aussi cutané) du méme organisme par un phénoméne d’auto-inoculation, ce qui
explique le caractére souvent multifocal des lésions a HPV, avec un passage vers le tractus génital
féminin inférieur (vagin et vulve), voire vers I'anus. Dans la trés grande majorité des cas, le passage a

un autre hote se fera a nouveau par voie sexuelle : une femme infectée par les HPV peut a son tour
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transmettre l'infection a un partenaire, par contact direct entre les épithéliums génitaux lors d’une

relation sexuelle.

1.3.3.2. Réle du partenaire masculin

L’homme est certainement un élément important contribuant a la transmission de cette infection. I
a été montré que plus le nombre de partenaires sexuelles augmentait, plus la présence d’'HPV au
niveau pénien augmentait (Castellsague ef al,, 2002, Castellsague ef al., 1997, Kjaer et al., 2005).

Chez 'homme, l'infection génitale a HPV peut étre latente, subclinique ou clinique. Il existe
différents types de lésions cliniques, qui peuvent étre des verrues génitales bénignes (souvent
induites par des HPV BR), des néoplasies péniennes intraépithéliales de grade 1 a 3, et des Iésions
cancéreuses invasives.

Les lésions péniennes précancéreuses restent relativement exceptionnelles chez 'homme et
touchent essentiellement les sujets immunodéficients infectés par le Virus de I'lmmunodéficience
Humaine (VIH) ou transplantés d’organes (Gomousa-Michael ef a/, 2000). C’est la persistance d’'HPV
a haut risque qui représente le facteur de risque principal de progression de telles Iésions. Le cancer
pénien est une maladie rare dans les pays développés (0,3 a 0,5% de tous les cancers masculins)
(Aynaud ef al., 2003, Aynaud ef al,, 1999, Malek ef al., 1993). En revanche dans les pays en voie de
développement, il représente 10 a 22% de tous les cancers masculins, et peut atteindre une
fréquence de 2% chez les hommes de plus de 75 ans dans certaines régions de 'Ouganda (Wabinga
et al., 2000). Enfin, il a été montré que la circoncision réalisée en période néonatale était associée a
une diminution d’'un facteur 3 du risque de développer un cancer pénien associé aux HPV (Maden ef
al., 1993, Moses ef al., 1998). Par ailleurs, Castellsagué a montré que la circoncision était associée a
un risque réduit d’infection pénienne a HPV, et dans le cas d’antécédents de multiples partenaires
sexuels, a un risque diminué de cancer cervical chez les partenaires féminins (Castellsague ef al,
2002).

1.3.3.3. Transmission verticale mére/feetus

Des études ont permis d’établir I'existence d’une transmission verticale de la mére a I'enfant lors
de l'accouchement par voie basse, par contact du nouveau-né avec les voies génitales maternelles
(Cason et al., 1995, Wang ef al, 1998). Certains auteurs pensent que la prévalence de l'infection a
HPV chez la femme enceinte serait plus élevée que chez celles qui ne le sont pas (Fife ef a/,, 1996b,
Fife et al., 1987), alors que pour d’autres, cette prévalence ne serait pas modifiée (Soares ef a/., 1990,
Tenti ef al, 1997). La transmission materno-foetale des HPV est clairement reconnue par les
obstétriciens. Elle peut étre directe par contact entre les Iésions maternelles et le foetus (Puranen ef
al., 1996, Puranen ef al., 1997), ou indirecte, par voie transplacentaire (Tseng ef a/., 1998). Il a été
rapporté, certes de fagon anecdotique, la présence de condylomes buccaux ou génitaux chez des
nouveau-nés de meres infectées par HPV. L’équipe de Tseng a également pu mettre en évidence la
présence d’'HPV dans le sang de cordon. Ceci permet de penser a une transmission autre que par
voie génitale. La présence d’HPV a aussi été montrée au niveau de la caduque provenant

d’avortements spontanés précoces et dans le syncytiotrophoblaste de produits de fausse-couche
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(Hermonat ef al., 1997). Méme si ce sont les HPV a bas risque tels que HPV6 et 11 qui sont le plus
fréquemment retrouvés chez le nouveau-né, les HPV a haut risque peuvent étre transmis avec une
fréquence élevée lors de I'accouchement. Il semblerait que l'acquisition de ces HPV en période
périnatale puisse conférer aux enfants de sexe féminin une augmentation du risque de CIN (Pakarian
et al, 1994). Il est estimé que 4 a 72% des nouveau-nés sont porteurs d’'HPV si la meére est elle-
méme infectée. Mais de fagon étonnante, 0,6 a 20% des nouveau-nés dont la mére n’est pas infectée
au niveau génital peuvent abriter des HPV (Cason ef a/., 1995, Sedlacek ef a/, 1989). Ces données
surprenantes confirment alors I'idée d’'une contamination postnatale. Enfin, les facteurs qui semblent
influencer la transmission maternofcetale sont la charge virale HPV (Kaye ef al., 1994) et le grade

élevé de la lésion présente chez la mere (Armbruster-Moraes et a/., 1993).

1.3.4. Histoire naturelle et détection des |ésions associées a HPV

La connaissance de I'histoire naturelle du cancer du col de l'utérus est trés importante dans la
compréhension de cette pathologie, et pour la mise en place des stratégies de dépistage, de la prise
en charge thérapeutique et des stratégies vaccinales. Il est donc nécessaire d’inclure I'histoire
naturelle de l'infection HPV dans celle des Iésions précancéreuses et cancéreuses.

Nous avons vu préalablement qu’une infection par HPV était nécessaire au développement des
Iésions précurseurs et du cancer du col de l'utérus. Les différents stades de l'infection HPV et du
processus de carcinogenese, au cours de l'histoire naturelle des Iésions du col de l'utérus se doivent
d’étre parfaitement identifiés et étudiés afin de permettre la définition d’'un « point de départ » rationnel
nécessaire a toute discussion visant a améliorer les efforts de prévention de cette pathologie. Une
meilleure compréhension de cette l'histoire naturelle se traduit par I'établissement de modéles
d’études de plus en plus précis, pour chaque étape de développement des lésions. Ces études
restent malgré tout trés dépendantes des limites techniques offertes par les méthodes de dépistage
de I'HPV, la cytologie, la colposcopie et I'histopathologie. Pour des raisons encore inconnues mais
fortement soupgonnables, les infections HPV tendant a causer des cancers sont majoritairement
localisées dans la zone de transformation. Effectivement, les épithéliums de type utérin, anal ou bien
encore au niveau des amygdales sont des exemples de tissus présentant des zones de
transformation métaplasique propices aux infections HPV et au processus de carcinogenése en
découlant. Parmi le large spectre des anomalies épithéliales induites par une infection par un HPV,
certaines ont été formellement identifiées comme étant des premiéres étapes permettant de suspecter
le développement de néoplasies intraépithéliales plus sévéres aboutissant au cancer invasif. Ces
concepts histopathologiques sont trés importants dans la prise en charge des Iésions précancéreuses
du col de l'utérus quand elles sont dépistées. Pour les études épidémiologiques, ceci renforce l'idée
de considérer l'infection HPV comme une événement majeur nécessaire a la transition de I'état normal
a I'état précancéreux ou cancéreux. Effectivement, les plus importantes caractéristiques virales
intervenant dans cette histoire naturelle sont le génotype, la charge virale, intégration virale et la
persistance virale. Ainsi, le type d’HPV (et notamment les types a haut risque) doit étre considéré
comme un facteur plus important que la présence ou I'absence d’anomalie microscopique liée a

l'infection dans la prévention de ce cancer. D’autant plus que des types non carcinogénes (HPV a bas
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risque) sont fréquemment associés a de telles anomalies cytologiques ou histologiques. Nous
reviendrons sur ces notions dans le chapitre « 2. Facteurs viraux influengant I'évolution des lésions

associees aux HPV ».

1.3.4.1. Détection des lésions
Pour évaluer les lésions épithéliales du col utérin trois examens complémentaires existent: la

cytologie, la colposcopie et I'histologie.

* La cytologie est une méthode non invasive qui consiste a prélever a I'aide d’une cytobrosse par
exfoliation, et a observer les cellules de I'épithélium muqueux (Schaffer ef a/, 2000). L'utilisation de
cette méthode de détection repose sur le fait que les cellules exfoliées que I'on observe sont
représentatives de la Iésion sous-jacente. Cette méthode est simple, peu onéreuse et posséde une
spécificité élevée (90%) (Clavel et al, 2001, Schiffman et al., 2000). Elle présente I'avantage d’avoir
permis, par son utilisation dans le cadre du dépistage du cancer du col de l'utérus, une forte
diminution de la prévalence du cancer du col de I'utérus depuis les années 1970 (Gustafsson ef al.,
1997a, Gustafsson ef al,, 1997b) : par exemple aux Etats-Unis, le taux de mortalité par cancer du col
de I'utérus ainsi que son incidence ont baissé de plus de 40% entre 1973 et 1995 (Wingo ef al., 1998).
Cette diminution de lincidence de ce cancer durant cette période s’est accompagnée d’'une
augmentation de lincidence des lésions précancéreuses. Cette évolution est en faveur du réle
bénéfique du dépistage de ces lésions et bien entendu de leur traitement. Aujourd’hui, c’est le
systeme de Bethesda, dans sa version actualisée de 2001 (Solomon ef al., 2002), qui est utilisé pour
formuler les résultats du frottis (Schaffer ef al, 2000) (Figure 7). Les anomalies des cellules
malpighiennes constatées lors d’un frottis sont désignées en :

Lésions intra-épithéliales de bas grade ou LGSIL (« Low Grade Squamous Intrepithelial
Lesions »), regroupant lésions condylomateuses et dysplasies légéres (correspondant en

histologie a des lésions de type CIN1 pour « Cervical Intra-epithelial Neoplasia » de grade 1).

Lésions intra-épithéliales de haut grade ou HGSIL (« High Grade Squamous Intrepithelial
Lesions »), correspondent a des frottis évocateurs de dysplasie modérée ou sévere

(correspondant en histologie a des Iésions de types CIN2 et 3).

Carcinome invasif correspond a des frottis évocateurs de cellules malpighiennes cancéreuses.

Les atypies des cellules malpighiennes ou ASC (« Atypia of Squamous Cells ») sont
caractérisées par des frottis appelés frottis équivoques ou atypiques. lls représentent des
altérations cellulaires peu marquées ou peu nombreuses pour étre classées dans les Iésions de
bas grade. Cependant, ces altérations ne doivent pas étre négligées : elles peuvent
correspondre a une lésion de bas grade ou de haut grade (Sherman ef a/,, 1999). On retrouve
par ailleurs une infection a HPV dans environ 50% de ces frottis. On estime qu’environ 60% de
ces frottis correspondent a un col normal, 20 a 25% a des LGSIL, 10 a 15% a des HGSIL et 1%
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a des cancers (Sherman ef al, 1999). L'actualisation du systéme de Bethesda en 2001
propose de distinguer 2 sortes d’atypies, appelées ASC-US (de signification indéterminée) et
ASC-H (ne permettant pas d’exclure une lésion de haut grade) (Levine ef a/., 2003, Solomon ef
al., 2002).

La cytologie présente I'inconvénient d’'une sensibilité médiocre (50% en moyenne) (Fahey ef al,
1995, Nanda ef al, 2000) et, malgré [I'utilisation du systéeme de Bethesda, d’'une mauvaise
reproductibilité inter-observateurs et inter-laboratoires (Stoler & Schiffman, 2001).

Cette méthode est utilisée depuis 1928, et est restée inchangée pendant plus d’'un demi siécle.
Cela fait une décennie seulement que de nouvelles avancées ont été réalisées, reposant sur le fait
que le cancer du col de I'utérus est une maladie viro-induite. Ces avancées s’inscrivent dans le cadre
de l'amélioration de la sensibilité et de la spécificité du test par lintroduction de technologies
innovantes, allant de la cytologie en phase liquide en 1997 (Cartier, 2006, Monsonego ef al., 2001,
Sherman et al., 1997, Stoler, 2000), a la lecture automatisée des frottis (Howell ef a/., 1998, Oringer ef
al, 1997) et a I'ajout d’'un test de détection des HPV (Clavel ef a/, 1998b, Dalstein ef a/., 2004,
Ratnam ef a/, 2000, Riethmuller ef a/., 1999)

* La colposcopie est une méthode qui consiste en 'examen macroscopique du col de l'utérus a
l'aide d’une loupe. Elle permet d’évaluer I'aspect de I'épithélium du col de l'utérus. Trois types
d’examen peuvent étre pratiqués en colposcopie: I'examen sans préparation; I'examen avec
application d’acide acétique a 3% ; 'examen avec application de Lugol (solution iodo-iodurée) encore
appelé test de Schiller (Holcomb & Runowicz, 2005, Lindeque, 2005). La colposcopie est considérée
comme non satisfaisante lorsque la zone de jonction pavimento-cylindrique n’est pas visible, ou
seulement partiellement visible (car s’enfongant dans I'endocol), ou encore lorsqu’elle ne permet pas
d’observer I'intégralité des Iésions cervicales (qui s’enfoncent dans le canal endocervical). La Société
Frangaise de Colposcopie et de Pathologie Cervico-Vaginale (SFCPCV) reconnait deux grades de
transformations atypiques (TAG). Les TAG1 évoquent de simples dystrophies, des condylomes ou
des dysplasies légéres. Les TAG2 évoquent des dysplasies modérées ou séveres, ou encore un
cancer invasif. Les TAG1 représenteraient 80% des transformations atypiques.

Les performances de cette technique sont fortement dépendantes de I'opérateur. La sensibilité est
importante lorsque I'opérateur est aguerri, mais la spécificité reste inférieure a 50%, ce qui est a
I'origine de traitements par excés. La variabilité intra et inter-observateurs est trés élevée (Hopman ef
al., 2000, Sellors et al., 1990).

* L’histologie est la méthode de référence, qui permet de proposer un diagnostic de certitude
quant au type de lésion. Elle nécessite un prélévement tissulaire (biopsie ou piece opératoire) qui sera
fixé et inclus en paraffine. Le bloc de tissu est coupé au microtome et les coupes obtenues montées
sur une lame, colorées et enfin observées au microscope. Les systémes de classification de Richart
(Richart, 1975) et de 'OMS sont essentiellement destinées a I'histologie (Figure 7), mais on assiste

aujourd’hui a la recherche d'une simplification de ces classifications, et certains pathologistes ont
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adopté la classification de Bethesda, initialement destinée a la cytologie, au diagnostic histologique
(McCluggage et al, 1998). La sensibilité¢ de cette technique est importante et sa spécificité est
également élevée. Malgré I'évolution des systémes de classification, la variabilité inter-opérateurs
reste importante (Stoler & Schiffman, 2001). Le prélevement tissulaire représente un geste invasif, qui
est susceptible de modifier I'évolution naturelle de la Iésion, avec excision partielle ou méme parfois
totale du tissu pathologique, ce qui peut aller jusqu’a la disparition de la Iésion (on parle alors de
biopsie curatrice), phénomeéne de cicatrisation avec inflammation et afflux de cellules immunitaires.
Mais certains auteurs affirment que des biopsies répétées ne modifient pas significativement le cours
de la maladie (Chenoy ef al,, 1996).

Classification de Richart

Cellules épidermoides atypiques
(ASC - Atypical Squamous Cells)
1) De signification indéterminée (ASC-US)
2) Ne pouvant exclure une LIEHG (ASC-H)

Lésions intraépithéliales épidermoides
de bas grade (LIEBG) CIN1
(Low Grade Squamous Intraepithelial Lesions - LGSIL)

Cellules épidermoides

5 Lésions intraépithéliales épidermoides CIN2
SySteme de Bethesda de haut grade (LIEHG)

(High Grade Squamous Intraepithelial Lesions - HGSIL) CIN3

Carcinomes épidermoides

(Squamous Cells Carcinoma - SCC) Cancer invasif

Absence de Iésion intraépithéliale |An0malieS intraépithélialesl‘ k

(

Cellules glandulaires atypiques
(AGC - Atypical Glandular Cells)

Cellules glandulaires atypiques,
tendance néoplasique

Cellules glandulaires

Adénocarcinomes in situ (AIS)
(Adenocarcinoma in situ - ADCIS)

Adénocarcinomes
(Adenocarcinoma - ADC)

\.

Figure 7. Classification cytologique de Bethesda (2001) et classification histologique de Richart (1973)

1.3.4.2. Histoire naturelle des Iésions précancéreuses et cancéreuses du col utérin,

induites par HPV
La plupart des infections par HPV sont contrélées vraisemblablement par le systéeme immunitaire
et des mécanismes qui ne sont pas encore parfaitement élucidés. Ainsi on estime que la clairance
virale est réalisée en 8 a 13 mois, et cette durée pourrait étre différente en fonction des génotypes
considérés. La clairance des HPV a bas risque est de I'ordre de 6 mois, alors que celle des HPV a
haut risque est de 16 mois (Ho ef a/, 2003, Moscicki ef al., 2006). La mise en place d’'une réponse
immunitaire efficace joue vraisemblablement un réle important dans la clairance et limiterait par

ailleurs les réinfections ultérieures par les mémes génotypes.
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Il a été longtemps supposé que le développement du cancer du col utérin résultait de la
progression lente (10 a 20 ans) des lésions précurseurs : CIN1 -> CIN2 -> CIN3 -> Cancer (Richart,
1975). Cependant, des études longitudinales ont pu mettre en évidence notamment I'’émergence de
CIN3 qui ne sont pas précédées de dysplasies légéres et modérées détectables au préalable
(Koutsky ef al., 1992, Moscicki ef al., 2006, Woodman ef al., 2001). Ainsi on considéere aujourd’hui que
les lésions de bas grade (CIN1 et condylomes) seraient une manifestation distincte des CIN3,
véritables lésions précancéreuses (Cox, 2003, Kiviat & Koutsky, 1993, Koutsky ef a/., 1992, Moscicki,
1998, Moscicki ef al,, 2006). La période nécessaire au développement d'une dysplasie sévere peut-
étre courte, un a deux ans (Koutsky ef al, 1992, Woodman ef a/, 2001), ce qui signifierait que
certaines CIN3 sont une manifestation plutét courante et précoce des infections par HPV. Parmi les
HPV détectés dans les CIN1, 80% sont a haut risque et 20% sont a bas risque (Richart ef a/., 1998).
On considére que les CIN1 ont des fort taux de régression, de 47 a 57% (Ostor, 1993a, Ostor, 1993b,
Syrjanen, 1996). Le risque d’évolution d’'une LGSIL est relativement faible : moins de 2 cas pour 1000
dans les 2 premiéres années qui suivent son apparition (Melnikow ef al, 1998, Soutter, 1988).
Parallelement, il a été montré que les Iésions de bas grade ont un fort potentiel de régression suite a
I'élimination de 'HPV par le systéeme immunitaire (Moscicki ef al, 2004b). Si l'infection persiste, les
Iésions de bas grade peuvent progresser vers des lésions de haut grade. L’évolution des lésions de
haut grade, et notamment des CIN3, est difficile a explorer pour des raisons éthiques. Ces Iésions ont
une probabilité plus forte de progresser vers un cancer invasif, or ceci n’est pas systématique, car
elles sont susceptibles de régresser dans 32% a 35% des cas (Melnikow ef a/, 1998, Moscicki ef al,
2004a, Ostor, 1993a, Ostor, 1993b) (Figure 8).
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Infection par HPV HR

- Lésions de
Lésions Bas Grade
(CIN1)

Clairance d'HPY

Pas de lésion - Col normal

_ Facteurs environnementaux Facteurs liés a I'héte Facteurs liés au virus
- Age au premier rapport sexuel - Génétiques - Types et Variants
- Nombre de partenaires sexuels - Réponse Immunitaire - Charge Virale
- Contraception orale - Intégration Virale

Figure 8. Histoire naturelle de l'infection HPV et des Iésions cervicales précancéreuses et cancéreuses

1.4. DETECTION DES HPV

Les techniques classiques de la virologie ne peuvent pas étre appliquées a la détection des HPV.
En particulier par le fait que la culture de ces virus est trés difficile dans des systémes simples. Ainsi,
les biologistes se sont tournés vers les méthodes de détection de 'ADN viral se basant sur I'utilisation
d’outils de biologie moléculaire. Dans ce cas, ces outils doivent tenir compte de la multiplicité des
génotypes d’HPV retrouvés au niveau du col de l'utérus. Toutes les techniques moléculaires de
détection des HPV reposent sur I'hybridation d’'une séquence nucléotidique connue par une sonde

ARN ou ADN complémentaire, qu’il y ait amplification ou non.

1.4.1. Hybridation in situ
Les premiéres techniques de détection des HPV étaient basés sur I'hybridation /n sifu (HIS), et
utilisaient des sondes d’acides nucléiques marquées par un élément radioactif (32P, 35S, SH).
L’utilisation de la radioactivité a ensuite été abandonnée au profit d’'un marquage dit « froid », utilisant
principalement la digoxigénine et la biotine, et également une technologie d’amplification de signal

(Bettinger et al., 1999). La technique d’HIS a été largement utilisée depuis la fin des années 80 dans
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la recherche HPV en permettant de localiser au microscope une hybridation spécifique : sur des
coupes histologiques, ou encore sur des étalements cellulaires de types frottis. Cette technique a
permis les localisations précises de génomes viraux d’HPV dans les Iésions au niveau du col utérin.
L'utilisation de sondes spécifiques de types sur des coupes sériées d’'une Iésion a permis d’identifier
différentes zones infectées par plusieurs types d’'HPV. Par ailleurs, il a été proposé que I'aspect du
marquage observé au microscope peut renseigner sur I'état physique du génome viral : un marquage
homogeéne et diffus traduit plutdét une forme épisomale et non intégrée du génome d’HPV, alors qu’un
marquage ponctué traduit plutét une forme intégrée de I'ADN viral (Cooper ef al., 1991a, Cooper et al.,
1991b, Sano ef al., 1998). Cette technique présente certains inconvénients. Tout d’abord le seuil de
détection de I'HIS est faible : 20 a 50 copies virales par cellule (Zehbe ef al,, 1992), la technique est
relativement longue et délicate. La sensibilité clinique pour les Iésions de haut grade notamment, est
de 60% environ. En revanche, la spécificité clinique pour ces méme lésions est bonne (Herrington ef
al, 1995a, Unger ef al, 1998). Cette technique a donc été progressivement remplacée dans le
courant des années 90 par les techniques plus sensibles, plus rapides, automatisable et plus faciles

telles que la PCR et I'hybridation en phase liquide.

1.4.2. Techniques de PCR conventionnelles

La détection des HPV par réaction de polymérisation en chaine ou PCR (« Polymerase Chain
Reaction ») a la particularité de nécessiter une faible quantité d’ADN cible au départ. Elle a été utilisée
avec succes sur des frottis ou lavages cervicaux, sur des biopsies congelées ou encore sur des tissus
inclus en paraffine. Cette technique nécessite une extraction d’ADN qui peut étre assez grossiéere et il
n'y a pas besoin de recourir a des étapes d’extraction et de purification particulierement poussées.
Cette méthode est sensible (1 copie parmi 105 a 106 cellules). Elle est trés spécifique, relativement
rapide et présente 'avantage d’étre en partie automatisable. Avec le développement important des
techniques PCR dés la fin des années 80, les études épidémiologiques sur de grandes séries de

patientes ont pu étre réalisées au cours des années 90 (Bosch ef a/, 1995, Walboomers ef al., 1999).

Devant la grande diversité des génotypes d’HPV, différents systéemes d’amplification reposant sur

I'utilisation de couples d’amorces ont été développés :

1.4.2.1. Couples d’amorces spécifiques

Des techniques de PCR utilisant des amorces spécifiques ont été développées en premier
(Shibata ef a/, 1988). Ces PCR amplifient une séquence génomique d’'un seul type d’'HPV. Par la
suite, des PCR utilisant plusieurs couples d’amorces spécifiques dans le méme milieu réactionnel
(PCR multiplexe) ont été développées, conduisant a des fragments amplifiés de tailles différentes
selon le génotype (Soler ef al, 1991, Vandenvelde ef al., 1990).

Ces techniques présentaient cependant des limites car elles ne permettaient pas d’amplifier de
nombreux types d’HPV de séquence proche mais non connue, ce qui pouvait poser probléme lors de
certaines études épidémiologiques. Ainsi, la prévalence des HPV dans les lésions précancéreuses et

cancéreuses se trouvait sous-estimée.
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1.4.2.2. Couples d’amorces consensus
Le développement des PCR utilisant des amorces consensus a permis I'amplification d’'un nombre
important d’HPV différents, y compris des HPV qui n’avaient pas encore été identifiés. Le clonage des
produits de PCR et leur séquengage ont permis d’identifier de nombreux types d’'HPV et de compléter
ainsi l'arbre phylogénique de cette famille de virus. Ces PCR ciblent des régions trés conservées du
génome des HPV et notamment la région L1. Trois couples d’'amorces sont trés utilisés actuellement
et depuis plus d’'une dizaine d’années : les amorces MY09/MY 11 et les amorces GP5/GP6, et SPF qui

permettent d’amplifier plus d’une vingtaine de génotypes différents.

* Les amorces MY09/MY11 sont des amorces dégénérées de 20 bases qui conduisent a un
amplicon de 450 paires de bases (Resnick ef a/, 1990). Le terme d’amorce dégénérée signifie qu'a
certaines positions, le nucléotide incorporé de fagon aléatoire lors de la synthése. Ces amorces ont
été améliorées, devenant PGMY09/11 (« PG » pour « Patti Gravitt ») : au lieu de dégénérer plusieurs
positions des amorces, il s’agit maintenant d’'un mélange défini d’amorces (Gravitt ef a/,, 2001), ce qui

permet d’améliorer la reproductibilité et la sensibilité de ce systéme d’amplification.

* Les amorces consensus GP5/GP6 ne sont pas dégénérées et conduisent a un amplicon
beaucoup plus court de 150 paires de bases (Snijders ef al., 1991, van den Brule ef a/, 1990a, van
den Brule ef al, 1990b). Ceci améliore nettement la sensibilité, en particulier pour I'amplification
d’ADN qui a été endommageé apres fixation ou congélations/décongélations successives. Ce couple
d’amorces a été amélioré avec l'ajout de séquences trés conservées en 3’ des deux amorces,
devenant GP5+/GP6+ et permettant d’augmenter la sensibilit¢ analytique de 10 a 100 fois plus
qu’avec le couple GP5/GP6 (de Roda Husman ef al,, 1995).

* Les amorces SPF ou SPF10 (Kleter ef a/, 1999) forment un amplicon de plus petite taille : 65

pb, permettant une détection trés sensible d’un large spectre d’HPV.

La forte sensibilité analytique de la PCR engendre deux limitations qui incitent a prendre quelques
précautions quant a I'utilisation de ces techniques.

- Tout d’abord la mise en place de ces techniques dans des laboratoires de biologie moléculaire
spécialisés disposant de locaux adaptés et la formation des utilisateurs afin de réduire au maximum
les risques de contamination inter-échantillons (au laboratoire et parfois méme lors du prélévement de
I’échantillon biologique) et donc de résultats faussement positifs. Ces problémes de contaminations
peuvent étre réduits par l'utilisation de désoxyUracile Tri Phosphate (dUTP) parmi les dNTP
(désoxyNucléosides Tri Phosphate) et de I'enzyme Uracyl-N-Glycolsylase (UNG) (telle que
I'’AMPerase®, Roche) (Bass ef al., 1993).

- Il est également difficile de connaitre la signification clinique d’'une simple détection d’'HPV en ce
qui concerne les infections dites « non a risque de CIN2+ », c'est-a-dire qui ne conduisent pas a

I'apparition d’'un cancer ou de Iésions de haut grade (Snijders ef al., 2003).
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1.4.3. Génotypage

Le génotypage consiste en lidentification des différents types d’HPV au sein d’'un méme
échantillon. Généralement le génotypage consiste en une PCR consensus a laquelle s’ajoute une
étape d’hybridation avec des sondes spécifiques marquées, soit sur membrane (blots, systémes
radioactifs ou froids) et plus couramment aujourd’hui en solution (ELISA, EIA). Plus récemment des
techniques d’hybridations inverses sur bandelettes ou RLB (« Reverse Line Blotting ») ont été
développées en se basant sur I'utilisation d’'amorces marquées a la biotine lors de I'étape de PCR.
Les amplicons sont ensuite mis en contact avec une bandelette sur laquelle sont fixées des sondes
spécifiques de type. Les hybrides sont révélés par une réaction colorimétrique (Vernon ef a/,, 2000).

A titre d’exemple, le test INNO-LIPA® HPV genotyping test de la société Innogenetics (Gant,
Belgique) permet de détecter 24 génotypes et I'étape d’amplification est réalisée a 'aide d’'un couple
d’amorces consensus SPF10 (Kleter ef a/, 1999). Les sondes d'oligonucléotides spécifiques de
chaque génotypes d’'HPV sont fixées par leur extrémité poly(dT) sur une bandelette de nitrocellulose.
Les amplicons, biotinylés lors de leur synthése, s’hybrident spécifiquement au(x) sonde(s)
correspondant aux génotype(s) amplifié(s). La streptavidine-PA (Phosphatase Alcaline) est ajoutée
sur les bandelettes et va catalyser la réaction enzymatique avec le substrat NBT/BCIP (Bromo Chloro
IndolylPhosphate et NitroBlue Tetrazolium) se traduisant par I'apparition d’un précipité violet sur la
zone ou I'hybridation se produit.

Le test Roche LINEAR ARRAY® HPV Genotyping (Roche Diagnostic, Meylan, France) permet de
détecter 37 génotypes et nécessite une premiére étape d’amplification d’'une séquence du géne L1,
par PCR consensus MY11/MY09. Les produits amplifiés sont marqués par la biotine puis hybridés a
I'aide de sondes nucléotidiques spécifiques et de fagon discriminante pour 37 génotypes différents (13
HPV HR et 24 HPV BR), fixées sur une bandelette de nylon. La particularité de ce test, est qu’il
permet de contrdler la qualité des extractions d’ADN en permettant la détection de la présence d’ADN
cellulaire, via 'amplification et la détection du géne de la B-globine. Grace au marquage a la biotine,
on peut révéler en colorimétrie les produits hybridés par l'ajout d’'un conjugué marqué a la
Streptavidine-HRP (HorseRadish Peroxidase) et d’'un substrat, et la formation d’'un précipité sur la
zone ou I'hybridation se produit (Coutlee ef al, 2006, D'Souza ef al., 2005, Giuliani ef al., 2006,
Stevens et al., 2006a, Stevens ef al., 2006b, van Hamont et a/., 2006).

Récemment deux trousses commerciales permettant la détection des HPV par des puces a ADN
ont été commercialisées. Ces technologies, reposent sur la détection de séquences spécifiques
d’ADN d’HPV, qui sont préalablement amplifiées par PCR. La détection des produits amplifiés est
réalisée a I'aide de biopuces a ADN.

Ainsi, le PapilloCheck® HPV-Screening (Greiner Bio-One, Monroe, Etat-Unis) permet la détection
qualitative de 24 types d’'HPV (15 HPV-HR, 3 HPV a « risque intermédiaire » et 6 HPV-BR). Ce test
est basé sur la détection d’'un fragment du géne E1 de 350 pb, amplifi¢ par PCR en utilisant des
amorces spécifiques pour chacun des 24 types d’HPV. Les produits amplifiés s’hybrident sur une
biopuce contenant les 24 sondes ADN spécifiques de chaque type d’'HPV. L’ADN fixé est marqué par

une molécule fluorescente et détecté par un systéme spécifique.
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Le second test, le Clinical Arrays® HPV Genotyping (Genomica, Madrid, Espagne) permet de
détecter 35 types d’'HPV (dont 15 HPV-HR, 9 HPV a « risque intermédiaire » et 11 HPV-BR) a partir
de différents types de prélevements (écouvillons, suspensions cellulaires, tissus fixés au formol et
inclus dans la paraffine). Un fragment de 450 paires de bases dans la séquence de L1 est amplifié.
Les produits amplifiés sont marqués par la biotine, et s’hybrident aux sondes ADN fixées sur la
biopuce. Un conjugué Streptavidine-HRP est ajouté et se fixe a la biotine. Aprés I'ajout du substrat
TMB (TetraMethylBenzidine) et par action de la péroxydase, un précipité se forme sur la zone ou

I'hybridation se produit.

Il existe encore d’autres systémes de génotypage, moins utilisés aujourd’hui : la détection par
séquengage, par RFLP (« Restriction Fragment Length Polymorphism »), ou encore par PCR-SSCP

(« Single-Stranded Conformation Polymorphism »).

1.4.4. PCR quantitative en temps réel : détermination d’une charge virale HPV
La PCR conventionnelle est une technique non quantitative, puisque I'analyse des produits
amplifiés s’effectue en point final. Ceci pose un probléme si I'on souhaite obtenir une charge virale
dans l'établissement d’'un résultat quantitatif. C’est avec I'’émergence des techniques de PCR en
temps réel a la fin des années 90, que la détermination d’'une charge virale de maniére parfaitement

quantitative est devenue possible (Clementi ef a/,, 1995).

1.4.4.1. Principes de la PCR en temps réel

Le principe de la PCR quantitative en temps réel repose sur le suivi cycle par cycle de la réaction
d’amplification enzymatique au moyen d'une molécule reporter fluorescente. L’intensité de
fluorescence ou RFU (« Relative Fluorescence Unit »), mesurée a chaque cycle PCR, augmente au
fur et a mesure de la synthése des brins d’ADN complémentaires. Un logiciel d’analyse de la
fluorescence permet d’obtenir une courbe (le nombre de cycles en fonction de la fluorescence
mesurée) représentant la réaction d’amplification. Les différentes phases de la réaction de PCR
(phase d'initiation, phase exponentielle et phase de plateau) peuvent étre observées (Figure 9A). Au
cours des premiers cycles d’amplification, I'intensité de la fluorescence émise est faible, et permet de
définir une ligne de base. Aprés un certain nombre de cycles, I'accumulation des produits de PCR
néo-synthétisés va entrainer une augmentation rapide de l'intensité de fluorescence. Quelle que soit
la stratégie de quantification utilisée, les courbes des cinétiques enzymatiques doivent avoir la méme
allure: 1) aprés normalisation des fluctuations auxquelles sont soumises les mesures de
fluorescence ; 2) aprés définition d’'un seuil de fluorescence commun a toutes les courbes cinétiques.
Une fois ceci réalisé, il est nécessaire de déterminer le seuil de détection optique pour chaque
cinétique d’amplification, permettant au logiciel I'extrapolation des standards pour déterminer la
quantité initiale d’acide nucléique d’intérét. Le fait de normaliser les mesures et de les exprimer en
valeur relative plutét qu’absolue permet de définir une ligne de base (ou bruit de fond) commune a
toutes les cinétiques générées. Cette ligne de base permet alors de caractériser et de corriger toute

dérive de fluorescence au cours de la réaction d’amplification.
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Selon le logiciel équipant I'appareil de PCR quantitative en temps réel, plusieurs méthodologies
ont été développées pour déterminer le point de départ de la phase exponentielle de la courbe
cinétigue RFU = f(n) (n étant le nombre de cycles) (Rasmussen ef a/., 2000). Ce point correspond au
nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence émise ait dépassée une valeur
significativement différente du bruit de fond. Ce point est appelé seuil de détection optique, symbolisé
par les lettres Ct (« threshold Cycle ») dans la méthode dite « du seuil » (lorsque I'utilisateur place lui-
méme le point seuil), ou Cp (« Crossing Point »), lorsque le logiciel calcule ce seuil comme
correspondant au premier maximum (en valeur absolue) de la dérivée seconde de la fonction
sigmoide représentant la réaction d’amplification RFU = f(n). Ce Cp correspond physiquement a
'accélération maximale de la réaction. C’est un point remarquable de la cinétique d’amplification
puisqu’il est inversement proportionnel au logarithme du nombre de molécules d’acide nucléique cible
initialement présentes avant amplification par PCR (Heid ef a/, 1996). Enfin, dans la méthode dite
« des points ajustées » (fit point method) la courbe cinétique est convertie en fonction semi-
logarithmique, et une droite de régression est établie a partir des points de la phase exponentielle
linéarisée (Figure 9B).

La PCR en temps réel possede d’autres avantages par rapport a la PCR conventionnelle : rapidité
(45 minutes versus environ 4 heures) ; disparition de I'étape post-PCR ; trés faibles probabilités de

contamination car les amplifiats n'ont plus a étre manipulés ; volumes réactionnels trés faibles (5pL).

1.4.4.2. Stratégies de quantification
La concentration en acide nucléique peut étre mesurée de deux facons : soit de fagon absolue
aprés établissement d’'une courbe d’étalonnage a partir d’'un standard externe, soit de fagon relative
aprés normalisation par rapport a un géne de référence (géne endogéne validé) ou un calibrant

(échantillon servant de référence).

* La quantification absolue par étalonnage avec un standard : La détermination d’'une quantité
absolue d’acides nucléiques repose sur l'établissement d’'une gamme d’étalonnage a partir de
plusieurs dilutions sériées d’'un standard externe titré en nombre de copies. Pour chacune de ces
dilutions, la cinétique de réaction PCR est suivie en temps réel afin de déterminer le cycle seuil
correspondant : Ct ou Cp (nous parlerons a présent et relativement a notre travail de Cp). Une droite
d’étalonnage, exprimant la valeur des Cp en fonction de la concentration de la cible pour chaque point
de gamme est ensuite tracée. La droite obtenue est validée par le calcul de l'efficacité d’amplification
(E = 10-trente - cette efficacité doit étre voisine de 2) et du coefficient de régression linéaire r qui
permet de vérifier la bonne qualité des dilutions (r2 = 0,99). Il est alors possible connaissant le Cp d’'un
échantillon, d’en extrapoler la quantité d’acide nucléique initialement présente dans I'échantillon
(Figure 9A et 9B). Il est impératif que I'efficacité d’amplification des échantillons soit similaire a celle
de la courbe d’étalonnage (la différence d’efficacité maximale tolérée étant de 5%). Habituellement,
les standards externes employés sont constitués d’'une solution titrée de plasmide contenant la
séquence d’intérét, ou bien de produits de PCR contenant la séquence d’intérét. Dans le cas de la

quantification des ARNm et afin de contrOler I'efficacité de I'étape de transcription inverse, le standard
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préconisé est une solution titrée, soit d’ARN recombinant, soit d’ARNc synthétique, identique a 'ARN
cible natif et généré par transcription /in vifro. La difficulté majeure d’une quantification absolue est la
préparation d’un standard dont le nombre absolu de copies ou la concentration en cible d’intérét est
exactement connue, reproductible et stable durant un temps bien défini. Les stratégies de
quantification absolue sont le plus souvent réservées a des applications bien particuliéres telles que la
quantification de virus dans les liquides biologiques. Dans le cas d’échantillons cellulaires et de la
détection des HPV, un géne de référence tel que le géne de albumine (Laurendeau ef a/., 1999) est
détecté parallélement a la quantification d’un géne viral afin de mesurer la cellularité de I'’échantillon.
Cette stratégie répond idéalement a I'attente des cliniciens en ce qui concerne la détermination d’une
charge virale absolue, la concentration en cible étant exprimée en nombre de copies de virus par

cellule.
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Figure 9. Représentation graphique de la PCR en temps rée/
A. Exemple de cinétiques de réaction de PCR en temps réel a l'aide du logiciel LightCycler®3 (Roche). Détermination du seuil
optique ou Cp (« Crossing Point ») d’'un échantillon de concentration inconnue

B. Exemple de détermination de la concentration initiale d’'un échantillon a I'aide d’'une gamme et de la droite d’étalonnage
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* La quantification relative : Les méthodes de quantification relative permettent d’analyser la
quantité de cible relativement a un géne de référence. La mesure de ce dernier a pour but de
normaliser les différences liées a la quantité et la qualité des acides nucléiques extraits et de détecter
la présence d’inhibiteurs de la PCR. Le géne de référence doit satisfaire aux critére suivants : 1) étre
un géne endogéne existant a I'état d’'une seule copie (dans le cas d’un travail sur I'ADN) et
d’expression constante (dans le cas d’'un travail sur I'ARN); 2) étre amplifi€¢ par PCR avec une
efficacité similaire a celle du géne cible, quelle que soit la nature de I'échantillon étudié. Les géenes de
référence les plus utilisés sont 1) pour les ADN : les génes de structure tels que ceux de la B-actine,
de I'albumine et de la cyclophyline. 2) pour les ARN : les génes des sous-unités 18S et 28S des ARN
ribosomaux, la GlycérAldhéhyde-3-Phosphate DesHydrogénase (GAPDH), de [I'Hypoxanthine
PhophoRibosylTransférase (HRTP) et de la 32-microglobuline ; Le rapport cible/référence est calculé
pour chaque échantillon et dans un second temps rapporté a celui d’'un calibrant. Le calibrant est une
solution d’acide nucléique servant de référence et contenant les génes cibles et référence appropriés.

Deux méthodes de calcul sont proposées pour cette stratégie de quantification relative. La
premiére est une variante de la méthode par étalonnage. Deux courbes d’étalonnage sont construites
parallelement, 'une pour le géne cible et I'autre pour le géne de référence endogéne. Les quantités de
génes cibles et de génes de référence sont déterminées puis divisées entre elles pour obtenir une
valeur normalisée de la quantité de génes cibles. Cette méthode ne nécessite donc pas I'utilisation
d'un standard externe titré de fagon absolue. La seconde méthode est celle que l'on appelle
communément la méthode comparative des Cp. Elle permet de calculer a partir d’'une formule
mathématique le nombre de molécules de génes ou de messagers contenu dans un échantillon
donné. Elle consiste aprés co-amplification du géne cible et du géne de référence a comparer les Cp
calculés a partir de I'échantillon analysé et du calibrant. Le nombre de molécules de gene (ou de
transcrit) initial, normalisé par le géne de référence et relatif au calibrant est donné par la formule
suivante : 2-*cp, dans laquelle AACp = ACp (tissus analysé) — ACp (calibrant) avec ACp = Cp (géne
cible) — Cp (géne de référence endogéne). Comme pour toutes les méthodes de quantification, la
méthode du calcul du AACp repose sur I'hypothése que les échantillons et le calibrant ont des

efficacités d’amplification égales (Meijerink ef a/,, 2001, Pfaffl, 2001).

1.4.4.3. Sondes fluorescentes utilisées en PCR temps réel

* Les sondes non spécifiques — Les agents intercalants : L'utilisation des agents intercalants
constitue le systéeme de détection le plus simple en PCR temps réel. L’agent intercalant le plus
souvent utilisé est le SYBR™ Green | (Kubista ef al/, 2006) qui, a chaque étape d’hybridation,
s’intercale entre les bases nucléotidiques de I'’ADN double brin nouvellement synthétisé. Lorsqu'il est
excité par des ultraviolets, il émet une fluorescence qui est mesurée a la fin de chaque étape
d’élongation. Le systéme est simple, sensible mais de spécificité conditionnée par le choix des
amorces. Le SYBR™ Green | marque toutes les molécules d’ADN double brin. Ainsi, tous les produits
de PCR non spécifiques de méme que les diméres d’amorces éventuellement formés vont engendrer
un signal de fluorescence. Ce défaut de spécificité constitue la limite majeure des agents intercalants.

La spécificité peut étre controlée en établissant une courbe de fusion post-PCR et en déterminant la
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température de fusion ou Tm (« melting Temperature ») des produits amplifiés (Ririe et al., 1997,
Wittwer ef al., 1997).

* Les sondes spécifiques :

Le principe de base : quenching par FRET :

Les sondes fluorogéniques spécifiques sont des fragments d’ADN monobrin, non extensibles par
I'ADN polymérase, spécifiques du fragment amplifié et portant un a deux groupements fluorophores.
Un groupement fluorophore est une molécule capable d’absorber I'énergie lumineuse, de passer a un
état excité, puis de restituer cette énergie sous forme d’une émission fluorescente en retournant a son
état initial. A chaque cycle d’amplification il y a hybridation spécifique de la sonde fluorogénique sur
chaque molécule d’amplicon synthétisée. La mesure de lintensité de fluorescence émise par le
groupement fluorophore excité permet de suivre en direct la réaction d’amplification d’ADN.
Cependant, I'’émission de fluorescence ne doit se produire que lorsque la sonde est hybridée de fagon
spécifique sur sa cible. Ainsi, on introduit un second fluorophore qui va absorber I'énergie émise par le
fluorophore excité et empécher I'émission de fluorescence lorsque la sonde est libre dans le milieu
réactionnel. Ce processus de transfert d’énergie se fait par résonance de fluorescence ou FRET
(« Fluorescence Resonance Energy Transfert ») entre une molécule excitée (le fluorophore donneur
ou reporter) et une molécule voisine (le fluorophore accepteur ou quencher) (Chen & Kwok, 1999).
L’énergie du reporter est transférée au quencher, et cette énergie peut étre soit absorbée par le
quencher, soit dissipée dans I'environnement, soit restituée sous forme de fluorescence ou sous
forme de chaleur. Ce processus porte le nom de quenching de fluorescence. Le spectre d’émission du
donneur se chevauche avec le spectre d’excitation du fluorophore accepteur, le transfert d’énergie
conduit a une diminution de l'intensité de fluorescence du donneur parallélement a 'augmentation de
l'intensité de fluorescence de I'accepteur (Figure 10).

Selon la nature du quencher participant au FRET, plusieurs systemes de détection ont été
élaborés. Les stratégies de détection les plus employées sont celles utilisant comme sondes
fluorogéniques les sondes TagMan™ ou sondes d’hydrolyse (Livak ef a/., 1995), les sondes FRET en
tandem ou sondes LightCycler™ (Zhang, 2004) et les sondes Beacon™ (Martinez-Lopez ef a/., 2004,
Tyagi, 1996). D’autres systémes ont été développés et sont pour l'instant moins utilisés, tels que le
systéme Scorpion™ (Whitcombe ef a/, 1999), le systeme Amplifluor™ (Nazarenko ef a/, 1997) et le
systeme des sondes peptidiques Light-up ou sondes Peptide Nucleic Acids (PNA) (Svanvik ef al,
2000).

Pratiquement, un appareillage spécifique, couplant un thermocycleur a un fluorimétre, permet de

mesurer la fluorescence émise a chaque cycle d’amplification.
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Figure 10. Principe du quenching par FRET

Les courbes représentent le profil caractéristique d’une expérience de FRET. Entre t1 et t2, les deux molécules fluorescentes
n’interagissent pas et émettent chacune leur fluorescence propre. Au temps ti1, sous l'effet d’'un rapprochement des deux
molécules, le phénoméne de FRET se produit. Au temps t2, I'interaction entre les deux molécules est interrompue, le FRET

disparait.

Les sondes fluorogéniques d’hydrolyse ou sondes TagMan™ :

La sonde TagMan™ est un fragment oligonucléotidique marqué par deux groupements
fluorophores en 5’ et 3’ (Livak ef al, 1995). L'extrémité 5 porte le reporter qui est un dérivé de la
fluorescéine (FAM, TET, JOE, HEX ou VICTM) et l'extrémité 3’ porte le quencher qui est
habituellement un dérivé de la rhodamine (TAMRA). La faible taille de la sonde (20 a 25 nucléotides)
permet la proximité des deux groupements fluorophores, et I'énergie émise par le reporter est
transférée par FRET au quencher, qui 'absorbe complétement. La particularité du systeme TagMan™
est d’utiliser I'activité exonucléase 5°-3° de 'ADN polymérase qui hydrolyse la sonde hybridée a la
séquence cible lors de I'étape d’élongation des amorces. Le clivage de la sonde entraine
I'éloignement des deux groupements fluorophores et libére I'effet quenching exercé par le TAMRA, ce
qui a pour conséquence I'émission de fluorescence. L’intensité de la fluorescence émise est mesurée
a la fin de chaque cycle d’amplification (Figure 11) (Heid ef al., 1996).

Ce type de sonde nécessite l'utilisation des conditions d’amplification en deux étapes : une étape
de dénaturation a 94°C et une étape combinant I'’hybridation des amorces et de la sonde TagMan™,

et I'élongation a une température identique aux environs de 60°C. Effectivement, la sonde ne pouvant
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étre hydrolysée que lorsqu’elle est hybridée a son brin complémentaire, la température d’extension
des amorces doit étre compatible avec la température d’hybridation de la sonde. La Tm d’une sonde
TagMan™ doit donc étre élevée et voisine de 70°C, ce qui impose une conception rigoureuse des
amorces. Par ailleurs, ces sondes nécessitent une ADN polymérase dotée d’'une activité exonucléase
5-3’ dont l'efficacité conditionnera la qualité et I'intensité du signal émis. Le clivage de la sonde étant
irréversible, I'utilisation de ce type de sonde ne permet pas I'établissement d’'une courbe de fusion
post-PCR. L’introduction a I'extrémité 3’ d’'une molécule ayant une affinité pour le petit sillon de TADN
ou noyau MGB (Minor Groove Binder) augmente la Tm de la sonde et stabilise son interaction avec la
matrice d’ADN (Kutyavin ef a/,, 2000). Ce systéme appelé TagMan™ — MGB permet de dessiner des
sondes plus petites (13 a 20 nucléotides) et d’associer le groupement reporter a un quencher non
fluorescent. Ceci rend alors possible la détection de deux cibles différentes (ou biplexing) au cours de
la méme réaction PCR. Ces modifications ont aussi permis d’étendre les applications de cette chimie

au génotypage par discrimination allélique.

« Quenching »

Taq Polymerase

Geéne cible

Emission de fluorescence

Figure 11. Le principe des sondes d’hydrolyse TagMan™.
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Les sondes fluorogéniques FRET en tandem (sondes LightCycler™) :

Il s’agit de deux sondes trés courtes (Zhang, 2004) portant chacune un fluorophore et qui
s’hybrident a proximité I'une de l'autre. La particularité de ces sondes réside dans le fait que le FRET
s’effectue entre deux fluorophores séparés par moins de 5 nucléotides. La proximité des deux
groupements permet un transfert d’énergie direct et trés efficace : les deux sondes appariées sur leurs
séquences cibles restent proches et I'énergie libérée par le donneur de haute énergie est directement
captée par le fluorophore accepteur de moindre énergie qui, une fois excité émet a son tour un signal
fluorescent mesurable. Le signal émis est directement lié a I'hybridation des sondes sur une cible
spécifique. Cela confére une certaine flexibilité dans le choix des sondes, pouvant alors avoir des Tm
identiques a 2°C pres et supérieurs au Tm des amorces de 5 a 10°C. De plus, les sondes ne sont pas
hydrolysées ce qui rend I'émission de fluorescence réversible et la production d’'une courbe de fusion
réalisable aprés PCR. Par ailleurs, avec ce type de sonde, le transfert d’énergie par FRET n’est
efficace que lorsque la fluorescéine est associée a I'un des fluorophores trés particuliers que sont les
rouges LightCycler™, LC Red 640 et LC Red 705, ce qui limite a deux le nombre de cibles a quantifier
simultanément.

Les sondes fluorogéniques Beacon™ (sondes d'hybridation phare) :

Une sonde Beacon™ (Tyagi, 1996) a une structure dite « en épingle a cheveux » qui porte en 5’
un groupement fluorophore reporter et en 3’ un groupement non fluorescent quencher appartenant a
la famille des dark quencher, qui sont le Dabcyl™ (ou rouge de méthyle) et les fluorophores BHQ™
(« Black Hole Quencher™ »). Ce type de quencher, qui restitue I'énergie transmise par le donneur
sous forme de chaleur, a aussi une trés grande efficacité d’absorption. Les bras de la tige de cette
structure en boucle résultent de I'appariement de ses extrémités complémentaires. La boucle est
complémentaire de la séquence a détecter. Dans ce systéme la proximité des deux groupements est
imposée par la structure « en épingle a cheveux » de la sonde. Lorsque la sonde s’apparie de fagon
spontanée a la séquence complémentaire de 'ADN elle subit un changement de conformation au
cours duquel le quencher s’éloigne du reporter qui émet alors une fluorescence mesurable. Du fait des
propriétés des quenchers utilisés, le bruit de fond est considérablement réduit, et la sensibilité de
détection est largement supérieure a celle des systémes avec quenchers fluorescents. Les quenchers
des sondes Beacon™ constituent un groupement universel auquel peut étre couplée la quasi-totalité
des fluorophores employés (FAM, TET, HEX, JOE/VICTM, TAMRA, CY5, CY3, Rouge Texas...).
Cette propriété fait du systéme Beacon™ [l'outil de choix pour la détection simultanée de plusieurs
cibles (multiplexage) au cours d’'une méme réaction PCR. L’inconvénient majeur est la difficulté de
conception des sondes, dont la structure en boucle est cruciale pour garantir un fonctionnement

optimum et un bruit de fond minimum.

1.4.5. Technique d’hybridation en phase liquide : le test Hybrid Capture® Il (Digene)
La technologie Hybrid Capture® Il (HCII®) (Digéne, Gaithersburg, Etats-Unis) repose sur une
hybridation en phase liquide avec une amplification de signal par chimiluminescence pour la détection

qualitative de I'ADN cible recherché (Brown ef al, 1994, Schiffman ef al, 1995). Cette trousse se
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décline sous deux versions : 'une détecte simultanément 13 types d’'HPV HR : 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68. L’autre version est un coffret permettant de détecter 5 types d'HPV BR : 6,
11, 42, 43, 44. Le test HCII® labellisé CE, a obtenu l'agrément de la FDA (« Food and Drug
Administration ») en 1997 (Villa & Denny, 2006) et I'agrément de I’Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de la Santé (AFSSAPS) en 1998 (Monsonego, 2007).

Aprés dénaturation de I'échantillon cellulaire (il 'y a pas d’étape d’extraction d’ADN), 'ADN est
hybridé avec I'un ou l'autre des cocktails de sondes ARN. Les hybrides ADN/ARN sont ensuite
capturés par des anticorps anti-hybrides adsorbés sur le fond des puits d’'une microplaque. Des
anticorps anti-hybrides couplés a une enzyme sont ensuite ajoutés et la détection finale des hybrides
est réalisée grace a I'addition d’'un substrat chimioluminescent. L’intensité du signal émis est mesurée
par un luminométre.

Les prélévements cervico-utérins validés pour le test HCII® sont les suivants :

- Le Digene Cervical Sampler™ ou cytobrosse (Pap smear®) dans milieu de transport STM®

(« Specific Transport medium »).

- Les milieux de cytologie liquides : PreservCyt® (Cytyc®), Surepath® (Tripath®).

Un contrble négatif et un calibreur positif titré, ainsi que deux contréles de qualité titrés en HPV
(HPV type 6 et type 16) permettent de valider chaque série d'analyses. Les résultats sont interprétés
par le logiciel qui compare la valeur de lumiére relative mesurée ou RLU (« Relative Light Unit ») pour
un échantillon testé par rapport au seuil de positivité clinique donné par le calibreur positif. Ainsi les
résultats obtenus sont positifs ou négatifs, signant la présence ou l'absence d'HPV au-dela du seuil
clinique dans I'échantillon testé. Le seuil est fixé a 1 pg/mL, ce qui correspond a environ 100 000
copies de génome viral par mL de prélevement. Cette méthode est trés utilisée aujourd’hui, mais ne
permet pas de connaitre le ou les types d’'HPV présents. Différents consensus internationaux sur
l'utilisation du test HPV en pratique clinique dans le dépistage précoce des cancers du col de l'utérus
ont été établis suite aux publications faites avec le test HCII® (Lazcano-Ponce ef al, 2003,
Monsonego ef al., 2006, Saslow ef al., 2002, Saslow ef al, 2003). Enfin, depuis le 1er avril 2003, le
test HCII® a obtenu I'agrément de la FDA pour son utilisation en dépistage primaire en association

avec l'examen cytologique chez les femmes de plus de 30 ans (Saslow ef a/., 2003).

1.4.6. Apport de la détection des HPV dans le dépistage

Malgré le succés certain de la cytologie de Papanicolaou (Pap) comme outil de dépistage du
cancer du col utérin, cette technique possede des limitations importantes pour un test de laboratoire.
En dépit d’une spécificité clinique adéquate, la sensibilité clinique moyenne pour la détection des CIN
ou du cancer du col de l'utérus invasif est limitée (50%) (Brink ef al, 2006, Brink ef a/., 2005). Ainsi,
depuis les années 90, la détection de 'ADN des HPV comme outil de dépistage génére un fort intérét.
Ceci provient du fait que la détection de I'agent causal de ce cancer dans les cellules cervico-utérines
selon une technique standardisée présente des performances diagnostiques acceptables, tout en
étant plus reproductible et mieux adaptée a la pratique clinique que la cytologie conventionnelle. Dans
le contexte de la recherche sur le dépistage du cancer du col de l'utérus, la détection des infections a

HPV est utilisée pour au moins trois applications spécifiques.
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1.4.6.1. Dépistage primaire

A I'époque ou le gouvernement américain demandait une réévaluation des programmes de
dépistage du cancer du col de l'utérus, Reid et Lorincz ont été les premiers a proposer I'utilisation d’'un
test HPV comme complément au frottis cervico-utérin (Cullen ef al, 1991, Lorincz ef a/,, 1992, Reid,
1987, Reid ef al, 1991). Depuis, plusieurs études ont porté sur l'intérét de la détection des HPV
comparativement au frottis cervico-utérin. Dans la plupart de ces études, c’est le test Hybrid Capture®
de premiére ou seconde génération qui a été utilisé. Ces études ont ciblé les populations
européennes (Clavel ef al., 1999, Clavel ef al,, 2001, Cuzick ef al, 1995, Dalstein ef al., 2004, Petry ef
al., 2003, Schneider ef al., 2000), mais également africaines, asiatiques, latino-américaines, et nord
ameéricaines (Bradley ef a/., 2006, Cox, 2006, Koliopoulos ef al,, 2007). La plupart de ces travaux sont
basés sur des études transversales ou la performance du test de dépistage est évaluée par
comparaison a des lésions prévalentes. A certaines études était ajouté un suivi, de fagon a identifier
les lésions cervicales prévalentes ainsi que les Iésions incidentes a court terme. Les sensibilités et
spécificités cliniques de la cytologie et de la détection d’'HPV dans le cadre du dépistage primaire du
cancer et des HGSIL, obtenues lors des principales études européennes, sont représentées sur la
Table 1 (Clavel et al,, 1999, Clavel ef al., 2001, Cuzick ef al., 1995, Dalstein et al., 2004, Petry et al.,
2003, Schneider ef al., 2000).

SENSIBILITE SPECIFICITE
Taille de la Age Caractéristiques de . .
Etude Pays cohorte (années) Test HPV rétude HPV Cytologie HPV Cytologie Notes
. Grande PCR HPV16, Femmes sans anomalies
Cuzick, 1995 Bretagne 2009 20-45 18,31, 33 cytologiques 75 46 96 96
Femmes sans anomalies Recalculée pour résultats
Clavel, 1999 France 1518 15-72 HCI® oytologiques 100 79 86 96 de dépistage a I'entrée
yiolegd dans I'étude
Cuzick, 1999 Crande 2081 plusdeds HC'HCI®, Femmes sansanomalies o 79 94 94
? Bretagne P PCR MY09/11 cytologiques
Schneider, 2000 Allemagne 4761 18-70 PCR GP5+/6+ 89 20 94 99 Contrble du biais
Tous ages. Cytologie
100 68 87 95 conventionnelle
Tous ages. Cytologie
100 88 86 93 .
cl 1. 2001 F 7932 15-76 ® Femmes sans anomalies ThinPrep
avel, rance i HClI cytologiques. I Cytologi
>30 ans. Cytologie
100 58 90 9% conventionnelle
>30 ans. Cytologie
100 84 88 95 ThinPrep
Petry, 2003 Allemagne 7908 plus de 30 HC® 98 44 95 98 histo > CIN2+
95 87 83 92 Tous ages. Pap > ASCUS
95 65 83 99 Tous ages. Pap > HGSIL
Dalstein, 2004 France 3574 15-87 HCn®
93 88 85 94 >30 ans. Pap > ASCUS
93 61 85 99 >30 ans. Pap > HGSIL

Table 1. Comparaisons des performances cliniques de la cytologie et de la détection d’HPV
Récapitulatif des principales études européennes, dans le cadre du dépistage primaire des HGSIL et des cancers (modifié

d’aprés Rousseau et Franco, 2003)
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Considérant toutes les comparaisons entre le frottis cervical et la détection d’'HPV (par PCR ou
HCII®), cette derniere présente en moyenne une sensibilité plus élevé que la cytologie, mais une
spécificité plus basse pour la détection des lésions de haut grade. La sensibilit¢ moyenne du frottis
cervical est de 62% et la spécificité moyenne est de 96%. En ce qui concerne le test HPV la sensibilité
moyenne est de 86% et la spécificité moyenne est de 85%. En revanche, les performances du test
HPV chez les femmes de 30 a 35 ans est améliorée : sensibilité de 89% et spécificité de 90% ; les
infections étant plus « a risque de lésions CIIN2/3+ » (c'est-a-dire, plus a risque de conduire a des
Iésions de haut grade) chez les femmes agées que chez les femmes jeunes. Cependant, une telle
augmentation est aussi observée avec la cytologie. Une observation importante est que la sensibilité
et la valeur prédictive négative obtenues en combinant test HPV et cytologie, approche 100%
(Ratnam et al, 2000, Schiffman ef al, 2000). Ceci permet d’augmenter sans risque l'intervalle de
dépistage de 1-3 ans a 3-5 ans selon la population et le profil de risque (Dalstein ef a/.,, 2004).

Une récente revue d’études comparant les sensibilité et spécificité du test HPV et de la cytologie
conventionnelle et regroupant plus de 60 000 femmes, a permis de montrer que la sensibilité de la
cytologie était plus faible que celle du test HPV et variait considérablement entre les études (Cuzick ef
al, 2006). La sensibilitt moyenne de la cytologie pour la détection des lésions supérieures a CIN2
(CIN2+) est de 53%, mais varie de 18,6% a 76,7% selon les études. La encore, la sensibilité est
meilleure pour le groupe de femmes de plus de 35 ans que pour les femmes plus jeunes. La
spécificitét moyenne de la cytologie est élevée : 96,3%. Toutes les études regroupées dans cette
revue montre que le test HPV est trés sensible, notamment pour la détection des CIN2+ et CIN3+ de
96,1% en moyenne, et une variation de 76,5% dans les groupes de jeunes femmes et de 95,5% dans
les groupes de femmes plus &gées. Un travail publié par notre équipe en 2004 a permis de montrer
que le test HPV est plus sensible (94,3%) que la cytologie (65,1 a 86,8% selon le seuil défini) pour la
détection des lésions supérieures ou égales a CIN2. Il est en revanche moins spécifique (83,4%) que
la cytologie conventionnelle (99,3 a 91,8% selon le seuil défini) (Dalstein ef a/., 2004). Cette différence
est substantielle pour le groupe des femmes ayant moins de 35 ans, mais pour le groupe des femmes
plus agées, la difféerence de spécificité entre le test HPV et la cytologie conventionnelle est
relativement faible. Enfin, ce travail montre également que la combinaison de la cytologie et du test
HPV permet d’obtenir 100% de sensibilité et de valeur prédictive négative (Dalstein ef al., 2004).

Plusieurs organisations gouvernementales et non gouvernementales, associations médicales
professionnelles et organismes de soins de santé ont établi des recommandations pratiques
concernant le dépistage et les stratégies de prévention. Alors que certains groupes adoptent des
stratégies basées essentiellement sur une analyse des résultats scientifiques provenant des études
cliniques et des études épidémiologiques, d’autres interprétent ces résultats de fagon plus libérale en
prenant en compte des facteurs additionnels tels que les colts d’'implantation, les pratiques courantes
et 'opinion de groupes professionnels. Ainsi les principales recommandations que I'on peut retenir de
la conférence consensus EUROGIN 2006 sont les suivantes :

- L'utilisation du test HPV seul pour un dépistage primaire représente une méthode plus sensible
que la cytologie conventionnelle dans de trés nombreuses études. Des études a venir doivent

permettre de définir la meilleure utilisation de ce test pour le dépistage primaire

51



Revue de la littérature - HPV et lésions du col utérin

- L'IARC a établi qu’il y avait suffisamment de preuves scientifiques pour affirmer que la détection
d’HPV en utilisant un systéme validé, dans le cadre du dépistage primaire permettait d’obtenir des
performances au moins aussi bonnes que celles obtenues par [utilisation de la cytologie
conventionnelle.

- Parce que le test HPV est plus sensible que la cytologie dans la détection des Iésions de type
CIN2 et CIN3, les femmes qui présentent des résultats négatifs (cytologie et test HPV) peuvent étre
rassurées quant au risque tres faible — environ 1/1000 — de développer une CIN2, CIN3 ou un cancer
du col utérin non diagnostiqué.

- L’indice de codt/efficacité du test HPV utilisé seul présente une approche trés attractive (Goldie
et al., 2001, Goldie ef al., 2004).

- Il est important que le développement d’'un test HPV puisse étre conduit avec une validation
clinique afin de s’assurer que les résultats obtenus soit objectifs et hautement reproductibles.

- Les tests HPV permettent de s’affranchir de la variabilité inter-laboratoire et inter-observateur
que peut apporter la cytologie conventionnelle.

- Une détection des seuls types d’'HPV 16, 18 et éventuellement 45 pourrait étre utilisée dans la
surveillance des femmes présentant des résultats de tests HPV positifs associées a une cytologie
négative. L'importance du typage des autres types d’HPV est encore insuffisamment connue a ce jour.

- Enfin, les femmes et les cliniciens doivent étre mieux informés sur la nature trés fréquente et

bénigne de la majorité des infections par HPV.

1.4.6.2. Triage secondaire

Le triage secondaire consiste en un dépistage d’infections a HPV pour la détection de cancer du
col utérin ou de Iésions précancéreuses chez les femmes pour qui une cytologie anormale requiert
une évaluation plus poussée. La détection des HPV sert alors a compléter I'information de la cytologie
de contrdle normalement effectuée, ou bien peut se substituer a cette cytologie. Peu aprés I'adoption
du systéme de classification de Bethesda, a la fin des année 89, il a été estimé que les diagnostics
d’ASCUS (ASC-US et ASC-H) et de LGSIL représentaient 9,4% des frottis et jusqu’'a 12,5% dans
certains groupes ethniques (CDC, 1993). Cette proportion aurait eu tendance a diminuer avec les
années, puisqu’il atteignait 5% en 1992 et 1993 selon une enquéte du College des pathologistes
américains (Davey ef al,, 2000). En revanche une enquéte datant de 2000 suggéere une augmentation
du taux médian d’ASCUS de 2,8% en 1993 a 4,5% en 1997, alors que la proportion des LGSIL serait
demeurée relativement stable (Davey ef a/., 2000). Enfin, sachant que 50% des ASCUS sont négatifs
en HPV a haut risque, I'utilisation du test HPV permettrait d’éviter 50% des colposcopies (Riethmuller
et al., 1999, Schiffman & Solomon, 2003, Stoler, 2000, Stoler, 2003).

Lors de la conférence de consensus EUROGIN 2006, plusieurs points généraux et des
recommandations ont été retenus :

- La majorité des interprétations cytologiques indéterminées sous-entend en fait un col de l'utérus
normal, 6 & 11% sous-entend des CIN2 ou CIN3 et environ 1/1000 sous-entend un cancer du col de

lutérus.
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- Le test HPV peut étre I'outil préférentiel pour les femmes ayant un frottis diagnostiqué équivoque
a partir d’'un échantillon de cytologie en phase liquide.

- La forte sensibilité et la forte valeur prédictive négative du test HPV rapporté en dépistage
primaire justifie I'utilisation de cet outil dans la prise en charge des femmes présentant des frottis
équivoques.

- Le test HPV est efficace et plus sensible qu’une cytologie répétée dans la prise en charge des
frottis équivoques.

- L'apport du test HPV est évident dans le triage des cytologies de type ASCUS ou limites, et
'European guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening, recommande son
utilisation.

- Un triage par colposcopie ou par cytologie ou encore par test HPV des cytologies ASCUS ou
limites, pour lesquelles un test HPV positif a été relevé, devra étre choisi en fonction d’une
stratification par classe d’age spécifique.

- Les femmes pour lesquelles un diagnostic de cytologie équivoque a été réalisé et pour
lesquelles le test HPV s’est révélé négatif doivent étre rassurées et peuvent étre recommandées pour
une cytologie répétée a 12 mois.

- La premiere utilisation du typage des HPV pourrait étre incluse dans le triage des frottis
équivoques dés que les recommandations cliniques sur la prise en charge des femmes présentant

des infections par les HPV 16, 18 et éventuellement 45 auront été développées.

1.4.6.3. Suivi post-traitement
La détection des HPV peut aussi aider au suivi des femmes traitées et ainsi permettre une prise
en charge adéquate, dans le cas ou la persistance du virus augmente la probabilité de récurrence de
la Iésion. Le test HPV comme un « test de guérison » a 6 mois aprés un traitement (par conisation par
exemple) est 'outil le plus sensible pour mesurer la persistance ou la récidive d’une CIN (Alonso ef al,
2006, Carter et al., 2006, Lu et al., 2006).

Pour conclure, les différentes directions pour les investigations futures sont :

- Compléter les études s’intéressant a I'évaluation de la fréquence des Iésions de haut grade en
incluant le dépistage classique chez les femmes non infectées par HPV versus les femmes ayant une
cytologie normale. Le triage-reflexe des femmes ayant des LGSIL doit aussi étre évalué.

- L’évaluation de l'indice de codlt/efficacité et de I'utilité clinique du test HPV pour les besoins de
dépistage doit étre complétée en considérant tous les facteurs économiques internationaux.

- La nécessité d’évaluer d’autres marqueurs qui permettraient d’identifier parmi les femmes
infectées par HPV celles qui sont le plus a risque de développer des lésions de types CIN3+. Ceci
inclu le génotypage des HPV (notamment HPV16, 18 et 45), la charge virale spécifique d'un type
d’HPV, les tests de détection des ARNm E6/E7 HPV et la détection de p16.
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2. FACTEURS VIRAUX INFLUENGANT L’EVOLUTION DES LESIONS ASSOCIEES AUX
HPV

2.1. PERSISTANCE ET CLAIRANCE DE L'INFECTION HPV

Les infections par HPV sont fréquentes mais la plupart vont étre éliminées spontanément (Castle
et al., 2005a, Castle ef al, 2002, Castle ef al., 2005b, Moscicki ef al., 2006). Ainsi, lors du suivi de
femmes infectées par un type d’'HPV donné, seule une petite proportion de cette population
conservera le méme type viral au cours du temps (Hildesheim ef al,, 1994, Ho ef al., 1998a, Ho et al/,,
1995, Molano ef al,, 2003, Moscicki, 1998, Richardson ef a/, 2003). Pour la majorité des infections,
soit le virus est éliminé complétement, soit il est présent de fagon latente et a un niveau indétectable
dans les cellules épithéliales.

Il est néanmoins clairement établi que le risque de développer une Iésion précancéreuse est
proportionnel au nombre d’échantillons infectés par HPV a haut risque, pour une méme patiente (Ho
et al., 1995, Koutsky ef al, 1992). Ceci suggére que la carcinogenése résultante d’'une infection par
HPV HR est étroitement associée a la persistance du virus (Schiffman & Castle, 2003a, Schiffman &
Castle, 2003b, Wallin ef a/., 1999). Or, la définition de cette persistance n’est pas clairement établie, et
il nexiste pas a ce jour de réel consensus permettant de statuer sur ce qui constitue un état de
persistance et un état d’infection transitoire. Seules certaines études se basant sur la détection des
HPV tous les 6 a 12 mois et sur I'apparition de Iésions précancéreuses, peuvent prétendre a une
bonne discrimination des infections persistantes de celles qui ne le sont pas. Quoiqu’il en soit une
meilleure connaissance de I'histoire naturelle des épisodes infectieux propre a chaque individu, peut
étre obtenue par I'étude de cohortes importantes, dont les patientes bénéficient de mesures de
détection multiples et répétées de la présence d’'un HPV.

Il existe une véritable hétérogénéité dans les études et des méthodes d’investigations parmi les
nombreuses publications a ce sujet. Celles-ci ont donné une certaine idée de I'histoire naturelle de
l'infection par HPV, mais un seuil séparant les infections persistantes des infections transitoires, ne
peut étre clairement établi. De plus, pour les types d’'HPV détectés le plus couramment (tel que
I'HPV16 par exemple) il est impossible de distinguer clairement une infection persistante, d’'une perte
et ré-acquisition du méme type viral, provenant du méme partenaire sexuel ou non. Pour répondre a
cette question certains experts avaient proposé la détection des variants moléculaires, ce qui aurait
permis une meilleure discrimination des infections et réinfections (Franco ef a/, 1994). Or, de
nombreuses études ont montré par la suite, que la majorité des infections persistantes (et notamment
celles qui concernent les types 16 et 18) mettent en jeu quasiment toujours les méme variants (Trottier
& Franco, 2006, Trottier ef al., 2006, Villa ef a/., 2000).

D’une fagon générale, il a été montré que la persistance doit étre spécifique d’'un type précis
d’'HPV pour permettre I'évolution lésionnelle (Sigstad ef al/, 2002). Bien que certains auteurs

considérent la définition de la persistance comme la présence d’'un méme type d’HPV sur deux
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prélévements cervico-utérins a au moins un an d’intervalle (Einstein & Goldberg, 2002), ils estiment
que cette persistance concerne seulement 10 a 20% des infections (Dalstein ef a/., 2003, Franco ef
al., 1999, Ho et al,, 1998a, Richardson ef al., 2003).

Les facteurs influencant la durée de I'infection a HPV sont encore mal connus, mais on peut en
discriminer certains parmi les facteurs liés a au virus, tels que le ou les type (s) de virus infectant (s)
(voir le chapifre « 2.2. Génotypes d’HPV et variants »), la charge virale (voir le chapitre « 2.3. Charge
virale ») et lintégration virale (voir /e chapitre «2.4. Intégration virale »). Des facteurs
environnementaux (le nombre de partenaires sexuels, la contraception orale, la parité, le tabagisme,
certains facteurs nutritionnels) (que nous ne traiterons pas dans ce travail), et des facteurs liés a I'hote
qui sont notamment la mise en place et I'efficacité des réponses immunitaires (voir le chapitre : « 3.
Immunité muqueuse dans les infections et lésions associées aux HPV ») sont suseptibles d’influencer

la persistance de l'infection virale.

2.2. GENOTYPES D’HPV ET VARIANTS

Des études ont montré que le pouvoir pathogéne des HPV est en partie dépendant du type de
virus infectant. Il est maintenant établi que les infections par les HPV-BR tendent a persister moins
longtemps que les infections par HPV-HR. Parmi les HPV a haut risque, la durée moyenne de
l'infection est plus importante pour les HPV de types 16, 18, 31, 33, 35 que pour les autres génotypes
(Brisson et al., 1996, Elfgren ef al., 2000). De nombreuses études ont montré que 'HPV de type 16
était retrouvé dans plus de 50% des tissus tumoraux (Bosch ef a/, 1995) et qu'il persistait plus
longtemps que les autres types (Kulasingam ef a/,, 2002, Londesborough ef a/, 1996, Molano ef al.,
2003, Richardson ef al., 2003, Woodman ef al., 2001).

2.2.1. Distribution des génotypes d’'HPV dans les cancers invasifs

L'IARC a publié en 2004 une analyse de 12 études effectuées dans 25 pays qui a permis
d’estimer la distribution des génotypes d’'HPV dans 3085 cas de cancer du col de l'utérus (Munoz ef
al., 2004). La prévalence globale d’'HPV a été estimée a 96%, et les 15 types prédominants étaient les
suivants dans l'ordre d’importance décroissant : HPV16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 39, 51, 73, 68
et 66. Les types 16 et 18 sont retrouvés dans 70% des cas et les 8 types les plus fréquents 16, 18, 45,
31, 33, 52, 58 et 35 permettent d’expliquer 89% des cas de cancers du col de I'utérus dans le monde.
Une prédominance plus forte d’HPV16 a été observée en Afrique, en Europe et en Amérique du Nord.
En Afrique sub-saharienne, c’est ’HPV45 qui est trouvé le plus fréquemment dans les cancers, alors
que c’est 'THPV31 en Amérique latine (Munoz ef a/., 2004). Dans un peu plus de 4% des cancers, un
ou plusieurs HPV de type indéterminé ont été détectés. Or, ces cas représentent trés probablement
plus un échec de détection des types connus, que des infections par des types inconnus (Clifford ef
al., 2006a).
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Une méta-analyse trés compléte de 85 études (dont les séries de I'étude de 'lARC) a permis de
regrouper 10 058 cas de cancer du col de 'utérus dans un premier temps (Clifford ef a/,, 2003), et mis
a jour recemment pour atteindre 14 500 cas en janvier 2006 (Clifford ef a/, 2006a). Les génotypes
d’HPV prédominants dans les cancers du col utérin sont apparus étre les suivants (dans l'ordre
d’'importance décroissant) : 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, 35, 59, 56, 51, 39, 6, 68, 73, 66 et 70 (Figure
12). Une fois encore, les types 16 et 18 expliquent prés de 80% des cancers dans le monde entier, et
les 8 types les plus fréquents (HPV16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 et 35) sont trouvés dans 90% des cas.
Par rapport a la distribution géographique des génotypes, les 8 mémes HPV sont retrouvés de fagon
prédominante dans les 5 régions du monde : Afrique, Asie, Amérique du Nord, Amérique centrale/du
Sud et Europe. La prévalence d’'HPV16 varie de 52% en Asie a 58% en Europe, et la prévalence de
'HPV18 varie de 13% en Ameérique centrale/du Sud a 22% en Amérique du Nord. De méme,
l'importance relative des types 31, 33, 35, 45, 52 et 58 apparait varier en fonction de la zone
géographique, notamment en ce qui concerne la prévalence de I'HPV58 qui est particulierement
importante en Asie.

Enfin, il est trés intéressant de souligner que la distribution des génotypes d’HPV varie
significativement entre les deux grandes formes histologiques de cancer du col de l'utérus. Ainsi,
'HPV16 est trouvé plus fréquemment (prés de 60% des cas) dans les SSC que dans les ADC, et
I'HPV18 est détecté plus souvent (prés de 80% des cas) dans les ADC que dans les SCC (Clifford ef
al., 2003).

60

54,6%

40+

20+

454/0 3,7% 3,5% 3,4% 2.5% 0, 0, o, 0, 7% 0,5 o o (]
3 3 ' ,/ 1,8% 11 0.7 0 % 0,59 0,29
] / y A’ O,BA) il /° I / 2 / 2 / /

16 18 33 45 31 58 52 35 59 56 51 39 73 68 82
Génotypes dHPV

Figure 12. Fréquence des génotypes d’HPV refrouvés dans les cancers du col de l'utérus au niveau mondial

Données estimées sur 14 500 cas (modifié d’aprés Clifford, 2006)

2.2.2. Distribution des génotypes d’HPV dans les HGSIL
Une méta-analyse a estimé la distribution des génotypes d’HPV dans 4 338 lésions de type
HGSIL (Clifford ef al., 2003). Une mise a jour de cette étude a été publiée récemment, représentant

7000 cas a travers le monde. Les génotypes détectés les plus fréquemment dans ces lésions sont les
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suivants (en ordre d’'importance décroissant) : 16, 31, 58, 18, 33, 52, 35, 51, 56, 45, 39, 66 et 6. Les 8
principaux types sont les mémes que ceux détectés dans les cancers du col de l'utérus, avec une
sous-représentation de 'HPV18 et une trés faible représentativité de 'HPV45. En fonction des zones
géographiques, la prévalence d’HPV16 dans les HGSIL varie de 34% en Asie, a 52% en Europe.
L’'HPV18 est trouvé au 3¢me ou 4¢me rang des types les plus fréquents dans les HGSIL en fonction des
régions, et sa prévalence varie de 6% en Europe a 10% en Amérique du Nord. L’importance des
autres types (31, 33, 35, 45 et 58) varie en fonction des régions, et il est trés intéressant de noter que
I'HPV45 est seulement présent en Amérique Central/du Sud, dans la liste des 8 génotypes les plus

fréquents dans les HGSIL.

2.2.3. Distribution des génotypes d’'HPV dans les LGSIL

Une méta-analyse de 53 études et portant sur 8303 cas de lésions de type LGSIL a été réalisée
(Clifford ef al, 2005b). Quarante neuf pourcent des cas provenaient d’Europe, 29% d’Amérique du
Nord, et seulement 3% provenaient d’Afrique ou d’Asie. Une variation trés importante de la détection
d’HPV dans ces lésions a été observée en fonction des études (de 29 & 100%). Ainsi, pour les 3 plus
importantes cohortes (plus de 1000 LGSIL) de cette méta-analyse, 'HPV est détecté dans 55% des
cas pour I'étude croate (Grce et al,, 2001), 73% des cas pour I'étude Italienne (Voglino ef a/., 2000) et
95% des cas pour I'étude de 'ALTS Group. Ceci peut étre expliqué par différents facteurs: la
mauvaise reproductibilité des lectures cytologiques/histologiques, les différences de sensibilités des
systéemes d’amorces de PCR utilisés, la définition histo-pathologique de la LGSIL en fonction des
régions. Afin de réduire les erreurs d’interprétation, cette étude s’est basée seulement sur les LGSIL
dans lesquelles une détection d’'HPV a pu étre effectuée, c'est-a-dire 5910 cas. Il en résulte que
'HPV16 est le type le plus fréquemment trouvé dans ces lésions (26%), suivi ensuite par 'HPV31
(12%), 'HPV51 (11%), 'HPV53 (10%), 'HPV56 (10%), 'HPV52 (9%), 'THPV18 (9%), 'HPV66 (9%) et
I'HPV58 (8%). Dans 5% des LGSIL, d’autres types d’HPV ont été détectés. Ces résultats soulignent la
grande hétérogénéité de la distribution des génotypes d’HPV dans ce type de Iésions (Clifford ef a/,
2005b). Le type 16 est le plus fréquemment trouvé dans toutes les zones géographiques, mais la
proportion de LGSIL attribuées a ce type varie d’'une région a l'autre. Ainsi en Afrique elle est de 16%,
contre 29% en Europe. De la méme fagon, la proportion de LGSIL attribués a HPV18 varie de 5% en

Amérique Central/du Sud a 12% en Amérique du Nord.

2.2.4. Distribution des génotypes d’HPV dans les ASCUS

Aucune méta-analyse décrivant la distribution des types d’HPV dans les cytologies ASCUS (ASC-
US et ASC-H) n’existe. Ceci est di en partie au fait que le diagnostic ASCUS n’est pas standardisé, et
que les variations inter- et intra-observateurs sont trés importantes. Quoi qu’il en soit, il semble que la
positivitt en HPV des échantillons provenant de cytologie ASCUS varie en fonction de I'age. Dans
une étude de I'ALTS Group se basant sur 3 363 ASCUS aux Etats-Unis, 61% de ces échantillons ont
été testés positifs pour HPV, en utilisant le couple d’amorces PGMY09/11 (Castle, 2005). Mais, il
s’avere que cette positivité en HPV varie de 78% en ce qui concerne le groupe des femmes de 18 a

24 ans, a 32% pour le groupe des femmes de plus de 35 ans (Rodriguez ef al., 2007). La prévalence
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des génotypes 16 et 18, dans les échantillons ASCUS positifs pour HPV, est respectivement de 24%
et de 8% (Castle ef al,, 2005b). De la méme maniére cette prévalence diminue avec I'dge, de 35%

chez les femmes de 18 a 24 ans a 19% chez les femmes de plus de 35 ans (Rodriguez ef a/., 2007).

2.2.5. Distribution des génotypes d’'HPV dans les cytologies hormales

Une étude de I'lARC, regroupant des échantillons de 11 pays, a permis d’estimer la distribution
des génotypes d’HPV dans les cytologies sans anomalie. Un protocole standardisé utilisant le couple
d’amorces GP5+/6+ a été choisi et un total de 15 613 échantillons provenant de femmes de 15 a 74
ans ont été testés pour différents types d’HPV (Clifford ef a/, 2005a). Les types les plus fréquemment
détectés sont ’HPV16, 42, 58, 31, 18, 56, 81, 35, 33, 45 et 52. Les femmes d’Afrique Sub-Saharienne
infectées par HPV sont significativement moins sujettes a une infection par HPV16 que les femmes
européennes. De facon trés intéressante, chez les femmes d’Amérique du Sud une distribution des
génotypes intermédiaires entre les femmes d’Afrique Sub-Saharienne et les femmes européennes est
retrouvée. Enfin, 'HPV35 est trouvé de fagon plus fréquente en Afrique Sub-Saharienne qu’en
Europe, alors que la proportion de femmes sans anomalie cytologique est la méme quelle que soit la
région (Clifford ef al., 2006a).

2.2.6. Génotypes d’HPV et risque de développer des Iésions

A partir de la méta-analyse de I'lARC, il a été montré que les HPV de types 16, 18 et 45 étaient
significativement plus souvent détectés dans les cancers épidermoides (SCC) que dans les lésions de
type HGSIL et LGSIL, et inversement pour les autres types (Clifford ef al., 2003). Ainsi, les types
HPV39, 51 et 56, ainsi que les types HPV53 et 66 sont détectés respectivement 10 fois plus souvent
et 30 fois plus souvent dans les LGSIL que dans les cancers du col de I'utérus (Franceschi, 2005).
Ces différences soulignent I'importance des génotypes d’HPV dans le développement d’'un cancer du
col de l'utérus.

Or ces observations doivent étre interprétées avec beaucoup de précautions et le génotypage ne
doit pas étre considéré comme le seul facteur prédictif du devenir d’'une Iésion. Effectivement, ces
études permettent seulement une approche comparative de la distribution des types viraux dans les
différentes lésions cervicales, mais il serait intéressant de mesurer de fagon plus précise le risque de
progression vers un cancer des Iésions pour chaque type d’HPV détecté. Les risques de progression
vers des lésions supérieures ou égales a CIN3, spécifiquement pour chaque type doivent étre
évaluées a partir d’études prospectives (Kahn, 2005).

Une étude a permis de montrer que les femmes infectées par HPV16 présentant des cytologies
ASCUS ou des LGSIL avaient un risque absolu sur deux ans de développer des lésions supérieures
ou égales a CIN3 de 14,9% pour les ASCUS, et 21,1% pour les LGSIL. En comparaison, les femmes
infectées par d’autres types d’HPV a haut risque et ayant des Iésions ASCUS ou LGSIL présentent un
risque absolu de développer une lésion de type CIN3 ou plus de 8,1% pour les ASCUS et 9,9% pour
les LGSIL. Il est intéressant de noter que pour ce groupe de femmes non infectées par HPV16, mais

par un (ou des) autre (s) type (s), le risque absolu de développer une Iésion de type CIN3 ou plus est
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le méme que le risque absolu général pour les ASCUS (8,8%) et Iégérement inférieure pour les LGSIL
(15,5%) (Castle et al., 2005b).

Enfin, il est intéressant d’observer que les HPV53 et 66 sont considérés comme des génotypes a
« haut risque probable », et sont trouvés relativement souvent dans les LGSIL et rarement dans les
cancers du col utérin. Ces deux génotypes sont associés a des cancers avec des prévalences trés
faibles, inférieures a la prévalence de 'HPV6 (HPV BR) pour le cancer du col de l'utérus (Clifford ef
al., 2005a).

2.2.7. Cas des infections multiples

Les co-infections avec 2 ou plusieurs types d’HPV différents sont fréquemment trouvées dans les
études épidémiologiques. Plus de 50% des LGSIL présentent plusieurs types d’'HPV (ALTS Group,
2003). Dans une étude bresilienne, plusieurs types ont été détectés lors de la méme visite chez 20%
des patientes (Rousseau ef al,, 2001). Il semble que l'infection avec un type d’HPV donné ne diminue
pas la probabilité d’'infection par un type phylogéniquement proche. Ainsi, une étude a montré que les
infections multiples sont plus fréquentes que les mono-infections et que le risque de nouvelle infection
n'est pas plus faible lorsque une premiére infection a déja eu lieu, et ce méme avec des types
phylogéniquement proches (par exemple, HPV16 et 31 ; HPV18 et 45 ; HPV6 et 11) (Thomas ef a/,,
2000). Or, il semble que les co-infections 16-18 se produisent moins fréquemment que les co-
infections 16-52, 16-68 et 18-6 et 18-11 (Rousseau ef al, 2003a, Rousseau ef al, 2003Db).
L'importance des co-infections HPV sur la durée d’'un épisode d’infection par un type d’HPV donné
n’est pas clairement établie. En général, la persistance des multi-infections est comparable a celle des
mono-infections, et il est difficile de comparer les études en raison de la diversité des définitions de la
clairance. Ainsi, certains auteurs ont montré que les multi-infections étaient plus souvent associées a
une persistance importante (Hoffmann ef a/., 1998, Perrons ef al., 2005), et qu’une co-infection HPV16
avec un autre type entrainait une persistance d’HPV16 plus longue comparée a une simple infection
par HPV16 (Woodman ef a/,, 2001). En revanche, il existe des études contradictoires a ce sujet et il a
été montré que la persistance de d’infection HPV était indépendante des co-infections avec d’autres
types (Rousseau ef al., 2001). Enfin en 2001, un travail de Liaw a montré que la présence d’'HPV16
était associée a un risque accru de co-infection avec d’autres types sans affecter pour autant la

persistance de l'infection (Liaw ef a/., 2001).

2.2.8. Variants HPV

Certains auteurs se sont intéressés a I'étude de la clairance de l'infection virale, en fonction des
variants d’HPV détectés, et notamment les variants dHPV16 et d’HPV18 (Burk & DeSalle, 2006).
Ainsi, Xi ef al. ont montré que le risque de développer une lésion de type CIN3 ou un cancer du col de
'utérus est plus important pour les variants HPV16 Non Européen (NE), par rapport aux variants
Européen (E) (Xi ef al., 2002). Ceci pourrait étre d( a des différences de régulation transcriptionnelle
entre les variants, ainsi qu'a des différences d’activités biologiques des protéines codées par les
variants, ou a la capacité de 'h6te a monter une réponse immunitaire spécifique. Dans une étude

récente, les clairances de différents variants HPV16 et HPV18 ont été observées sur une période de 2
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ans pour des patientes américaines d’origine africaine et d’origine caucasienne (Xi ef al., 2006). Cette
étude a permis de discriminer 624 cas infectés par HPV16 (560 avec un variant européen et 64 avec
un variant africain) et 182 cas infectés par HPV18 (108 avec un variant européen et 74 avec un
variant africain). Les variants africains (HPV16 et HPV18) sont plus souvent trouvés chez les patientes
d’origine africaine et les variants européens sont plus souvent détectés chez les patientes d’origine
européenne. Aucune différence n’a pu étre montrée en ce qui concerne la clairance des variants
africains HPV16 comparée a la clairance des variants européens HPV16, et aucune différence n’a pu
étre montrée en ce qui concerne la clairance des variants africains HPV18 comparée a la clairance
des variants européens HPV18. En revanche, les variants européens HPV16 et 18 comparés aux
variants africains présentent des temps de clairance plus long chez les femmes d’origine européenne,
et les variants africains comparés au variants européens présentent des temps de clairance plus long
chez les femmes d’origine africaine (Xi ef a/, 2006). Ces résultats suggerent que ces variants de
types hautement oncogénes ont co-évolué avec leur héte, et dans un second temps, que cette
évolution a permis la sélection des variants qui persistaient le plus longtemps lors d’une infection. Ces
observations ont permis d’établir I'existence d’'un risque augmenté de développement d’un cancer du
col de l'utérus qui est alors associé a un variant spécifique d’'un génotype individuel particulier
(Bamshad ef al/, 2004). De fagon intéressante, et a I'opposé, certaines études ont montré une
augmentation du risque de développer un cancer associé aux variants non européens chez les
femmes d’origines européenne, nord-américaine (Burk ef a/., 2003) et sud-américaine (Berumen et al.,
2001, Grodzki et al., 2006, Hildesheim ef al., 2001) ; et une augmentation du risque de cancer associé
aux variants européens chez les femmes d’origine africaine (Tu ef a/., 2006). Au vu de ces études, il
apparait que les variants n’ayant pas co-évolué avec une population seraient plus pathogénes (Chen
et al., 2005).

Ainsi, il existe donc différents génotypes d’HPV et différentes répartitions géographiques, et cette
donnée doit étre considérée avec intérét dans le cadre du dépistage des Iésions ainsi que dans le
cadre du développement et de la distribution des vaccins anti-HPV. Une vaccination efficace en une
zone geéographique donnée passe nécessairement par la connaissance et la description des

génotypes d’'HPV présents.

2.3. CHARGE VIRALE

2.3.1 Aspects semi quantitatif et quantitatif de la charge virale (CV)

La premiére approche de détermination d’une charge virale HPV (CV HPV) a été réalisée en 1994
par Kaye et al., dans une étude sur la transmission verticale (mére a enfant) d’'une infection HPV16
(Kaye ef al, 1994). La technique de mesure de la CV utilisée était basée sur une mesure
densitométrique par LASER des produits de PCR. Les résultats de ce travail ont montré qu’une CV

HPV16 élevée était un facteur important, mais pas le seul déterminant pour une transmission de la
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mére a I'enfant (Kaye ef a/, 1994). L’association de fortes CV HPV avec l'apparition de Iésions de
grade élevé a été décrite rapidement par la suite (Ho ef al., 1995). Mais les mesures de CV HPV ont
été réalisées par des outils a priori semi-quantitatifs, tels que la PCR couplée a la quantification des
produits amplifiés (Ho ef al,, 1995) et le test de détection des HPV Hybrid Capture® (Melbye ef al.,
1996). Il faut attendre I'année 1997 pour que la notion de détermination semi quantitative d’'une CV
HPV apparaisse. Ainsi par la technique des PCR différentielles, utilisant des amorces consensus et
des amorces spécifiques en paralléle, une mesure de CV HPV a été réalisée sur des échantillons de
cytologie. Les résultats ont permis de montrer que les CV HPV élevées pouvaient étre un facteur
important dans la progression des CIN, et que dans le cadre d’une pratique clinique, I'utilisation de la
technique des PCR HPV différentielles pour déterminer une CV pouvait améliorer la prise en charge
des lésions du col utérin (lkenberg ef al, 1997). Les auteurs prennent ainsi conscience que
'amélioration de la détection des lésions cervicales se fera par une amélioration des outils de
détection de 'ADN d’HPV et pourquoi pas par la mise au point d’outils de mesure de la CV HPV
(Coutlee et al, 1997). Par la suite, plusieurs études se sont intéressées aux valeurs données par le
test Hybrid Capture® (HC®) dans le cadre d’une détermination de la CV. Certains auteurs ont ainsi
considéré les résultats du test HC® comme étant quantitatifs, d’autres comme des données semi-
quantitatives, au méme titre que des techniques de PCR conventionnelles qui seraient suivies par une
mesure densitométrique des produits de PCR. Les premiers résultats ont été relativement
controversés ; certains, ne montrant pas d’association entre la valeur de CV HPV et le grade des
Iésions (Clavel ef al, 1998a, Clavel ef al, 1998b, Forslund ef al, 1997), d’autres montrant en
revanche une association (Almog ef al., 2003, Coutlee ef al., 1997, Ho et al,, 1998b)}.

Avec l'arrivée du test Hybrid Capture® de seconde génération (HCII®), les travaux étudiant
I'association entre CV HPV et grade et/ou progression des Iésions se sont multipliés. Il est rapidement
apparu que les hautes valeurs de RLU du test HCII® étaient corrélées a des grades élevés de lésions
et/ou a un risque accru de progression des lésions (Dalstein ef a/, 2003, Hernandez-Hernandez ef a/.,
2003, Nindl ef al., 1998, Sun et al., 2001, Sun ef al,, 2002, Woodman ef a/,, 2001). Mais, méme si de
faibles CV restent associées généralement a un état de normalité microscopique ou éventuellement a
des lésions de type LGSIL, I'importance d’'un éventuel pronostic clinique associé a des lésions de
grade plus sévére dans le cas de CV élevées n’est pas complétement établi, et ne peut reposer sur
cette seule observation. Effectivement, des CV élevées peuvent étre associées avec des Iésions de
type LGSIL qui régressent, d’autant plus que ces lésions sont vraisemblablement productives au
méme titre que des Iésions condylomateuses associées aux HPV a bas risque.

Au sein de notre équipe, nous avons pu montrer que dans le cas d'une infection HPV persistante
chez 127 patientes, le risque relatif de développer une HGSIL est le méme pour les femmes de plus
de 30 ans que pour les femmes plus jeunes. Ce risque est également le méme pour les les femmes
ayant un frottis anormal par rapport a celles ayant un frottis normal. Mais la charge virale donnée par
le test HCII® influence le risque relatif de développer une HGSIL : avec une valeur de 1 pour les
valeurs de charge virale inférieures a 10 pg/mL, ce risque passe a 2,7 pour les valeurs de charges
virales supérieures a 100 pg/mL (Dalstein ef al, 2003). Les résultats des travaux se basant sur

I'utilisation des valeurs HCII® pour la détermination d’'une CV ont été longtemps controversés, puisque
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aucune normalisation de la valeur de charge virale par le nombre de cellules présentes dans
I'échantillon n’était apportée, et qu’il est impossible, par cette technique, de différencier les multi-
infections des mono-infections (Moberg ef al, 2004). Une équipe a d’ailleurs montré par plusieurs
études que malgré les excellentes performances analytiques et cliniques du test HCII®, les valeurs
données, a linstar de celles du test de premiére génération, ne permettaient pas d’associer CV et
grade et/ou progression des Iésions (Bory ef al., 2002, Clavel ef al., 1998a, Clavel ef a/,, 1999, Clavel
et al., 2000, Clavel et al., 1998b).

2.3.2. Apport de la PCR en temps réel dans la mesure de la charge virale

La mise au point des techniques visant a évaluer la charge virale de maniére quantitative est
récente, et date du début des années 2000 avec I'avénement de la PCR en temps réel. Effectivement,
un premier travail utilisant une technique de PCR en temps réel avec des sondes TaqMan®
spécifiques des HPV16, 18, 31 et 45 a montré une association entre les valeurs élevées de CV et le
grade élevé des lésions (Swan ef al, 1999). Aujourd’hui, les techniques basées sur la PCR en temps
réel représentent la meilleure approche de quantification de 'ADN des HPV. Elles possédent aussi
une rapidité et une reproductibilité qui sont supérieures a ce que I'on peut obtenir avec les techniques
semi-quantitatives de PCR classique et les tests de détection d’HPV. La PCR en temps réel permet
une véritable quantification de 'ADN viral grace a I'utilisation d’'une gamme d’étalonnage obtenue a
partir de standards (Gibson ef al., 1996, Heid et al., 1996).

La quantification d’'un géne de référence cellulaire en paralléle de la quantification d’'un nombre de
copies virales permet de normaliser la CV en fonction d’'un nombre de cellules (Moberg et a/., 2003).
Pour cela, il s’avere nécessaire de quantifier un géne cellulaire tel que la B-globine (Hart ef a/, 2001,
Lefevre ef al, 2004, Swan ef al, 1999), la GAPDH (Gravitt ef a/, 2003b) ou encore I'albumine
(Laurendeau et al., 1999).

La nature des échantillons a partir desquels ces techniques de PCR en temps réel peuvent étre
appliquée est trés diverse. Ainsi, il est possible d'utiliser des lignées cellulaires, des biopsies, des
lavages cervico-utérins, des résidus liquides provenant de prélévements par cytobrosse (cytologie
conventionnelle ou en phase liquide), des résidus liquides provenant du milieu de transport Digene
(Hart ef al., 2001, Lefevre et al., 2004, Lefevre ef al., 2003).

La PCR en temps réel permet de déterminer une CV spécifique d’'un type donné de virus,
contrairement aux valeurs données par le test HCII® qui correspondent a la détection semi-
quantitative de 13 types d’HPV a haut risque. Les amorces ciblent le plus souvent les séquences des
génes E6 et E7, mais quelques études ont apporté I'utilisation de séquences du géne L1 (Depuydt ef
al., 2006, Fontaine ef al., 2005, Hart ef a/., 2001). De part sa prévalence dans les Iésions cervicales de
grades séveres (supérieures ou égales a CIN2), lHPV16 est le génotype le plus quantifié dans les
différentes études (Gravitt ef a/., 2003b, Peitsaro ef al, 2002, van Duin ef al, 2002). La quantification
de la CV HPV16 s’est rapidement présentée comme un outil intéressant dans les travaux sur d’autres
pathologies associées a HPV, et notamment au niveau d’autres types de muqueuses (Klussmann ef
al., 2001a, Klussmann et al, 2003, Klussmann ef al., 2001b, Mellin ef al., 2002, Weinberger ef al.,

2006). Les CV des autres génotypes viraux ont aussi pu étre déterminées par l'utilisation de la PCR
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en temps réel : 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66 et 68 (Depuydt ef a/., 2006, Flores-
Munguia ef al., 2004, Flores ef al., 2006, Gravitt ef a/., 2003a, Moberg ef a/., 2004, Swan ef al., 1999).
Hart ef al,, ont publié un travail se basant sur I'utilisation du couple d’amorces GP5+/6+ (Jacobs ef al.,
1997), et d'un systtme de sonde Scorpion™, ciblant la POL L1 d’'HPV. Gréce a ce systéme
consensus on peut ainsi détecter 20 types d'HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 et 68) (Hart ef a/., 2001). Or, au vu de la prévalence des multi-infections HPV au
niveau de I'épithélium cervico-utérin, ce systéme ne permet pas de déterminer une CV véritable,
puisque par définition, elle doit étre spécifique d'un type donné. Le risque de réactions croisées entre
les différents génotypes est important, car techniquement il est nécessaire que les amorces soient
sélectionnées afin d’amplifier des séquences trés courtes (de 40 a 150 paires de bases), ce qui
augmente le risque d’amplifications aspécifiques. Or, la mise au point d’'une technique de PCR en
temps réel est trés longue et doit absolument étre accompagnée d’études de reproductibilité,
spécificité et sensibilité avant d’étre validée. Et les auteurs ont compris que cette validation était une
étape obligatoire avant l'utilisation de ces technologies pour des études a plus ou moins grande
échelle, et ainsi quelques études ont été réalisées dans ce but. C’est le cas notamment en ce qui
concerne les PCR en temps réel ciblant THPV16 et ’THPV18 (Gravitt ef a/, 2003b) et 8 PCR en temps
réel ciblant les HPV16, 18, 31, 39, 45, 51, 52 et 58 (Flores-Munguia ef a/., 2004).

Enfin, la détermination d’'un seuil de détection (analytique et clinique) représente une notion
indispensable a intégrer dans les travaux se basant sur la quantification de ’TADN d’HPV. Ce seuil de
détection est nécessaire (mais pas suffisant) pour permettre de discriminer en fonction de la CV HPV
les infections « non a risque de CIN2+ » des infections « a risque de CIN2+ », qui sous-entendent une
progression des lésions vers un grade plus sévére (Snijders ef al., 2006, Snijders ef al, 2003, van
Duin et al., 2002).

2.3.3. Applications de la mesure de la charge virale

En 2000 deux études importantes ont été publiées par une équipe suédoise. Une premiére étude
regroupant plus de 400 cas de carcinomes /n sifu du col utérin et plus de 600 femmes sans Iésion a
permis de déterminer que la CV HPV16 mesurée par PCR en temps réel, est un facteur déterminant
dans le développement du cancer du col de l'utérus (Josefsson ef a/, 2000). Un second travail a
permis d’observer I'évolution de la charge virale HPV16, mesurée par PCR en temps réel a partir
d’échantillons de cytologie, durant une période allant jusqu'a 26 ans chez des femmes qui ont
développé un cancer /in situ et chez les femmes qui n‘ont pas développé de Iésion. Le résultat de cette
étude montre que les femmes ayant de trés fortes charges virales ont 30 fois plus de risque de
développer un cancer que les autres sur une période de 10 ans (Ylitalo ef a/., 2000).

La CV HPV et notamment la CV HPV16, serait corrélée a la sévérité du diagnostic histologique.
Ainsi, les charges virales généralement inférieures a 100 copies par cellule, sont trouvées
fréquemment pour les épithéliums normaux ou avec une dysplasie légere, et les charges virales
supérieures a 1 000 copies par cellule sont mesurées dans les cas de dysplasie modérée ou sévere.
(Gravitt ef al., 2003a, Sun ef al., 2001, van Duin ef a/., 2002). Mais, ce phénoméne n’est pas retrouvé
pour 'HPV18, 31, 33, 45 et 56 (Gravitt ef al., 2003a, Weissenborn ef a/,, 2003). Il semblerait que la
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charge virale soit spécifique des génotypes au méme titre que la persistance et que la clairance virale,
puisque certaines études montrent que seule la charge virale de 'HPV16, et pas celle des autres
types, est corrélée au grade élevé des lésions (Lorincz ef al,, 2002, Ylitalo ef al., 2000, Zerbini et al.,
2001). Une étude rétrospective de I'évolution de la CV HPV16 chez des patientes ayant des
cytologies normales et anormales a permis de définir la charge virale comme une indicateur du
potentiel d’évolution d’une infection et donc d’'une lésion (van Duin ef al, 2002). Les patientes
présentant des CV élevées ont un risque accru de développer des Iésions de haut grade (supérieure
ou égale a CIN2) (Abba ef a/, 2003, Schlecht ef a/, 2003a, Schlecht ef a/., 2003b, van Duin ef al,
2002). De la méme maniére, une CV élevée en HPV16, 18 et 45 est corrélée avec un risque élevé de
développer un cancer invasif du col de I'utérus (Moberg ef a/, 2005). Par ailleurs, il paraitrait logique
de trouver des charges virales faibles dans les |ésions cancéreuses, en raison de l'intégration virale.
Effectivement, il a été observé que trés peu de virus sont produits dans les cancers du col de 'utérus,
phénoméne qui est lié probablement a lintégration du génome HPV dans le génome de la cellule
hote. Cependant, les choses sont loin d’étre simples, puisqu’il a été montré que la cohabitation au
sein d'une méme lésion de formes intégrées et épisomales est possible (Kalantari ef a/, 2001,
Peitsaro ef al,, 2002). Ainsi, bien que la charge virale HPV et notamment la CV HPV16 soit corrélée a
I'apparition d’'un cancer du col utérin, son utilité ainsi qu'une valeur seuil prédictive restent encore a
déterminer. Beaucoup d’incertitudes sont dues aux variations d’échantillonnage et aux différentes
méthodes de mesures utilisées dans les différentes études. Il faut rajouter a cela les différences que
I'on peut trouver dans les classifications histologiques des lésions, et l'interprétation des résultats de
ces études apparait trés difficile.

Enfin, la mesure de la CV HPV aprés traitement chirurgical de la Iésion du col de l'utérus pourrait
constituer un marqueur pronostique important du geste thérapeutique. Effectivement, il a été montré
que les CV HPV élevées mesurées avant résection chirurgicale diminuaient de fagon trés rapide aprés
le traitement (Lillo ef a/., 2005, Song ef al., 2006)

2.4. INTEGRATION VIRALE

2.41. Premiéres approches de I'étude de l'intégration virale

C’est au début des années 80 que les études sur lintégration des HPV dans le génome de la
cellule héte ont commencé a étre publiées. Notamment, grace aux travaux de Gissmann ef a/. qui
soupgonnaient I'intégration d’'HPV6 dans certains types de pathologies génitales telles que les verrues
génitales (condylomes acuminés) et les tumeurs de Buschke-Lowenstein sans pouvoir le prouver et
ce qui n'est pas le cas (Gissmann ef al., 1982). Et c’est en 1986 que K. Syrjanen publie une revue
dans laquelle il propose I'hypothése que les transformations malignes de I'épithélium utérin sont
conditionnées essentiellement par le type d’'HPV et la propriété d’intégration de I’ADN viral dans le
génome de la cellule héte. Selon lui, les HPV16 et 18 sont les seuls génotypes capables d’exister

sous forme intégrée dans les cellules infectées (Syrjanen, 1986).
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Les premiéres techniques utilisées pour déterminer le statut physique des HPV étaient basées sur
une digestion enzymatique de 'ADN par BamH 1 suivie d’'un Southern blot. Le génome d’HPV ne
présentant qu’un seul site BamH 1, les formes épisomales migrent a 8000 pb environ, alors que les
formes intégrées migrent sous forme de bandes de tailles variables en fonction du site d’intégration
(Cullen et al., 1991).

Il a été montré par hybridation /n sifu (HIS), que l'intégration des HPV (notamment des types 16 et
18) était retrouvée régulierement dans les lignées de cellules cancéreuses (HelLa, CaSki, SiHa) mais
aussi dans les cancers /n sifu et invasifs du col utérin (Shirasawa ef a/., 1986, Shirasawa ef al., 1987).
De plus, les formes intégrées co-existeraient avec les formes épisomales (Choo ef al, 1987b).
L’intégration comme un facteur pronostique de progression des lésions est méme proposé par
Schneider-Maunoury ef al, qui ont détecté par HIS des phénoménes d’intégration dans les lésions
précancéreuses du col de l'utérus (Schneider-Maunoury ef a/, 1987). Parallélement a cela, les sites
d’intégration des HPV dans le génome cellulaire sont étudiés, notamment par HIS. Et il apparait
rapidement pour certains auteurs que l'intégration d’'HPV se fait au hasard (Mincheva ef a/, 1987). En
revanche, une étude de Popescu ef al. sur les cellules HelLa a permis de définir 4 sites d’intégration
de I'HPV18, dont 3 sont a proximité d’oncogénes cellulaires, dont c-myc, et tous étant a proximité de
« zones fragiles » (Popescu ef al., 1987). D’autres études, incluant plusieurs autres lignées cellulaires
infectées par différents types d’HPV, ont confirmé ceci par la suite : les HPV sont le plus souvent
intégrés a proximité d’oncogénes cellulaires (c-myc, c-raf-1, c-src-7) (Ambros & Karlic, 1987,
Cannizzaro ef al., 1988, Couturier ef al., 1991, Durst ef al., 1987, Popescu & DiPaolo, 1990 ). Il s’est
également avéré que la linéarisation du génome viral entrainait une délétion invariable de la POL E2
d’'HPV16 (Choo ef al., 1987a, el Awady ef a/., 1987, Schneider-Maunoury ef al., 1987), et que les POL
EG6 et E7 étaient quant a elles systématiquement conservées (Choo ef a/., 1987a).

L’apparition de systemes d’amplification couplés aux techniques d’hybridation /n sifu, a permis
d’affiner les résultats obtenus jusque la. Ainsi en 1991, Cullen ef al. se sont intéressés a déterminer le
statut physique des HPV dans 181 lésions intra épithéliales et cancers invasifs. Quatre vingt un
pourcent des lésions présentaient des formes intégrées d’HPV, et parmi les Iésions induites par
HPV16, 72% présentaient des formes intégrées et 11% seulement des formes épisomales. Il s’avére
de fagon assez contradictoire avec les résultats publiés jusqu’a ce jour, que l'intégration d’HPV16
dans les carcinomes n’est pas une constante, et que ce phénoméne n’est pas toujours requis pour
induire la progression maligne des Iésions (Cullen ef al, 1991). En revanche, en ce qui concerne les
Iésions induites par HPV18, la forme intégrée de ce génotype est observée dans 100% des cas,
seulement une Iésion sur les 23 étudiées présente les deux formes du virus, intégrée et épisomale. Ce
qui sous-entend que l'efficacité de transformation de ce génotype est supérieure a celle de 'HPV16,

indiquant par la méme que 'HPV18 serait associé a des cancers plus agressifs (Cullen ef a/,, 1991).

Avec le développement des techniques de PCR au début des années 1990, de nouvelles
données sont venues compléter ces premiéeres approches. Trés vite, des techniques de PCR ciblant le
géne E2 et E1 ont été développées afin de discriminer les formes épisomales des formes intégrées du

virus. C’est Das ef a/. qui pour la premiére fois ont mis au point une technique de PCR permettant de
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distinguer les formes épisomales des formes intégrées de 'ADN d’HPV16 (Das ef al., 1992a, Das ef
al., 1992b). Pour cela, des amorces spécifiques de la POL E2 ont été utilisées, permettant la détection
d’'un fragment de 1 139 paires de bases. En appliquant cette technique a 122 échantillons provenant
de lésions dysplasiques de tout grade et de cancers invasifs, et en comparant les résultats a ceux
donnés par les techniques de Southern blotting, il ont montré que 70% des cancers invasifs
présentaient des formes intégrées d’HPV16 contre 23% pour les dysplasies et les cancers /in situ
(Cullen ef al, 1991, Das et al., 1992a). Ces observations rejoignent celles de Cullen ef a/. dans la
mesure ou pour 30% des cancers il ne peut pas détecter d’intégration d’HPV par sa technique de PCR
ciblant E2. Les auteurs suggérent que ce phénomene n’est pas nécessaire a la progression maligne
des lésions et que d’autres mécanismes interviennent (Das ef al., 1992b). Ces résultats permettent de
proposer que lintégration du génome d’HPV a celui de la cellule hbéte puisse passer par une
linéarisation de ’ADN suite a une coupure au niveau d’'une région différente a la POL E2. Ainsi, une
étude a pu montrer qu’'une séquence de 1465 paires de bases allant des POL E1 a E2 était
généralement délétée lors de l'intégration de 'ADN viral, et que la perte de cette séquence peut
s’avérer un marqueur intéressant de l'intégration (Chen ef al., 1994).

Des formes mixtes (intégrées et épisomales) peuvent aussi co-exister dans les lésions, et |l
s’avére que la fréquence des Iésions avec des formes intégrées du génome d’HPV augmente avec la
gravité des lIésions du col de l'utérus (Berumen ef al,, 1995, Daniel ef al, 1995 , Das ef al., 1992a, Das
et al, 1992b, Grayson ef al., 1996, Kalantari ef al,, 2001, Tonon ef al., 2001), mais aussi des lésions
d’autres muqueuses (Fife ef al, 1996a, Gillison ef al., 1999, Holm ef a/., 1994, Rodrigo ef al., 2001,
Sanchez-Lanier ef al, 1994, Suzuk et al., 1996, Suzuki ef al., 1996, Suzuki ef al., 1994a, Suzuki ef al.,
1994b).

Enfin, les techniques de PCR et de Reverse Transcriptase (RT-) PCR ont permis de confirmer les
résultats de Cullen ef al, publies en 1991 (Cullen ef a/, 1991) et montrent que le phénoméne
d’intégration est dépendant du type d’'HPV. Effectivement, une étude a montré que différents profils
d’intégration sont retrouvés pour HPV16 et HPV18. Soixante dix pourcent des cancers induits par
HPV16 abritent uniquement des formes intégrées d’HPV, 20% abritent des formes mixtes et 10%
abritent uniquement des formes épisomales ; alors que 100% des cancers induits par HPV18 abritent
uniqguement des formes intégrées (Park ef al., 1997). Cette étude a permis de montrer par RT-PCR
que I'expression des transcrits E6 et E7 est corrélée au statut physique de I'ADN d’HPV. La détection
de 'ARNm de E2 par RT-PCR est possible uniquement dans les cas ou des formes épisomales ou
mixtes sont détectées, et de maniére plus sensible que la détection de la perte de la POL E2 par PCR,
de part le nombre de copies disponibles. Ceci suggere que la RT-PCR puisse constituer une
technique plus adaptée a la détection des formes du génome d’HPV (Park ef a/, 1997). D’ailleurs
plusieurs études conduites sur des prélévements provenant du col de l'utérus, mais aussi d’autres
tissus, ont confirmé cette hypothése (Al-Bakkal ef a/., 1999, Hudelist ef a/., 2004, Kim & Taylor, 2003).

Des techniques de PCR multiplexes permettant de détecter a la fois 'ADN viral total (en ciblant
E6) et TADN épisomal (en ciblant E2) ont été mises au point, afin d’étudier l'intégration d’'HPV
(Brestovac ef al., 2005, Chen et al, 1994, Lukaszuk ef al, 2003, Yoshinouchi ef al., 1999). Des

techniques de PCR particuliéres (Ligation-mediated PCR) ont aussi été développées afin de détecter
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les séquences du génome d’HPV intégrées (DIPS-PCR) dans les cellules cancéreuses du col de
l'utérus, permettant ainsi de définir précisément les sites d’intégration et les séquences délétées au
cours de l'intégration virale (De Marco ef al., 2007, Luft ef al., 2001). Enfin, des techniques couplant la
PCR a rhybridation /n sifu utilisant des systéme d’amplification fluorescent (FISH) sont toujours
utilisées afin de localiser TADN d’HPV dans les cellules infectées a partir d’échantillons fixés sur lame
(Bryan et al., 2006, Hopman ef al.,, 2005, Ragin et al., 2004).

2.4.2. Apport de la PCR en temps réel dans la mesure de I'intégration virale

Il s’est avéré avec le développement des techniques de PCR en temps réel, qu’il était
envisageable de pouvoir quantifier I'intégration virale en terme de pourcentage de formes intégrées,
mixtes et épisomales. De nombreuses études se sont donc appuyées sur ces nouvelles technologies
pour proposer des techniques de quantification de l'intégration. Les techniques de PCR en temps réel
dans la détection du statut physique d’HPV se sont révélées novatrices dans I'apport d’'une notion
quantitative de ce phénoméne d’intégration virale.

Une équipe finnoise a donc mis au point une technique de PCR en temps réel permettant de
détecter et de quantifier I'intégration d’HPV16 (en choisissant de cibler le géne E2 et le géne E6) dans
31 échantillons d’ADN provenant de cellules cervico-utérines : certaines provenant de lésions CIN1,
CIN2 et CIN3, dautres non. Les auteurs ont observé que seulement 4 échantillons sur 31
présentaient uniquement des formes intégrées d’HPV, et que seul 1 échantillon présentait uniquement
des formes épisomales. Disposant des données d’évolution des lésions, cette étude rétrospective a
permis d’observer que l'intégration du génome d’HPV est une étape qui peut apparaitre précocement
dans des lésions CIN1, voire méme lorsque linfection par HPV ne conduit pas a I'apparition de
Iésions. La particularité de ce travail est qu’il a permis d’associer la charge virale (CV) HPV16 avec
des taux d’intégration et de définir que les fortes CV HPV16 et des formes mixtes du génome d’'HPV
étaient liées a une progression rapide (en moins de deux ans) des lésions vers des grades plus
séveres (Peitsaro ef al, 2002). Cette premiere étude n’a pas permis de définir de fagon claire des
seuils de taux d’intégration comme marqueurs prédictifs d’évolution des Iésions.

D’'une fagon générale, il semble que I'augmentation de la proportion de Iésions abritant des
formes intégrées d’'HPV est corrélée avec la sévérité de la lésion (Andersson ef al,, 2005, Cheung ef
al., 2006, Ueda ef al, 2003), mais des formes intégrées peuvent étre détectées dans les lésions de
bas grade (De Marco ef al, 2007, Kulmala ef a/,, 2006). Il est intéressant de noter que pour des CV
qui ne difféerent pas significativement, les formes intégrées d’ADN d’'HPV16 sont observées plus
frequemment dans les cancers que dans les lésions CIN2/3 (Guo ef al, 2006). Ces résultats
permettent de renforcer 'hypothése que la mesure du taux d’intégration puisse constituer un facteur
prédictif de I'évolution des lésions CIN. Kulmala ef a/. ont observé que dans les Iésions de bas grade
(LGSIL) et dans les frottis avec des atypies cellulaires (ASC-US), le taux d’intégration d’'HPV16 est
d’autant plus élevé que I'age des patientes est élevé (Kulmala et a/,, 2006). D’autres auteurs se sont
intéressés a la quantification de l'intégration, dans d’autres tissus que la muqueuse du col utérin. De
fagon assez surprenante, il apparait que I'intégration du génome d’HPV joue une rdle important dans

la développement des cancer de I'cesophage (Si ef al, 2005), alors que cette relation semble plus
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controversée en ce qui concerne le développement de cancers de la cavité oro-pharyngée (Ha ef al,
2002, McKay et al., 2005).

La majorité des études s’est focalisée jusqu’alors a l'intégration des génomes de I'HPV16 et dans
une moindre mesure de 'HPV18 dans les lésions précancéreuses et cancéreuses du col utérin.
Néanmoins, il est intéressant de noter, que d’autres génotypes d’HPV peuvent étre observés sous
forme intégrée dans le génome de la cellule héte. Ainsi, une étude s’est intéressée aux génotypes 52
et 58, qui sont trouvés plutét rarement dans les cancers du col de l'utérus. Il s’est avéré que les
HPV52 et 58 étaient trouvés sous forme intégrée dans respectivement 25 et 12,5% des cancers (alors
que 'ADN des HPV16 et 18 est trouvé intégré dans 82 et 100% des cancers). Ce qui souligne que
l'intégration de ces génotypes n’est pas un pré-requis au développement d’'un cancer (Ho ef al,
2006).

Méme si la signification des taux d’intégration en fonction du grade des lésions n’est pas claire
actuellement, il a été montré dans une étude comparant les cancers invasifs et des cancers /n situ,
induit par HPV16, que des différences significatives pouvaient étre trouvées. Ainsi, dans les cancers
invasifs, 'ADN de 'HPV16 est dans 40% des cas sous forme épisomale, dans 46% des cas sous
forme mixte et dans 15% des cas sous forme intégrée, alors que dans les cancers /n situ, le génome
viral est a 70% sous forme épisomale, a 29% sous forme mixte et a 9% sous forme intégrée (Arias-
Pulido et al., 2006). Cette étude indique que des délétions sont observées dans les génes E1 et E2, et
que ces délétions touchent le plus fréquemment la POL E2 d’HPV16 située entre les nucléotides 3243
et 3539. Mais il est proposé aussi que dans les Iésions abritant des formes mixtes de génome d’'HPV,
la protéine E2 exprimée a partir des formes épisomales pourrait réguler I'expression des génes E6 et
E7 des génomes viraux intégrés a 'ADN de la cellule I'hote (Arias-Pulido ef a/, 2006). Ainsi, la
mesure de I'expression des transcrits d’'HPV, tels que E6, E7 mais aussi E1 et/ou E2 pourrait

constituer un outil intéressant dans la détermination de marqueurs prédictifs de I'évolution des Iésions.

2.4.3. Intégration virale et quantification des ARNm

La détection de transcrits d'HPV dans des échantillons cervico-utérins a été en premier lieu
réalisée par des techniques de RT-PCR classiques. Aujourd’hui un test de détection est
commercialisé (PreTect HPV-proofer®, Norchip) pour les 5 principaux HPV a haut risque (16, 18, 31,
33 et 45 ) (Molden et al., 2005a, Molden ef al., 2005b). Des études utilisant ce test ont montré que la
détection des transcrits E6 et E7 est possible dans les 1ésions précancéreuses de tout grade (Molden
et al., 2005b). Une étude norvégienne a montré que les ARNm E6 et E7 sont détectables a I'aide de
cette technologie dans plus de 90% des biopsies de cancers du col de l'utérus (Kraus ef al., 2006).
L'utilisation de la détection des ARNm E6 et E7 pourrait s’avérer étre un marqueur pertinent de la
persistance de linfection et du risque de développer des lésions précancéreuses chez les jeunes
femmes (inférieur a 30 ans) (Molden ef a/,, 2006, Molden ef al., 2005a). Enfin, 'expression des ARNm
E6 et E7 semble étre indépendante de la CV HPV et I'intégration du génome d’'HPV génére une
expression importante et stable des protéines E6 et E7. De plus les résultats positifs du PreTect®
HPV-Proofer® semblent étre corrélés a la perte de la réplication des HPV (Andersson ef al., 2006).

Les techniques de PCR quantitatives en temps réel, couplées a une étape de transcription inverse ont
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été développées et appliquées a la quantification des transcrits viraux dans quelques études
seulement a ce jour.

La quantification des transcrits E6 et E7 par PCR en temps réel a été réalisée sur des résidus de
cytologie provenant de 348 échantillons, dont des échantillons sans Iésion, des ASCUS, des LGSIL et
des HGSIL. Il s’est avéré que la CV HPV16, ainsi que le nombre de copies de transcrits augmentait
significativement avec le grade de la Iésion. Il semblerait que la RT-PCR en temps réel (permettant la
quantification des transcrits) soit plus sensible que la PCR en temps réel (permettant la quantification
de la CV) pour décrire I'évolution des ASCUS, LGSIL et HGSIL (Wang-Johanning ef a/., 2002).

De fagon étonnante une étude chez des patients immunodéprimés transplantés d’organes et
présentant des lésions de grade variable au niveau génital et cutané, a montré que chez les patients
présentant des taux d’expression d’ARNm E6 et E7 mesurables, une réponse anticorps dirigés contre
des antigénes d’HPV a pu étre détectée (Dang ef al., 2006).

Ces données permettent de suggérer que la détermination des taux d’expression des transcrits
d’HPV puisse constituer un marqueur potentiellement prédictif de I'évolution des lésions cervicales
(Wang-Johanning ef a/., 2002), mais aussi des lésions cancéreuses au niveau d’autres muqueuses
(Arora et al., 2005, Rodrigo ef al., 2001, Slebos ef al., 2006).

Enfin, les travaux sur I'expression des génes d’'HPV par RT-PCR en temps réel ont permis
d’affiner les connaissances sur la régulation de la réplication et de la transcription virale. Une étude
récente a permis de montrer que le la CV et la polyploidie dans les cellules cancéreuses du col de
I'utérus, n’étaient pas directement corrélé avec les taux d’ARNm mesurés. Il est suggéré que le niveau
d’expression des ARNm et la CV pourraient constituer des marqueurs prédictifs de I'évolution des
lesions précancéreuses, alors que la polyploidie pourrait étre lié au processus d’intégration virale dans

les cellules infectées par HPV18 ou co-infectées avec un autre type (Scheurer ef al., 2007).
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3. IMMUNITE MUQUEUSE DANS LES INFECTIONS ET LESIONS ASSOCIEES AUX
HPV

3.1. ETAT IMMUNITAIRE ET INFECTION HPV

Il est assez remarquable de constater que l'infection par les HPV s’accompagne d’une faible, voire
inexistante réaction inflammatoire. En I'absence de cette réaction inflammatoire, la présentation des
protéines virales par les cellules dendritiques aux lymphocytes doit étre limitée. Néanmoins, en
réponse a linfection du tractus génital par les HPV, l'organisme va développer une réponse
immunitaire spécifique mesurable au niveau périphérique et locale (Stanley, 2006, Stanley, 2001).
Schématiquement, la réponse humorale serait responsable de l'inactivation des particules virales ainsi
que de la prévention des ré-infections des sites muqueux, alors que la réponse cellulaire éliminerait
les cellules infectées, et permettrait la régression des Iésions associées. Il a été montré que parmi les
co-facteurs qui modulent la persistance et la clairance des infections par HPV, la réponse immunitaire

semble jouer un réle déterminant (Moscicki ef a/., 2006).

La fréquence accrue des néoplasies cutanéo-muqueuses associés a 'HPV chez les individus
immunodéprimés démontre bien l'importance du systéme immunitaire dans le contrble des Iésions
induites par HPV (Ferenczy ef al., 2003, Sillman ef a/,, 1997). Parallelement a cela la prévalence des
infections par HPV est accrue dans les populations de patients greffés d’organes (Alotaibi ef a/., 2006,
Dunne & Markowitz, 2006, Luron ef al, 2006, Tan & Goh, 2006) ou infectés par le virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) (Palefsky ef al., 1999, Sun ef al., 1997). Le déficit immunitaire, et
notamment le déficit en lymphocytes CD4 permettrait la réplication des HPV qui seraient restés sous
forme latente et la progression tumorale. Ainsi, chez les individus greffés, les carcinomes cutanés
associés aux HPV sont fréquemment associés a une profonde immunosuppression, puisque le
nombre de lymphocytes CD4 est diminué de fagon significative comparée aux patients sans
carcinome (Ducloux ef al., 1998, Dunne & Markowitz, 2006). Chez ces patients, des études ont aussi
montré la plus forte fréquence de détection des infections HPV dans d’autres organes, tels que la
cavité buccale par rapport aux sujets immunocompétents (Rose ef a/., 2006). De la méme fagon, le
risque de développer un cancer de I'anus serait 10 fois supérieur chez les transplantés par rapport a
la population générale, et la prévalence de I'infection anale par HPV est de 47% chez les transplantés
(Patel et al., 2007). Dans cette derniére étude se basant sur une population de transplantés rénaux,
les auteurs proposent méme un programme de dépistage des lésions anales chez ces patients qui
reposerait sur la détection d’'HPV (Patel ef a/, 2007).

Des études effectuées parmi les populations de femmes infectées par le VIH semblent indiquer

que les lésions dysplasiques progressent et évoluent plus rapidement chez les femmes VIH positives

que chez les femmes immunocompétentes. Ces lésions récidiveraient également plus souvent aprés
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traitement (Clifford ef a/., 2006b, Eckert ef al., 1999, Frisch ef al., 2000). Cette relation est fortement
dépendante du type viral infectant. Les femmes infectées par le VIH ne sont pas plus fréquemment
infectées par 'HPV16 que les femmes immunocompétentes mais le sont par les autres génotypes.
Ceci suggere que 'HPV16 a une capacité plus importante a échapper a la surveillance immunitaire,
contribuant ainsi a la forte prévalence de 'HPV16 dans les Iésions cancéreuses du col utérin (Clifford
et al., 2006b, Strickler ef al., 2003).

3.2. INITIATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

3.2.1. Systéme Immunitaire Commun des Muqueuses (SICM)

Le SICM encore nommé MALT (« Mucosal-Associated Lymphoid Tissue ») est un ensemble de
tissus lymphoides regroupant les territoires immuns muqueux de I'organisme (Figure 13). Ce systéme
assure la protection de plus de 400 m2 de muqueuses exposées aux risques de I'environnement :
muqueuse oculaire, respiratoire, digestive, cutanée, urogénitale... La régulation des réponses
immunes muqueuses (locales) est relativement indépendante de celle de l'immunité systémique
(générale) et sa principale particularité réside dans cette dichotomie et dans sa capacité a faire
circuler des effecteurs immunitaires entre les différents sites muqueux tout en répondant a certaines
régles de compartimentation des réponses (Riethmuller & Seilles, 2000). Au contact de I'antigéne, ces
cellules initient leur différentiation et migrent vers la circulation générale pour coloniser différents sites
effecteurs. Or, le tractus de la femme n’est pas clairement rattaché au SICM et il serait
physiologiquement un mauvais site inducteur et effecteur des réponses immunes (Mestecky & Fuliz,
1999, Riethmuller & Seilles, 2000, Seilles ef a/., 1999). Cette particularité est illustrée par la grossesse
qui est un bel exemple de greffe semi-allogénique tolérée. Chez I’'homme, il semblerait cependant que

le systéme urogénital soit mieux intégré dans le SICM.
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Figure 13. Le Systeme Immunitaire Commun des Muqueuses (SICM)
(NALT = Nasal Associated Lymphoid Tissue ; BALT = Bronchus Associated Lymphoid Tissue ; GALT = Gut Associated
Lymphoid Tissue)

3.2.2. Systéme inducteur de la réponse immunitaire

L’aptitude de la barriére épithéliale a lutter contre les infections dépend de sa constitution et de
'organisation du tissu lymphoide sous-jacent. Au niveau de I'épithélium du col de l'utérus, cette
barriére ne joue pas toujours son réle.

- Au niveau du vagin et de I'exocol, cette muqueuse ne comporte ni nodules, ni follicules
lymphoides. Il n’existe pas de cellules M qui sont spécialisées dans la capture des antigénes et en
particulier viraux. Les cellules épithéliales infectées ne sont pas des cellules présentatrices d’antigéne
(CPA) au sens strict du terme, mais elles sont capables de les capturer. Il existe dans cette région une
certaine sensibilité liée a un déficit physiologique du systéme immunitaire sécrétoire. En effet, il existe
trés peu de plasmocytes et aucune sécrétion active d'Immunoglobulines A sécrétoires (IgA-S).

- Au niveau de 'endocaol, la situation est différente. Des nodules lymphoides, quelques follicules
lymphoides au niveau de I'endomeétre et quelques cellules M ont été décrits. Au niveau de la
muqueuse, de type glandulaire, un grand nombre de plasmocytes sont présents, sécrétant des IgA-S.

- La zone de jonction pavimento-cylindrique est une zone de fragilité immunitaire. Elle est le siége

d’'une production particulierement marquée en cytokines immunosuppressives des fonctions
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cellulaires : interleukine 10 (IL-10) et facteur de croissance des tumeurs ou TGFf (« Tumor Growth
Factor ») (Giannini ef a/., 2002).

3.2.3. Sécrétions des muqueuses du tractus génital

Les IgA-S sont les immunoglobulines maijoritaires des sécrétions muqueuses. Au niveau du
tractus génital féminin, il est intéressant de noter que la glaire cervicale en est pratiquement
dépourvue. Les IgA-S constituées de deux monomeéres, exercent leurs fonctions par le biais de
mécanismes différents de ceux utilisés par les IgG (Russell ef a/., 1999) : par exemple, le mécanisme
d’exclusion immune est la possibilité qu'ont les IgA-S de se combiner aux sites antigéniques de la
particule infectieuse et de favoriser son élimination. Or, dans les sécrétions vaginales, ce sont les IgG
qui prédominent (75%). Seulement 22% d’IgA sont retrouvés avec la moitié de monoméres, limitant
ainsi leur efficacité. Il n’existerait donc pas a ce niveau I'habituelle dichotomie entre systéme
immunitaire systémique et systéme immunitaire muqueux (Bard ef a/, 2004). Au niveau du mucus
cervical, une prédominance des IgG est trouvée la encore, avec toutefois au niveau des IgA totaux,
une quantité plus importante d’IgA-S polymeéres (80%) qui proviendraient de I'utérus (Bard ef al., 2002,
Bard et al., 2004, Bierl ef al,, 2005, Kutteh ef a/., 1998, Marais ef al., 2006).

3.2.4. Coopération cellulaire et initiation de la réponse immunitaire muqueuse

Suite a une infection HPV, la réponse immunitaire résulte de la mise en place de fagon synergique
d’'une réponse immunitaire innée et d’'une réponse immunitaire adaptive spécifique d’antigéne. La
réponse immunitaire innée est activée grace a certains signaux moléculaires tels que les protéines de
choc thermique, des molécules de structure riches en mannose. Des cellules sentinelles incluant les
cellules épithéliales et les cellules de Langerhans vont interagir avec les effecteurs de la réponse
immune innée que sont les macrophages, les monocytes, les leucocytes polymorphes et les cellules
natural killer (cellules NK) afin d’assurer I'élimination de I'agent pathogéne.

L’acces et la présentation des antigénes sont compromis par I'absence de formations lymphoides
et de cellules M spécialisées dans ces fonctions. Or, la stimulation du systéme immunitaire
lymphocytaire initialement naif vis-a-vis des HPV passe obligatoirement par une présentation de
'antigéne aux lymphocytes, par des CPA comme les cellules de Langerhans, les macrophages ou
encore les kératinocytes. Les CPA apprétent les antigénes viraux en courts peptides, qui sont
exportés par des molécules de transport TAP1 et TAP2 (Transporter Associated Protein) vers le
réticulum endoplasmique ou ils sont associés aux molécules du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité). Les cellules de Langerhans subissent des transformations aprés avoir capté
I'antigéne, et I'expression du récepteur CCR7 a leur surface leur permet de migrer sous l'attraction de
la chimiokine MIP-3 (« Macrophage Inflammatory Protein ») (Chardonnet ef a/., 1992, Chardonnet ef
al, 1985). Ces cellules, initialement présentes au niveau du site de linfection, ont la propriété de
migrer vers les organes lymphoides drainant les sites concernés et de transporter soit des particules
virales entiéres, soit des corps apoptotiques de cellules infectées. Dans les organes lymphoides, les
CPA activent les cellules T naives et induisent leur différenciation en cellules effectrices, grace aux

actions combinées de la présentation peptidique par le CMH, des molécules de co-stimulation telles
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que CD80, CD86 et CD40 et la production de cytokines (IL-2 ou IL-10) (Niedergang ef al., 2004). La
réponse immune a une infection HPV médiée par les cellules T sera orientée vers une réponse T
helper de type 1 (Th 1) ou type 2 (Th 2), ou encore une réponse T régulateur (Wang & Hildesheim,
2003). Une réponse Th1 sera en faveur d’une production de cellules T cytotoxiques effectrices qui
pourraient jouer un réle important dans I'élimination des cellules infectées par le virus, alors qu'une
réponse Th2 induirait la stimulation et la différenciation des cellules B en plasmocytes qui synthétisent
les anticorps neutralisants (Figure 14). Les cellules T primaires activées contre les antigenes d’'HPV
peuvent contrler une premiére infection et définir un sous-type constituant des cellules mémoires
(Kaech ef al, 2002). La reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes T activés est
favorisée par la synthése d’'INFy (Interférony) qui permet d’augmenter I'expression des molécules
CMH de classe | et Il a la surface des cellules épithéliales. Enfin, la reconnaissance par les cellules T
des antigénes d’HPV est la base de I'élimination compléte des cellules infectées. Les lymphocytes
ainsi stimulés acquiérent a leur tour la propriété d’étre domiciliés via la circulation sanguine vers les
épithéliums infectés, par expression de récepteurs aux chimiokines et expression de molécules de
surface. Leur rble est de détruire les cellules infectées, soit par cytotoxicité directe, soit par interaction
avec la molécules Fas-Ligand présente sur les lymphocytes et la molécule Fas présente sur les
cellules infectées ou tumorales, soit encore par la synthése de cytokines comme le TNFa (« Tumor
Necrosis Factor ») (Hildesheim & Wang, 2002, Moscicki ef a/., 2006).

Ces étapes sont susceptibles d’échappement. Les cellules de Langerhans sont nombreuses au
niveau de I'épithélium du col de I'utérus, exprimant a leur surface des molécules de classe | et Il du
CMH. Leur croissance est sous la dépendance du TNF produit par les kératinocytes (Malejczyk ef al.,
1996). Or il a été montré que cette synthése est diminuée dans le cas d’'une infection par HPV, et il a
été montré que la densité des cellules de Langerhans diminuait avec le grade de la lésion (Uchimura
et al., 2004). Plusieurs études ont montré que I'expression des génes du CMH |, des protéasomes et
des TAP peut étre modifiée par I'intégration du génome d’HPV, induisant un défaut de présentation
antigénique (Banks ef al., 1991, Bartholomew ef al., 1997, Sheu ef al., 2005). Enfin, les cellules de
Langerhans n’expriment pas les molécules de co-stimulation appartenant a la famille des B7 (CD80).
Ainsi, en leur absence, le lymphocyte T CD8 naif recgoit un signal d’anergie (ou de tolérance) vis-a-vis
de cet antigéne, au lieu d’obtenir un signal d’activation complet (Niedergang ef a/., 2004). Un autre
systéme d’échappement des HPV a la réponse immunitaire serait lié€ au polymorphisme du systéme
CMH qui permet seulement a certaines combinaisons peptides viraux/molécules du CMH d’étre
immunogénes et pas a d’autres (Maciag ef al, 2000, Maciag ef al., 2002, Zoodsma ef al., 2005a,
Zoodsma et al.,, 2005b, Zoodsma ef al., 2005c¢)
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3.3. REPONSE IMMUNITAIRE COMME MARQUEUR D’EVOLUTION DES LESIONS

S'’il est logique que la réponse immunitaire locale soit fondamentale dans le contréle de I'infection
par HPV, et compte tenu de la domiciliation des cellules effectrices depuis les organes lymphoides
secondaires vers les muqueuses via le systéeme sanguin, il est I1égitime de supposer que les réponses

immunitaires systémiques puissent constituer le reflet des réponses locales.

3.3.1. Immunité périphérique humorale
Il a été clairement établi que 'immunité humorale empéchait les infections par papillomavirus.
Tout d’abord, dans les modéles animaux, tel que le lapin et les bovins, il a été montré, suite a une
immunisation par des VLP L1, que les anticorps anti-L1 protégeaient de I'infection CRPV (« Cottontail
Rabbit PapillomaVirus ») et BPV (Breitburd & Coursaget, 1999, Stanley, 1998). L’étude de I'immunité
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humorale et la mise en place de tests sérologiques, ont été particulierement difficiles a développer
dans le cadre des infections a HPV. Ces virus n’étant pas cultivables dans des conditions classiques,
'obstacle majeur a été de disposer de quantités suffisantes d’antigénes viraux. La découverte de
I'auto-assemblage des protéines de capsides L1 et L2 en VLP lorsqu’elles sont produites en quantité
suffisante (Hagensee ef al., 1993, Kirnbauer ef a/,, 1992, Lowy & Schiller, 1999, Rose ef al., 1994a,
Rose ef al., 1994b)} a permis le développement de tests pour mesurer la réponse sérologique lors
d'une infection a HPV. Ces VLP sont constituées soit uniquement de protéine L1, soit d’une
association des protéines L1 et L2 dans un rapport 30/1 (Kirnbauer ef a/., 1993). Ces deux types de
VLP possédent une taille, une morphologie et des épitopes conformationnels semblables aux virions
natifs (Hagensee ef al, 1993, Kirnbauer ef al,, 1993). A partir de ce moment, plusieurs études séro-
épidémiologiques ont pu étre réalisées avec des VLP HPV comme antigénes pour la réalisation de
tests ELISA. Mais a I'évidence, I'utilisation de ces tests de détection des réponses anticorps pour la
protéine L1 pendant et aprés une infection HPV a montré ses limites en diagnostic, du fait de la faible
sensibilité clinique de la technique et de I'importante variabilité de I'intervalle entre I'infection et la
séro-conversion. En revanche, il s’est avéré que ce marqueur pouvait permetire d’apprécier une
infection courante ou passée dans les populations étudiées. La survenue des anticorps dirigés contre
les protéines L1 ou L2 d’'HPV n’est pas simplement associée a l'infection (Studentsov ef a/, 2002).
Dans une étude prospective portant sur des femmes infectées par HPV, les femmes ayant une
infection cervico-vaginale a HPV haut risque étaient 8 a 10 fois plus susceptibles de faire une
séroconversion que celles infectées par les génotypes a bas risque. Quant aux taux d’anticorps, ils
pouvaient rester élevés durant une longue période, et ce d’autant plus que les taux initiaux étaient
élevés ou qu’une exposition antigénique s’était avérée répétée (Ho ef a/, 2004). Le maintien d’'un taux
élevé d’anticorps de type IgG dirigés contre HPV16 pourrait étre associé a une diminution du risque
d’infection par un type d’'HPV proche phylogéniquement du type 16 (Ho ef a/, 2002). La séropositivité
chez les femmes atteintes d’'un cancer du col de l'utérus a été montrée comme un facteur de bon
pronostic pour la survie, les taux de mortalité étant augmentés chez les patientes séronégatives pour
HPV16. Il a été suggéré qu’une séropositivité associée a la survie des patientes, pouvait étre liée a
une persistance de 'ADN viral sous forme épisomale de I'HPV. En revanche, les femmes pour
lesquelles le génome d’HPV serait sous forme intégrée dans le génome de leurs cellules cervico-
utérines, présenteraient un risque plus important de faire une Iésion de haut grade ou un cancer
(Gissmann, 1996).

L'immunité humorale dirigée contre HPV a aussi été étudiée. La détection des anticorps dirigés
contre les protéines non structurales a aussi été réalisée avec des protéines de fusion et des peptides
de synthése (Banks ef a/, 1987, Cason ef al., 1992, Li et al, 1987). En raison de la forte production
de la protéine E4 au cours du cycle viral, il a été proposé d’utiliser les anticorps anti-E4 comme
marqueur de la réplication virale (Dillner ef al., 1997, Kanda ef a/,, 1992, Muller ef a/., 1990, Muller ef
al., 1995b). Enfin, les études se basant sur l'utilisation des protéines E6 et E7, produites en fortes
quantités dans les cellules cancéreuses, ont permis de mettre en évidence des réponses contre E6 et
E7 chez les patientes ayant un cancer du col de I'utérus (Dillner, 1990, Dillner ef a/., 1990a, Dillner ef
al, 1991, Diliner ef al, 1990b, Mann ef al, 1990, Stacey ef al, 1992, Stacey ef al, 1993), mais
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aucune signification pronostique n’a pu étre clairement établie (Stacey ef a/, 1992, Stacey ef al,
1993).

3.3.2. Immunité périphérique cellulaire

En ce qui concerne les épitopes immunogénes et reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques
(LTC), de nombreuses expériences menées chez des individus sains et a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique (CMSP) ont permis de définir un peptide de E6 (E6 29-38) (Evans
et al., 2001), 3 peptides de E7 (E7 11-20, E7 82-90, E7 86-93) (Ressing ef a/,, 1996a, Ressing ef a/.,
1996b) et un peptide de E2 (E2 69-77) (Konya ef al,, 1997) reconnus par les CTL en association avec
la molécule HLA-A2, ainsi qu’un peptide de E6 (E6 80-88) et de E7 (E7 44-52), reconnus par les LTC
en association avec la molécule HLA-B18 (Bourgault Villada ef a/., 2004). Les études des réponses
immunitaires cellulaires cytotoxiques ont été réalisées en majorité a partir de CMSP de femmes ayant
des lésions cervicales précancéreuses ou des cancers invasifs du col de l'utérus. Les antigénes les
plus étudiés sont les protéines E6 et E7 d’'HPV16, exprimées précocement dans les lésions, et de
fagon permanente dans les cellules tumorales. Les études ont montré qu’un faible pourcentage de
patientes ayant des CIN et infectées par HPV16 présentent des LTC CD8+, de 10 a 30% seulement
(Evans et al., 1997, Evans ef al,, 2006, Nakagawa ef al., 1996, Nakagawa ef a/,, 1997, Nakagawa ef
al, 1999, Nakagawa ef al, 2002, Ressing ef al., 1996b). Des études utilisant le marquage par des
tétrameéres HLA-A2/E7 11-20 (« Human Leucocyte Antigen ») (Youde ef a/,, 2000) ont montré que le
pourcentage de lymphocytes T circulants spécifiques d'HPV16 chez les femmes infectées est trés
faible (de 1 pour 1 250 a 1 pour 200 000). Ces lymphocytes jouent malgré tout probablement un réle

déterminant dans I'élimination des cellules infectées apres leur domiciliation vers les sites infectés.

Les réponses immunitaires T CD4+ au cours de linfection naturelle par HPV restent encore
aujourd’hui mal définies et assez contradictoires selon les études. Elles sont le plus souvent mesurées
apres stimulation des CMSP par de la protéine de capside L1 ou des protéines de synthese issues de
L1, ou encore de E6 et E7. Au cours d’'une étude longitudinale, des proliférations de lymphocytes T
CD4+ spécifiques vis-a-vis de peptides E6 et E7 d’HPV16 ont été mises en évidence lors de
régressions de CIN avec clairance d’'HPV16 (Kadish ef a/., 2002). La production d’'IL-2 a été mesurée
chez des malades ayant une infection & HPV16 avec ou sans CIN : elle était corrélée soit & une
élimination d’HPV16, soit a une persistance virale et une évolution vers une CIN de plus haut grade
(de Gruijl ef al, 1999b). Plusieurs équipes ont aussi montré une diminution du pourcentage de
patientes ayant des CMSP synthétisant de I'lL-2 aprés stimulation par des peptides E6 et E7 en
fonction du grade de la Iésion (de Gruijl ef a/, 1999b, Luxton ef al., 1997, Luxton ef al., 1996, Tsukui
et al., 1996). Des intradermoréactions, reflet d’'une réaction d’hypersensibilité retardée (réponse CD4),
ont été observées chez une majorité de patientes avec une CIN régressive et chez aucune patiente
ayant un cancer invasif (Hopfl ef a/, 2000). Ces résultats suggeérent que l'activité des cellules CD4+
est fondamentale pour la régression des Iésions. La réponse lymphocytaire T CD4+ semble étre
davantage détectée au cours des infections asymptomatiques (Tsukui ef a/, 1996), chez les femmes

présentant des Iésions de bas grade ou des CIN3, et disparait lors de I'évolution vers le cancer invasif.
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Des proliférations lymphocytaires spécifiques de peptides de E2 d’HPV16 ont été mises en évidence
chez des individus non porteurs d’'HPV16 au moment de I'étude, qui auraient éliminé spontanément le
virus et dont la spécificité croiserait avec d’autres HPV tels que les types 26 et 45 (de Jong ef al/,
2002a, de Jong et al., 2002b). Cette faible activité des lymphocytes périphériques pourrait étre due a
une diminution de I'expression de la chaine { de la molécule CD3 des lymphocytes T spécifiques
d’'HPV (de Gruijl ef al, 1999a) ainsi qu’a une diminution de synthése de TNFa comme cela a été
montré chez des patientes avec un cancer du col utérin (Kono ef al/, 1996). Cette faible activité
pourrait aussi étre due a une anergie des lymphocytes T effecteurs en rapport avec une synthése et
une sécrétion par la tumeur de cytokines suppressives comme le TGFp (Hazelbag ef al, 2001,
Hazelbag ef al., 2002) ou I'lL-10 (Clerici et al., 1997, Jacobs et al., 1998).

Il est donc difficile de savoir si aprés I'infection virale, 'absence d’élimination du virus est liée a
une anomalie primitive des réponses immunes cellulaires ou bien si ce déficit est secondaire, généré

par la présence méme du virus.

Compte tenu des divergences observées dans les études des réponses immunitaires
périphériques qui ne sont qu’un reflet de ce qui se passe localement, il était important de se pencher
sur I'étude des réponses immunitaires locales. Au cours de l'histoire naturelle de I'infection a HPV, les
cellules épithéliales infectées restent localisées au niveau du col de l'utérus. L'immunité locale doit

jouer un role crucial dans le contrdle des Iésions intraépithéliales induites par les HPV.

3.3.3. Immunité locale humorale

La réponse immune humorale serait responsable localement de linactivation des particules
virales ainsi que de la prévention des ré-infections des sites muqueux.

Sur le plan physiologique, des études soulignent le caractére particulier des muqueuses génitales
féminines, suggérant que la réponse immunitaire humorale du tractus génital féminin associe une
synthése locale a une transsudation d’immunoglobulines depuis le plasma (Bard ef a/,, 2002, Hocini ef
al., 1995). Ce type d’exploration requiert des techniques de prélévement non invasives et pas toujours
faciles a mettre en ceuvre et posant des problémes de reproductibilité quant aux quantifications
d’immunoglobulines. Un travail au sein de notre équipe a permis de mettre au point et de valider une
technique ELISA permettant de quantifier différents isotypes d’'immunoglobulines a partir de différents
compartiments biologiques (salive, sérum, région cervico-vaginale et région endo-cervicale, au niveau
de la zone de jonction) (Bard ef al,, 2002). Chez 18 femmes de 20 a 45 ans, les IgA totales, les IgA-S,
les IgM et les IgG ont été dosées, et il a été constaté de fortes variations des différents isotypes
d’immunoglobulines entre les femmes. Le taux moyen d’immunoglobulines est plus élevé dans les
sécrétions endo-cervicales que dans les sécrétions cervico-vaginales. || a été observé une
prédominance des IgG (80%) dans les sécrétions génitales (exo-cervicales et cervico-vaginales) par
rapport aux IgA totales (12%). Ces données sont contradictoires avec ce que l'on trouve dans les
autres types de sécrétions muqueuses, telles que la salive, ou 'on note une prédominance d’IgA
(80%). Les IgG et IgM des fluides génitaux semblent provenir principalement du compartiment

plasmatique, alors que les IgA et IgA-S résultent d’'une synthése locale (Bard ef a/., 2002). Un second
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travail a permis de quantifier les différentes immunoglobulines dans les compartiments biologiques
décrits ci-dessus, chez des patientes infectées par des HPV a haut risque. Il s’avére que la distribution
des immunoglobulines dans les sécrétions génitales des femmes infectées par HPV est la méme que
pour les femmes sans infections HPV, mis a part une augmentation significative du taux d’IgA-S dans
le compartiment cervico-vaginal. Par ailleurs, il a été observé une diminution significative du taux
d’'IgA-S dans la salive. Ces résultats montrent que lors d’'une infection HPV les réponses immunitaires
humorales au niveau du tractus génital féminin sont modifiées (Bard ef a/, 2004). Il semblerait aussi
que selon le type viral, les profils d'immunoglobulines puissent étre différents. Effectivement, les
patientes infectées par HPV16 présentent une proportion d’IgA-S par rapport aux IgA totales plus
faible dans les deux compartiments génitaux, que chez les patientes infectées par un autre type
d’HPV (Bard ef al., 2004).

Enfin, il a été montré que des anticorps anti-E6 et anti-E7 sont détectables dans les lavages
cervico-vaginaux, et avec un titre beaucoup plus important que dans le sérum (Silins ef al., 2002,
Silins et al., 1999).

3.3.4. Immunité locale cellulaire

Dans les modéles animaux, les études sur 'immunité cellulaire locale ont été réalisées dans des
modéles de Iésions a fort potentiel de régression. Ainsi, il a été montré que dans les infections
buccales des bovins par BPV (conduisant a I'apparition de papillomes bénins), la régression des
Iésions s’accompagne d'une forte infiltration de lymphocytes T CD4+ dans le derme, alors qu'au
niveau des couches basales de I'épithélium, c’est un infiltrat de lymphocytes T CD8+ qui est observé
(Knowles et al., 1996). Dans le modeéle canin (papillomatose orale canine), une infiltration massive de
lymphocytes T CD4+ est observée au cours de la régression des lésions (Nicholls ef al, 2001a,
Nicholls et a/, 2001b, Nicholls & Stanley, 2000, Soutter & Kesic, 1994). L’analyse temporelle et
séquentielle de biopsies a permis d’établir que cet infiltrat apparaissait juste avant le phénomeéne de
régression et qu'il atteignait une taille maximale lors de la disparition de la Iésion (Nicholls ef al.,
2001a, Nicholls et al, 2001b, Nicholls & Stanley, 2000). Dans le modéle du lapin, Okabayashi a
montré en 1991 un infiltrat de lymphocytes T plus important dans les lésions qui régressent que dans
celles qui progressent (Okabayashi ef al., 1991), alors que Selvakumar en 1997 a montré un infiltrat
de lymphocytes T CD8+ au cours de la régression des Iésions associées au CRPV (Selvakumar ef al.,
1997).

Chez la femme, la présence de cellules immunitaires a été largement décrite au niveau du col
utérin aussi bien dans I'épithélium que dans le stroma sous-jacent. Les auteurs s’accordent sur la
nature des modifications des populations immunitaires observées au cours de I'histoire naturelle des
infections par HPV, modifications différentes en fonction de la nature des Iésions (Stern, 2005, Wang
& Hildesheim, 2003). Chez les femmes sans Iésion il a été montré que la densité des cellules CD4+
était supérieure a celle des cellules CD8+, avec un ratio de cellules CD4+/CD8+ de l'ordre de 1,75
(Edwards ef al, 1995). Une autre étude a montré que le ratio de cellules CD4+/CD8+ était équivalent

a celui trouvé dans le sang, en utilisant des suspensions de cellules mononuclées, obtenues par
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dilacération de biopsies de col utérin (Crowley-Nowick ef al/, 1995). Dans les lésions
condylomateuses infectées par HPV a bas risque, plusieurs travaux ont montré, et notamment par
immunohistochimie, la présence d’un infiltrat lymphocytaire qui résultait d’'une augmentation du
nombre de cellules CD4+ et CD8+ dans le stroma et dans I'épithélium (Coleman ef al,, 1994, Hong et
al, 1997). Dans les lésions qui régressent, les auteurs ont observé une augmentation du ratio
CD4+/CD8+ dans I'épithélium, mais pas dans le stroma. Par ailleurs, la majorité des cellules
présentent le marqueur mémoire CD45R0O et des marqueurs d’activation (Coleman ef a/, 1994). Dans
les cancers invasifs, de nombreuses études ont mis en évidence une importante infiltration
lymphocytaire que I'on ne retrouve pas dans les Iésions précancéreuses (CIN2 et CIN3) (Bell et al.,
1995, Edwards ef al, 1995, Ghosh & Moore, 1992, Hilders ef al, 1994, Sheu et al, 1997). Par
ailleurs, ces études ont montré une inversion du ratio CD4+/CD8+ de 0,94 a 0,7 selon les études.
L’équipe de Tay a montré que cette inversion était due a une chute de nombre de cellules CD4+ (Tay
et al, 1987). Edwards ef al. ont identifié cette diminution du ratio CD4+/CD8+ uniquement dans le
stroma sous-jacent de I'épithélium dysplasique - pas dans le stroma de I'épithélium normal -, et ont
noté que les cellules CD8+ avaient tendance a s’organiser en agrégats dans le stroma (Edwards ef
al, 1995). Cette observation a été reprise en 2002 par I'équipe de Kobayashi ef a/. qui ont mis en
évidence d’authentiques follicules lymphoides dans les lésions de haut grade (Sashiyama ef a/,
2002). Dans ce travail, la présence de protéines E6 et E7 dans les espaces intercellulaires des
centres germinatifs a été observée, co-localisant avec un marquage CD35 suggérant que ces
antigenes étaient associés a des cellules dendritiques folliculaires. Ces derniéres pourraient étre
susceptibles de délivrer des signaux de prolifération, car un fort marquage Ki67 a été observé au
niveau des follicules lymphoides (Sashiyama ef a/., 2002).

Concernant I'état d’activation des cellules infiltrantes, il semble que dans les cancers, peu de
cellules immunitaires expriment le récepteur a I'lL-2 (Ghosh & Moore, 1992, Sheu ef al., 1997). Cette
absence pourrait étre liée a la production d’'une molécule immunosuppressive par les cellules
tumorales elles-mémes : le TGFB (Sheu ef a/., 1997). Dans les lésions précancéreuses, une minorité
de cellules immunitaires exprimerait le granzyme B, marqueur de cellules cytotoxiques activées, alors
que dans les cancers, d'importants infiltrats de cellules exprimant le granzyme B sont détectés
(Bontkes ef al., 1997). Au vu des études, il semble qu’un infiltrat de cellules immunitaires effectrices
susceptibles d’éliminer les cellules tumorales soit présent dans les cancers. La fonctionnalité de ces
lymphocytes infiltrant les tumeurs ou TIL (« Tumor Infiltrating Lymphocyte ») a été étudiée, et les
résultats ont montré que ces cellules présentaient une activité cytotoxique non spécifique de type NK
envers les lignées cellulaires infectées par le méme type d’'HPV (Ghosh & Moore, 1992, Hilders ef al.,
1994).
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4. OBJECTIFS

Le cancer du col de l'utérus est la conséquence complexe d’interactions entre un HPV HR et
I'héte. Les connaissances sur I'histoire naturelle des infections a HPV dans le tractus génital évoluent
rapidement. Aujourd’hui, il est admis d’une part, que la majorité des infections par HPV régressent
spontanément sur une courte période (en 12 mois environ) en ne donnant lieu a aucun symptéme ou
seulement a des lésions bénignes, et d’autre part, que dans un petit nombre de cas, les infections
persistent et conferent a I'n6te un risque élevé de développement d’une lésion de haut grade, qui en
'absence de diagnostic et de traitement, peut conduire a un cancer invasif. De ce fait, un élément
primordial, et actuellement mal compris de cette pathologie est de disposer d'outils pertinents,
permettant de distinguer les infections « a risque de CIN2+ » (celles qui conduisent a I'apparition de
Iésions précancéreuses et de cancers) des infections « non a risque de CIN2+ » (celle qui ne vont pas
conduire a l'apparition de Iésions précancéreuses et de cancers). S'il ne fait plus aucun doute que
l'acquisition d’'une infection par HPV est liée a l'activité et aux comportements sexuels, les facteurs
contrélant I'évolution de la maladie commencent seulement a étre décrits. Il est important de
déterminer clairement les facteurs responsables de la clairance ou de la persistance de ces infections

Le phénomeéne de persistance virale est toujours mal compris, mais les facteurs qui en sont
responsables sont liés probablement autant aux spécificités du virus (charge virale, intégration,
génotypes) qu’a I'hbte (systéme immunitaire), et c’est dans ce contexte que mon travail de thése se

situe.
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1. PERFORMANCES D’'UN TEST DE DETECTION DES HPV : LE TEST ROCHE
AMPLICOR® HPV MWP

Comparison of AMPLICOR® and Hybrid Capture® Il assays for high risk HPV
detection in normal and abnormal liquid-based cytology: use of INNO-LiPA

Genoyping assay to screen the discordant results

[Manuscrit en préparation]

Ces travaux ont été présentés sous forme orale :

+ Au 6t International Multidisciplinary Congress of EUropean Research Organization on Genital Infection and
Neoplasia (EUROGIN), a Paris (France), en avril 2006
Comparison of AMPLICOR® and HCIP tests for detection in ASCUS, LGSIL and HGSIL specimens: use of INNO-
LiPA Genotyping assay to screen the discordant results
Monnier-Benoit S., Mo L.Z., Mougin C.

Ces travaux ont été présentés sous forme affichée :

% Au 22t International Conference and Clinical Workshop Papillomavirus 2005, a Vancouver (Canada), du 30
avril au 6 mai 2005
Performances of the Roche Amplicor HPV Test for High-Risk HPV detection in cervical samples collected in the
Digene Specimen Transport Medium and PreservCytTM
Mo LZ., Monnier-Benoit S., Riethmuller D., Madoz L., Coumes-Marquet S., Chézy E., Mougin C., Prétet J-L.
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Introduction

Une approche supplémentaire dans le dépistage des Iésions précurseurs du cancer du col de
I'utérus est apportée par le développement de méthodes de biologie moléculaire permettant de
détecter les HPV dans les cellules cervicales. Les grandes études cliniques sont menées en majorité
a l'aide du test de détection des HPV Hybrid Capture® Il (HCII®). Récemment une nouvelle trousse
commerciale permettant la détection des HPV est apparue sur le marché européen, le test
AMPLICOR® HPV MWP (Roche Diagnostic, Meylan, France) (test AMPLICOR®). Ce test est basé sur
une amplification par PCR a l'aide des amorces MY09/MY 11, d’une hybridation sur microplaque et
d’'une révélation des 13 mémes types d’HPV détectés par HCII®. Il donne également un contrdle de
I'extraction de 'ADN, grace a I'amplification en paralléle du géne de la B-globine. Les performances
diagnostiques de nouvelles méthodes de détection des HPV se doivent d’étre étudiées afin de valider

les nouveaux outils de détection des HPV.

Objectifs et Méthodes

Dans ce contexte, nous avons comparé les performances du test AMPLICOR® avec celles du test
HCII® dans la détection des HPV.

Pour cela, nous avons testé a l'aide de ces deux trousses 470 échantillons cervico-utérins (55
normaux, 208 ASCUS, 193 LGSIL et 14 HGSIL) provenant de résidus de cytologie liquide, collectés
dans le milieu PreservCyt® (ThinPrep Pap Test, Cytyc Corporation). Les échantillons présentant des
résultats discordants ont été génotypés avec la trousse INNO-LiPA Genotyping HPV test v2
(Innogenetics) (test INNO-LiPA). Ce test est basé sur une amplification par PCR d’un fragment de L1,

a l'aide des amorces SPF10 et d’'une hybridation inverse sur bandelettes.

Résultats

Parmi les 470 échantillons, 250 étaient positifs (53,2%) pour un HPV HR avec 'un ou l'autre test.
Nous avons obtenu 232 résultats positifs concordants et 220 résultats négatifs concordants, donnant
un taux de concordance de 96,2%. Dans les échantillons normaux, nous avons une concordance de
96,4% ; dans les ASCUS, le taux de concordance était de 97,1% ; dans les LGSIL une concordance
entre les deux tests de 95,3% a été calculée ; et enfin, dans les HGSIL, la concordance entre les deux
tests était de 92,9% (Table 2).
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Echantillons Cervico-utérins Résultats HCII®
Résultats AMPLICOR® esuftats Concordance X

Tous les échantillons (n=470) HCII® + HCII® -

AMPLICOR® + 232
96,17%
AMPLICOR® - 9
Cytologie normale (n=55) HCI® + | HCI® -
AMPLICOR® + 11 1
96,36% 0,89
AMPLICOR® - 1 42
ASCUS (n=208) HCI® + | HCI®-
AMPLICOR® + 85 3
97,12% 0,94
AMPLICOR® - 3 117
LGSIL (n=193) HCI® + | HCl® -
AMPLICOR® + 124 4
95,34% 0,90
AMPLICOR® - 5 60

Table 2. Comparaison des résultats obtenus avec le test AMPLICOR® et le test HCII® pour la détection d’HPV HR
dans 470 échantillons de cytologie liquide

Au total, seulement 18 résultats discordants ont été obtenus: 9 étant HCII® positifs et
AMPLICOR® négatifs et 9 étant HCII® négatifs et AMPLICOR® positifs. Ces 18 échantillons ont été
génotypés a l'aide du test INNO-LiPA, afin d’obtenir un « résultat HPV consensus » (c'est-a-dire 2
tests HPV concordant — positifs ou négatifs — sur 3). Nous avons montré a I'aide du génotypage, que
les 18 échantillons abritaient un HPV. Les 9 échantillons présentant des résultats HCII® positif et
AMPLICOR® négatif abritaient I'HPV53. Parmi les 9 échantillons présentant des résultats HCII®
négatif et AMPLICOR® positif, 8 abritaient des infections multiples. De fagon surprenante, 4
échantillons (dont 1 HGSIL) abritaient un HPV16. Nous avons déterminé la charge virale HPV16 pour
ces 4 échantillons, et il s’est avéré que les valeurs mesurées pour ces échantillons étaient inférieures

a 5 copies par cellule (Table 3).
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Echantillon | rﬁ‘gézs) Cytologie | Résultats AMPLICOR® | Résultats HCII®|  Génotypage ,':ﬁ&:’}:f,‘;}ﬂ:,fe‘,’,'j:)
1 28 N 3 53
2 33 ASCUS 3 53
3 39 ASCUS 4 53
4 36 ASCUS 18 53,66
5 42 LGSIL 5 53
6 18 LGSIL 12 53
7 32 LGSIL 12 53
8 38 LGSIL 20 53
9 34 LGSIL 141 53
1 50 N + 16,53,70,56 <5
2 37 ASCUS + 6,16,18,51,53,54,66,70 <5
3 46 ASCUS + 68,39
4 55 ASCUS + 18,52,53,70
5 19 LGSIL + 31,33,52,53
6 23 LGSIL + 51,53,66
7 46 LGSIL + 51,53,54,66
8 53 LGSIL + 16 <5

Table 3. Echantillons présentant des résultats discordants entre le test AMPLICOR® et le test HCI®
Résultat du génotypage par le test INNO-LIiPA.

Afin de mesurer les sensibilités et spécificités analytiques des tests AMPLICOR® et HCII® au
cours de cette étude, nous avons comparé les résultats obtenus a l'aide de chacune des deux
trousses, a un « résultat HPV-HR consensus », défini par 2 résultats HPV concordants sur 3. Dans
notre étude, la sensibilité (96,4%) et la spécificité analytique (100%) du test AMPLICOR® sont les

mémes que celles du test HCII® (Table 4).

Résultats HPV HR

consensus
+ - Sensibilité  Spécificité K

AMPLICOR® + 241 0
96,4% 100% 0,96

AMPLICOR® - 9 220

HCI® + 241 0
96,4% 100% 0,96

HCI® - 9 220

Table 4. Comparaison des performances (sensibilité et spécificité analytiques) des tests AMPLICOR® et HCI®?
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Conclusion

Cette étude a permis de comparer directement les performances des tests HCII® et AMPLICOR®
et les concordances entre les résultats des deux tests se sont avérées excellentes : 96,1% pour tous
les échantillons, avec des variations de 92,9% a 97,1% en fonction de la cytologie des échantillons
(normaux, ASCUS, LGSIL, HGSIL).

En ce qui concerne les échantillons discordants HCII® positifs et AMPLICOR® négatifs, nous
pouvons supposer I'existence d’une réaction croisée entre I'HPV53 et la sonde spécifique du type 56,
présente dans la trousse commerciale HCII®. Effectivement, ces deux génotypes sont trés proches
phylogéniquement. En ce qui concerne les échantillons présentant des résultats discordants HCII®
négatifs et AMPLICOR® positifs, il semble vraisemblable que le test AMPLICOR® bénéficie d’'une
meilleure sensibilité analytique, du fait qu’il est basé sur I'utilisation d’'une amplification par PCR. Cette
hypothése est renforcée par le fait que les CV HPV16 des échantillons abritant ce type ont été
mesurées comme étant trés faibles en PCR en temps réel E6 HPV16.

En conclusion, le test AMPLICOR® a montré d’excellentes performances analytiques et cliniques,

et peut-étre recommandé au méme titre que le test HCII® dans la détection des HPV.
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2. COMPARAISON DES VALEURS DE CHARGE VIRALE HPV MESUREES PAR
HCII® ET PCR EN TEMPS REEL

High risk HPV load estimated by Hybrid Capture 1I® correlates with HPV16 load

measured by real-time PCR in cervical smears of HPV16-infected women

Jean-Luc Prétet, Véronique Dalstein, Sylvain Monnier-Benoit, Sébastien Delpeut,

Christiane Mougin
[J Clin Virol. 2004 Oct;31(2):140-7]

Une partie de ce travail a été présenté sous forme orale :

% Au 21t International Conference and Clinical Workshop Papillomavirus 2004, & Mexico City (Mexique), du 16
au 20 février 2004
Baseline HPV'16 load is predictive for high grade lesion development
Mougin C., Dalstein V., Monnier-Benoit S., Prétet JL.
+ Aux 3émes Rencontres LightCycler® (Roche), a Paris (France), le 27 novembre 2003.
Quantification du génome du virus HPV'16 par PCR en Temps Reel : profil d’évolution de la charge virale au cours d'une
Iinfection transifoire bénigne, et au cours d’'une infection chronique avec apparition de lésions précancéreuses du col
utérin
Dalstein V., Monnier-Benoit S., Prétet JL., Mougin C.
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Introduction a la publication n°1

Introduction

La détection des HPV HR par le test Hybrid Capture® Il (HCII®) est trés utilisée en clinique, de part
ses performances en terme de sensibilité clinique, de reproductibilité et d’accessibilité. Or ce test
donne un résultat qualitatif (positivité pour au moins un type d’'HPV HR détecté par la trousse), et n’est
pas validé en tant que test quantitatif. Néanmoins, des études — dont une menée par notre équipe —
ont montré que la charge virale (CV) des HPV HR, mesurée par HCII®, pouvait étre présentée comme
étant un facteur prédictif de I'apparition des Iésions cervicales (Dalstein ef al., 2003, Woodman ef a/.,
2001).

Objectifs et Méthodes

L'objectif de notre travail était d’établir si les valeurs données par le test HCII® pouvaient étre
considérées comme quantitatives, en dépit du fait que la cellularité dans les échantillons cervico-
utérins peut étre variable. Pour cela nous avons comparé les valeurs obtenues par le test HCII® (en
RLU) avec des valeurs de CV HPV16 obtenues par PCR en temps réel. La CV HPV16 a été
normalisée en fonction du nombre de cellules et peut étre ainsi exprimée en nombre de copies de
virus par cellule.

Nous avons utilisé 100 échantillons cervico-utérins HPV HR positifs, obtenus a I'aide d’'une brosse
(PAP® smear, Digene) et conservé dans le milieu spécifique du test HCII®, Specimen Transport
Medium (STM®, Digene). Une fois 'ADN extrait, deux PCR en temps réel ont été effectuées : 'une
permet de déterminer un nombre de copies d’'HPV16 (en ciblant E6 d’HPV16, développée en
collaboration avec I'Action Concertée N°11 de I'Agence Nationale de Recherche Contre le SIDA) ;
l'autre permet de déterminer un nombre de cellules (en ciblant le géne de I'albumine, présent en 2
copies dans chaque cellule diploide eucaryote) (Laurendeau ef al,, 1999). Les valeurs de CV peuvent

étre normalisées en fonction du nombre de cellules.

Résultats

Une excellente corrélation entre le nombre de cellules présentes dans les échantillons cervico-
utérins déterminé par PCR en temps réel ciblant Il'albumine et déterminé par dosage
spectrophotométrique, a été montrée. Nous avons validé la reproductibilité de la technique de PCR en
temps réel ciblant le géne E6 d’HPV16. Nous avons pu montré que la PCR en temps réel E6 HPV16
était trés reproductible, avec une variabilité inter-expérience de moins de 5%. La CV HPV16 a été
mesurée dans 40 échantillons cervico-utérins abritant ce génotype et nous avons montré une bonne
corrélation entre les valeurs données par le test HCII® et les valeurs de CV HPV16 que l'on tienne

compte ou non de la cellularité du prélévement.
Conclusion

Ces résultats montrent que les valeurs de RLU données par le test HCII® peuvent constituer une

bonne estimation de la charge virale HPV HR. Ces observations sont contradictoires a ce que Bory ef
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al. ont pu montré en utilisant des échantillons provenant de résidus de cytologie liquide (Bory ef al.,
2002). II est important d’insister sur le fait que notre étude a été réalisée a partir de prélévements
cervico-utérins dédiés a la détection des HPV. Des précautions particulieres doivent donc étre prises
avec les échantillons cervico-utérins provenant de résidus de cytologie liquide, dans lesquels la CV

HPV HR est successible de varier en fonction du volume résiduel du prélévement.
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Abstract

Background: High risk human papillomavirus (HR-HPV) load determined by quantitative methods has already been considered as highly
predictive of future development of high grade cervical lesions. Some studies also demonstrated that Hybrid €g8d@i®)iresults can be
considered as a reflection of HPV DNA load, while others did not. Fi@Hsay, well suited for routine HR-HPV screening, is not especially
dedicated for quantitative use. However, we have recently shown that women with high viral loads assesse® lyekCil increased
risk of cervical precanceObjectives: The aim of the study was to determine if the values given by the H&skay can be considered as
guantitative Sudy design: We used a real-time PCR allowing precise quantification of both HPV16 genome and albumin gene to normalize
the measuring HPV16 load in cervical cells and to compare the data with those obtained ByrHGieries of 40 HR-HPV positive samples.
Results: Reproducibility of the HPV16 real-time PCR, assessed from nine independent experiments of serial dilutions of SiHa cell DNA, was
reflected in coefficients of variation for standard curves of crossing point (Cp) values below 5%. The HPV16 loads with a broad individual
variability were significantly related to the cumulative load estimated by M@t did not depend on the cellularity of samplgsnclusions:

We assume that the HClvalues can be used as a quantitative measure of HR-HPV DNA, so long as cervical specimens are collected using
standardized protocols.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Human papillomavirus; Cervical cancer; Viral load; H&|Real-time PCR

1. Introduction HR-HPV have been found in 99.7% of cervical malignan-
cies, Bosch et al.,, 1995; Walboomers et al., 1p%hd
Human papillomaviruses (HPV) are epitheliotropic HPV16 was the most frequently detected (up to 65% in Eu-
viruses that infect the squamous epithelia of the skin or rope) Bosch et al., 1996 Because of the strong association
mucosal cells. One of the most common sites for HPV in- between HPV infection and cervical cancer, detection of
fections is the genital tract and certain types of HPV have HPV DNA in cervical samples may be an available option
unequivocal oncogenic potential. For instance, HPV16, to identify women at risk of developing canc@&dy et al.,
HPV18 and other high risk HPV (HR-HPV) are associ- 2002; Ho et al., 1995; Wallin et al., 1999
ated with precancerous and cancerous lesions of the cervix. Numerous molecular techniques have been used to detect
HPV in cervical samples, such as Southern blot, dot blot, in
situ hybridization, filter in situ hybridization, PCR, and most
Abbreviations: CIN, cervical intraepithelial neoplasia; HCII, Hybrid  recently solution hybridization with the Hybrid Captur& 1|
Capture Il; HGSIL, high grade squamous intraepithelial lesion; HPV, (HCII®) assay (for review, se€rofatter, 1997. This latter
human papillomavirus; HR, high risk; PC, positive control; RLU, relative technique is widely used because of its high sensitivity,

light unit L N . e
* Corresponding author. Tel+33-3-81-669112; repr_oduu_bl_llty, objeqtlvny, easiness and acce§3|blllty for
fax: +33-3-81-668342. routine clinical practiceClavel et al., 2001; Cuzick et al.,
E-mail address: jean-luc.pretet@ufc-chu.univ-fcomte.fr (J.-L.&Rat). 1999; Petry et al., 2003; Riethmuller et al., 199%his

1386-6532/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jcv.2004.02.008
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assay is based on the hybridization of single-stranded viral elegant study, van Duin et al. observed that women with

DNA with two cocktails of RNA probes that recognize 13 HGSIL harboured HPV16 at high levels, whatever the cy-

HR-HPV types and five low risk HPV types. RNA/DNA tology was; the viral load was also greater at entry in the

hybrids are then reacted with labelled anti-hybrid anti- study in women who developed cytological abnormalities;

bodies and a chemiluminescent substrate, which emitsa decrease in HPV16 load preceded viral clearance and re-

light measured by a luminometer. Presence or absence ofgression of the lesionw&n Duin et al., 200R

HPV DNA in the specimen is defined according to the  HCII® test has provided an accurate and attractive method

strength in relative light units (RLU) compared with 1 pg/ml for routine HPV detection. The aim of the study here was to

HPV DNA positive control (PC). The sample is consid- establish if the values given by this test may be considered

ered positive when the ratio RLU/PC is equal or greater as quantitative. For this purpose, we compared the results

than 1. with those obtained using a real-time PCR quantification.
Several studies have shown the potential relevance ofWe therefore, validated this latter technique for the detec-

HCII® test in the triage and management of patients with tion of HPV16. Thus, we found a good overall correlation

atypical squamous cells of undetermined significaridee( between the HCfl results and those obtained by real-time

ALTS Group, 2000 or as a test of cure for patients treated PCR.

for cervical intraepithelial neoplasi&ifgren et al., 2002;

Jain et al., 2001; Nobbenhuis et al., 2DOEurthermore,

HR-HPV testing has been proposed as an adjunct to cervi-2. Material and methods

cal cytology in primary cervical cancer screening of women

over the age of 30Bory et al., 2002; Cuzick et al., 2003; 2.1. Samples

Petry et al., 2008 In these women, the HPV test permits

to identify those with a persistent infection and who are at One hundred HR-HPV positive cervical samples were

risk for developing high grade squamous intraepithelial le- randomly selected from our library of archival specimens,

sions (HGSIL) or worselalstein et al., 2003; Kjaer et al., whatever the cytology and/or histology was. These speci-

2002; Nobbenhuis et al., 1999In another way, a nega- mens were collected using the Digene Cervical Sarfipler

tive HPV test permits to reassure women that no significant and transferred in a vial containing 1 ml Digene Specimen

lesion will develop in the next futureMonsonego et al.,  Transport Mediurf (STM). After a step of denatura-

2009. tion with sodium hydroxide, the samples were tested for
Although the HCIP assay allows an estimation of the HPV in a routine way with the Hybrid Capture®lIsys-

amount of HPV DNA present in the sample, it has not tem (Digene, Gaithersburg, Maryland, USA) according to

been validated as a quantitative test. Interestingly, it was the manufacturer’s instructions. They were then stored at

shown that HPV RLU ratios positively correlated with —20°C until further experiments. In an arbitrary way and

both severity and size of the lesiorSufp et al., 2001 We as described in a former studipdlstein et al., 2003 the

recently observed that the risk to develop high grade squa-samples were classified in three groups according to the

mous intraepithelial lesions increased significantly with the HCII® results: group 1:<10 pg/ml; group 2: 10-99 pg/ml

HR-HPV viral load determined by the H&lItest Dalstein and group 3>100 pg/ml.

et al., 2003. However, despite a specific cervical sampling

dedicated only to HPV detection and collected by the same 2.2. DNA extraction

trained gynaecologists, the number of cells harvested may

vary from sample to sample. Thus, the HR-HPV load de-  After thawing, 35Qul denatured samples were neutral-

termined by the HC® test may be biased according to the ized with 50ul of 5M acetic acid and 3M potassium

cellularity of the specimen. acetate. DNA was then purified using the QIAamp DNA
Very recently, the availability of the real-time PCR has Blood Minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to

provided an attractive alternative to measure a precise HPVthe manufacturer’s instructions. Briefly, after enzymatic di-

DNA load. With this technology, a cellular gene (e.g. albu- gestion by a protease (5€, 15 min), the lysate was loaded

min gene) can also be quantified, that reflects the numberonto the Qiamp column. After two washes, DNA was eluted

of cells present in the sample. The determination of HPV twice with 40ul of elution buffer. DNA was quantified by

copies per cell permits to appreciate the true viral load. It spectrophotometry and concentration adjusted to 5@ing/

has recently been shown that the highest HPV16 load werewhen possible.

highly predictive of appearance of carcinoma in situ (CIS)

(Josefsson et al., 20D0rlitalo et al. also demonstrated that 2.3. Real-time PCR

HPV16 load consistently increased already within 13 years

or more before diagnosis of CIS; in the year before the lesion  Amplification techniques using hydrolysis probes, per-

was diagnosed, the risk of developing CIS was increasedformed on LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan,

43-fold in women with high viral load and only three-fold France), were used for the quantitative estimation of HPV16

in women with low viral load Ylitalo et al., 200Q. In an DNA copies and albumin genes.
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Table 1 2.4. Conventional PCR and HPV genotyping of
Sequences of primers and probe used to amplify the E6 HPV16 gene pCR products
Sequence
Sens primer ETTTTATGCACCAAAAGAGAACTGCS Material from 33 out of the .40_ samples positive for
Antisens primer  5AGCTCTGTGCATAACTGTGGTAACTT-3 HPV16 was available for qualitative PCR assay. HPV
Probe 5 FAM-ATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACC- DNA was tested by L1 HPV consensus PCR with the
TAMRA-3' MYQ9/MY11 primers as previously describeld@nos et al.,
FAM: 6-carboxyfluorescein; TAMRA: 6-carboxsN,N',N'-tetramethyl- 1989. The denatured amplimers were then genotyped using
rhodamine. the HybridowellM Universal Kit (Argene Biosoft, Varilhes,

France) as we describeRiethmuller et al., 1999 The kit
The real-time PCR for quantification of HPV16 DNA allows the detection of 96 amplified products per microtiter
copies has been developed by the HPV subgroup: “oppor-plate. Briefly, each well was coated withub of denatured
tunistic infections” from Agence Nationale de Recherche amplified products overnight at room temperature. After
contre le SIDA (action concertée number 11). Primers and washing, biotin labelled oligonucleotide probes specific
probe targeting the E6 gene of HPV16 and designed usingfor HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV45,
the LightCycler Probe Design Softw&r€¢Roche Diagnos-  HPV51, HPV52, HPV58 and HPV68 were added to wells
tics) are presented ifable 1 To prepare standards, DNA and incubated for 30 min at 3T. After several washes, the
was extracted from a batch of HPV16 positive SiHa cells detection was performed with streptavidin peroxydase for
known to harbour one to two copies of HPV16 per cell. For 15 min at room temperature. Finally, colored products were
the following calculations we considered that each SiHa cell revealed with tetramethylbenzidine substrate and optical
contained two copies of HPV16. An aliquot of DNA was density was read at 450 nm.
submitted to an albumin real-time PCR in triplicate, as de-
scribed below, in order to accurately determine the number 2.5. Satistical analysis
of SiHa cells and by deduction the exact number of HPV16
genome copies. Then, four 10-fold serial dilutions of DNA Relative correlation between cell number in each sam-
were prepared in order to get 165,000; 16,500; 1650 and 165ple determined by DNA dosage at 260nm and by albu-
copies of HPV16 genomes. Those samples, run in parallelmin real-time PCR, as well as, correlations between HPV16
with cervical DNA samples, were used to plot the standard load determined by real-time PCR and HR-HPV load given
curves. The PCR reaction was carried out in a final volume by HCII® were assessed by the Spearman’s rank corre-
of 20l containing 1X Fast Start DNA Master Hybridiza- lation test. Distribution of HPV16 loads according to the
tion Probe (Roche Diagnostics), 5 mM MgC500 nM each different categories of HCH values was analyzed by the
primer, 50 nM probe and 2l of DNA solutions correspond-  Mann—WhitneyU-test. All analyses were performed using
ing to 5-100 ng of DNA. Thermal cycling consisted in a step the STATA™ 5.0 statistical software (College station, TX).
of 10 min at 95C, followed by 50 cycles of 10 s at 96 and
30s at 60C. Only 40 samples, which revealed to contain
amplifiable HPV16 DNA, were considered for the present 3. Results
study.
Quantification of human albumin genes was performed as 3.1. HR-HPV DNA estimated by HCII®
previously describedLaurendeau et al., 1999The refer-
ence human genomic DNA provided by Roche Diagnostics Among the 40 HPV16 positive samples, 15 harboured
(Meylan, France) was serially diluted and run in parallel with <10 pg/ml of HR-HPV DNA (range 2-9.6 pg/ml corre-
the DNA from cervical samples. Dilutions corresponding to sponding to 2x 10°-9.6 x 10° copies of HPV genome per
165,000; 33,000; 6600 and 1320 genomic DNA copies were ml). Ten samples harboured 10-99 pg/ml of HR-HPV DNA
used to plot the standard curve and to determine the numberrange 12.4-96 pg/ml corresponding t84x 10°-9.6 x 10°
of cells present in the sample. Primers and probe were pur-copies of HPV genome per ml) and 15 samples harboured
chased from Eurogentec (Seraing, Belgium). The albumin > 100 pg/ml of HR-HPV DNA (range 132-2393 pg/mi
reaction was carried out in a final volume of 20contain- corresponding to .B2 x 10’-2.39 x 10® copies of HPV
ing 1X Fast Start DNA Master Hybridization probe (Roche genome per ml).
Diagnostics), 5mM MgG, 100nM each primer, 100 nM
Tagman probe and 2 of DNA corresponding to 5-100ng  3.2. Correlation between number of cells determined by
of DNA. Thermal cycling consisted in a step of 10min at DNA dosage and albumin real-time PCR
95°C in order to activate the DNA polymerase, followed by
45 cycles of 15s at 9% and 60s at 65C. The HCI® assay needs a denaturation step of cervical
All data collected by the LightCycler were analyzed with samples with sodium hydroxide. In order to neutralize the
the Roche Molecular Biochemicals LightCycler Softw&re  pH before DNA extraction, specimens were treated with
Version 3.5 (Roche Diagnostics). acetic acid and potassium acetate. DNA vyield varied from
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Fig. 1. Correlation between the number of cells present in cervical samples as determined by albumin real-time PCR and DNA dosage. Both techniques
were performed on the same DNA extract from 40 cervical samples.

sample to sample and concentration of DNA measured by 4.93%. This was consistent with low values for standard
spectrophotometry ranged from 2.5 to 507dgWariations deviation and coefficient of variation for slope a¥dnter-

in DNA concentration might represent differences in cellu- cept Fig. 2, inset). These data as a whole demonstrate the
larity. While enumeration of cells with a microscope is not high reproducibility of the E6 HPV16 DNA quantification
easy because of cell alteration, the number of cells can beassay.

deduced (i) from DNA concentration—considering that one

cell contains approximately 6 pg of DNA and (ii) by deter- 3.4. Correlation between HR-HPV load measured by

mining the number of albumin genes—considering that each HCII® and HPV16 real-time PCR

diploid cell contains two copies of this gene.

Then, the cell number per ml of cervical samples calcu- The crude HPV16 load varied from&x 103-8.4 x 107
lated by albumin real-time PCR was plotted as a function copies per mL of original STM sample. The logarithm of
of the cell number calculated by DNA dosage. We observed HPV16 load was then plotted as a function of the logarithm
a relatively similar range of values between the two assaysof HR-HPV load estimated by HCHl. As shown inFig. 3A,

(Fig. ). The Spearman’s rank correlation was 0.83 < a correlation was found between the two viral load measures.

10~%), which also indicates good agreement between the The Spearman’s rank correlation reached 0B%(10-4),

two measures. which confirms a good agreement between both HPV quan-
tification methods.

3.3. Validation of E6 HPV16 real-time PCR Then, the HPV16 load was studied with normalization

for cell number by albumin real-time quantitation and for
In order to validate the HPV16 quantitation method, di- convenience expressed in copies/I@lls. Results varied

lutions of DNA from SiHa cells corresponding to 165,000; from 10-280000 copies/2@ells. In order to appreciate the
16,500; 1650 and 165 copies of HPV16 genomes were correlation between the normalized HPV16 load and the
run in nine independent experiments. Data were used toHR-HPV load, the logarithm of values were plotted. Again
plot the standard curves of crossing point (Cp) versus the there was an excellent rank correlation with a Spearman rho
logarithm of HVP16 genomes that were generated by the value of 0.74 f < 10~%) (Fig. 3B).
LightCycler Softwar@ (Version 3.5), using the second Finally, values of normalized HPV16 load were reported
derivative maximum method~(g. 2). The highly significant according to the HCfl values in the three defined groups
linear regression between Cp and the logarithm of HPV16 (Fig. 4). While the median normalized HPV16 load was
copies was assessed by excellent coefficients of correlationlower in the first group when compared to the second group
(2 > 0.95) for each standard curve. The nine replicate (170 copies/1® cells versus 810 copiesf &ells, respec-
amplifications for every dilution of SiHa cell DNA gave tively), this difference was not statistically significarit &
very similar Cp values. Indeed, the standard deviation did 0.06). It was however interesting to note that in the sec-
not exceed 1.04 and coefficient of variation was less than ond group, the cervical sample with the lowest normalized
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Cycle Number

A Mean SD Ccv
30 1 Slope 3.08 031 10%
Y intercept 36.66 0.72 1.95%
28 A
26
24 A
22 A
20 A
T T T ~»  HPV16 copies
1.65 102 1.65 103 1.65 10% 1.65 105
Mean Cp 30.21 26.52 22.87 21.14
SD 0.40 0.40 0.80 1.04
Ccv 1.33 1.53 3.52 4.93

Fig. 2. Reproducibility of HPV16 quantification standard curves for E6 HPV16 DNA quantification were drawn for nine independent experiments. Mean
of Cp, slope and intercept, standard deviation (S.D.) and coefficient of variation (CV) were calculated.

HPV16 load (69 copies/£ells) also presented the lowest sion to HGSIL (Josefsson et al., 2000; van Duin et al., 2002;

HCII® value (12 pg/mL). If this sample had not been taken Ylitalo et al., 2000.

into account, the difference would have become significant ~Real-time PCRis a recent technology that allows accurate
(P = 0.03). In contrast, the median normalized HPV16 and rapid quantification of nucleic acids of interest. Quan-
viral load in the third group (27 x 10* copies/18 cells) tification of albumin genes permits to appreciate the number
was significantly higher when compared to the first and the Of cells present in the sample. Indeed, we found a good cor-

second groups. relation between the number of cells estimated after DNA
guantification and albumin real-time PCR. The slope for the
3.5. Low frequency of multiple HPV genotypes regression line was less than one, suggesting that quantifi-

cation of cells might be overestimated by DNA dosage as
Crude viral loads measured by HEltest were most of previously describedRasmussen, 200br underestimated
the time higher than that measured by HPV16 real-time by albumin real-time PCR. The tested samples, primarily
PCR. Since multiple infections are quite common, we were dedicated for HCI? test, have been denatured with the Di-
interested to appreciate their frequency. Material was avail- gene buffer that contains sodium hydroxide and then stored
able for 33 samples that were genotyped for nine additional at —20°C before DNA extraction. These pretreatments are
HR-HPV. Only four samples (12%) were found to harbor at likely to compromise the DNA integrity. Thus, the albumin
least another HR-HPV type: 1 HPV18, 1 HPV31, 1 HPV35 real-time PCR may be not as efficient as with fresh ma-
and 1 HPV65. terial. In the same way, quantification of HPV16 genomes
by real-time PCR is likely dependent on the DNA quality.
Thus, we definitely chose to normalize HPV copy numbers

4. Discussion according to sample cellularity itself evaluated by albumin
PCR.

We recently published that HR-HPV values given by the  Few validated protocols for HPV16 quantification are
HCII® test were predictive of the risk to develop a high available. The real-time PCR test yield highly precise and
grade lesionDalstein et al., 2008 While the HCIP test is reproducible results. Indeed, the different HPV16 standard
well suited for routine HPV screening, it was not designed, a runs in nine independent assays presented very similar Cp,
priori, to be a quantitative test and validity of HEIvalues, slopes andY intercepts as confirmed by low coefficients of
as a viral load, is still debatedC(avel et al., 2001; Dalstein  variation. The real-time PCR allowed the quantification of
et al., 2003; Lorincz et al., 2002; Sun et al., 2001, 2002 HPV DNA over a large dynamic range (from?3.0p to 1¢
Here, we used a real-time PCR method for E6 HPV16 quan- copies per ml STM). These large inter-individual variations
tification in order to appreciate whether the HElassay have to be precisely investigated in relation to virological,
could be suitable as a quantitative approach for clinical prac- immunological and clinical parameters.
tice. Indeed, recent data have suggested that the HR-HPV The present study was limited to samples harbouring
load would help to identify women at high risk for progres- HPV16, which represents more than 50% of HR-HPV
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Fig. 3. Correlations between HPV16 crude load (HPV16 per ml, A panel)
or HPV16 normalized load (HPV16 per 3@ells, B panel) and HR-HPV
load determined by HCH (HR-HPV per mL).

types detected in our cohort of infected women (unpub-

lished data). Although we studied a relatively low number
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Fig. 4. Distribution of normalized HPV16 load measured by real-time
PCR according to the HR-HPV load determined by HCaissay. Cervical
samples were classified in three groups according to the H@lues:

<10 pg/ml @ = 15); 10-99 pg/min = 10); > 100 pg/mL ¢ = 15). Each

E6 HPV16 is represented by a black diamond. Bars show the median
viral load.

results> 99 pg/ml or comprised between 10 and 99 pg/ml,
than in women with HC? results<10 pg/ml.

These findings might extend the usefulness of the BICII
test in screening programs since the RLU values may repre-
sent quantitative data. Our previous study provides evidence
that women with low levels of HR-HPV (e.g<10 pg/ml)
are more likely to clear their infection, while women with
high HR-HPV loads (e.g=100 pg/ml) are at high risk of
CIN2/3+ developmentDalstein et al., 20083 Ho et al. have
also noted that CINs with a high viral load are more likely
to persist than those with a low level of HR-HPM{ et al.,
1995. Furthermore, Peitsaro et al. emphasized that an initial
high viral load will increase the probability of integration
into the host cellular DNAReitsaro et al., 20Q2an impor-

of specimens (40), we did find a correlation between the tant step in tumour progression. Whether HCllalues, as

HR-HPV load determined by HC?l and the crude HPV16

well as true HPV loads measured by real-time PCR, may

load assessed by real-time PCR, as recently observed bybe of clinical relevance to identify women with increased

Gravitt et al. in a larger series of 111 specimefg&yitt

et al., 2003. Because some authors reported that the cellu-

larity of the cervical samples might bias the HENalues,

risk to develop high grade lesions or worse, further inten-
sive laboratory and clinical investigations are needed before
an HPV load assay can be applied in routine cervical cancer

we normalized HPV16 load according to the cell number screening.

which was calculated from albumin real-time PCR. The

Moreover, with the HCI? test, it is not possible to dis-

correlation between the crude HR-HPV load given by the criminate between an increased risk linked to a viral load
HCII® test and the normalized HPV16 titer estimates was per se or to a multiple HPV infection. More accurate results
still excellent. The adjustment for cellularity appeared not could have been achieved if additional HR-HPV types, such
to be necessary to obtain more accurate results as alreadws HPV18, HPV45, HPV31, HPV33Moberg et al., 2008

published Gravitt et al., 2003 would have been taken into account for real-time quantifi-

Additionally, normalized HPV16 results were related to
the HCIP® values. Indeed, we confirmed that the HPV16
copy numbers were higher among women with HCII

cation. However, we have to point out that the proportion
of multiple infections is low (12%) in our series when com-
pared with recent datdRpusseau et al., 20D1
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Our results support the idea that the values given by@ICII Bosch FX, Manos MM, Mufioz N, Sherman M, Jansen AM, Peto J, et al.

can be considered as a good estimation of the HR-HPV Prevalenpe of humail paplll_oma\_llrus in cervical cancer: a worldwide
perspective. International biological study on cervical cancer IBSCC

load as reported previouslpélstein et al., 2003; Farthing Study Group. J Natl Cancer Inst 1995;87:796-802.

et al., 1994; Sun et al., 1995, 2001, 2Q0Phis is in con- Clavel C, Masure M, Bory JP, Putaud |, Mangeonjean C, Lorenzato
trast with two studies that do not achieve such a conclusion M, et al. Human papillomavirus testing in primary screening for the
(Bory et al., 2002; Lorincz et al., 2002n particular, Bory detection of high-grade cervical lesions: a study of 7932 women. Br

et al., who performed the HSItest from liquid based cy- J Cancer 2001;84:1616-23. ,
Cuzick J, Beverley E, Ho L, Terry G, Sapper H, Mielzynska I, et al.

tomgy’ SgggeSt.tha_‘t variations in the cell number preCIUde HPV testing in primary screening of older women. Br J Cancer
any semi-quantitative use of the HElvalues Bory et al., 1999:81:554—8.

2002). We have to emphasize that in our study a special de- cuzick J, Szarewski A, Cubie H, Hulman G, Kitchener H, Luesley D,
vice dedicated only to HPV testing was used by the same et al. Management of women who test positive for high-risk types of
trained gynaecologists to collect cervical cells. Moreover,  uman papillomavirus: the HART study. Lancet 2003;362:1871-6.
the cervical samples analyzed to estimate the HR-HPV load PaStéin V. Riethmuller D, Prétet JL, Le Bail Carval K, Sautiere JL,

. . Carbillet JP, et al. Persistence and load of high-risk HPV are predictors
were always collected after a Pap smear, that Ilkely min- for development of high-grade cervical lesions: a longitudinal French
imized differences in cell collection, as already described  cohort study. Int J Cancer 2003;106:396-403.

(Gravitt et al., 2008 Particular cautions have to be taken Elfgren K, Jacobs M, Walboomers JM, Meijer CJ, Diliner J, Kjaer SK, et

with residual specimens from liquid-based cytology. Indeed, _aI. Ratg of human papillomavirus cl_e_arance_ after treatment pf cervical

the size of residues available for HPV testing is dependent on |ntre}ep|the|_|a| neoplasia. Typv_e specific per3|stence of hlgh risk human

the volume used for quuid-based cytology. Moreover, part _paplllor_navirus (I—iPV) as indicator of rilgh grad_e cervical squamous
) ) intraepithelial lesions in young women: population based prospective

of the viral genomes that would not be anymore associated  foliow up study. Obstet Gynecol 2002;100:965-71.

with cells because of their disruption might be eliminated Farthing A, Masterson P, Mason WP, Vousden KH. Human papillomavirus

from the supernatant during the cell filtration step. As a con- detection by hybrid capture and its possible clinical use. J Clin Pathol

sequence, the presence of HR-HPV DNA might be largely  1994:47:649-52.

underestimated in these residues. Gravitt PE, Burk RD, Lorincz A, Herrero R, Hildesheim A, Sherman ME,

Usi h I-ti S c hod. th et al. Comparison between real-time polymerase chain reaction and
In conclusion, the real-time quantitative PCR method, that hybrid capture 2 for human papillomavirus DNA quantitation. Cancer

can be used to detect and quantify viruses with a known  Epidemiol Biomarkers Prev 2003;12:477-84.

sequence, was applied for the detection of HPV16 in cer- Ho GY, Burk RD, Klein S, Kadish AS, Chang CJ, Palan P, et al. Persistent
vical swabs and would greatly facilitate investigations on genital human papillomavirus infection as a risk factor for persistent
HPV pathogenesis. The application of this method to sam- cervical dysplasia. J Natl Cancer Inst 1995;87:1365-71.

ples tested by HCl permitted to validate the latter for viral 22" S: Tseng CJ, Horg SG, Soong YK, Pao CC. Negative predictive
value of human papillomavirus test following conization of the cervix

load estimation, so long as samples are collected using stan- eri. Gynecol Oncol 2001;82:177—80.
dardized protocols. The use of both techniques to evaluatejosefsson AM, Magnusson PK, Ylitalo N, Sorensen P, Qwarforth-Tubbin
viral persistence or clearance in cervical disease outcome is P, Andersen PK, et al. Viral load of human papilloma virus 16 as a
currently in progress in our laboratory. determinant for development of cervical carcinoma in situ: a nested
case-control study. Lancet 2000;355:2189-93.
Kjaer SK, van den Brule AJ, Paull G, Svare El, Sherman ME, Thomsen
BL, et al. Type specific persistence of high risk human papillomavirus
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