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Papillomavirus et cancer
du col de l'uterus

Certains types de papillomavirus humains (HPV) sont des
agents étiologiques probables du cancer du col utérin et de
ses précurseurs L’infection virale et ’expression de certains
genes viraux apparaissent comme des facteurs nécessaires
mais non suffisants de la transformation tumorale. Les pro-
gres en biologie moléculaire nous éclairent sur les méca-
nismes par lesquels ces virus contribuent au développement
du cancer. Seules les oncoprotéines E6-E7 des papillomavirus
a risque (HPV 16-18) se lient spécifiquement et avec une
forte affinité aux protéines p53 et pRb. Cette liaison pertur-
be le cycle cellulaire et conduit a une instabilit¢é chromoso-
mique et a une aneuploidie. Cet événement est probablement
le point de départ de I'intégration de PADN viral dans le gé-
nome des cellules hotes. Ces modifications biologiques, rap-
portées aux événements morphologiques et aux aspects col-
poscopiques des dysplasies, apparaissent comme des étapes
tres importantes dans la pathogénie des dysplasies et des
cancers du col utérin, ainsi que dans la progression tumorale.

es papillomavirus humains

(HPV) sont un groupe de

virus qui entrainent des proli-

férations cutanéo-muqueuses

le plus souvent bénignes,
mais parfois malignes. Plus de
70 types viraux ont été identifiés ce
jour dans I’espece humaine. Une
vingtaine de génotypes sont a tropis-
me ano-génital. Parmi eux, certains
types sont détectés dans les dysplasies
et les cancers épidermoides, ils sont
considérés comme des virus a risque
(HPV 16 et 18). Les HPV6-11 sont
retrouvés dans les lésions bénignes
(condylomes acuminés) et presque
jamais dans les cancers; ces virus sont
dits «a bas risque ». D’autres types

viraux dits «a risque intermédiai-
re»[1] sont détectés dans les lésions
dysplasiques mais exceptionnelle-
ment dans les cancers.

L’ADN viral comporte des zones de
lecture de fonctions différentes: les
ORF E (open reading frames early) (E1-
E2-E4-E5-E6-E7), ou zones de lecture
précoce, qui contiennent I'informa-
tion de la réplication virale et de la
transformation néoplasique et les
ORF L (pour late) (L1-L2), ou zones
de lecture tardive, qui codent pour
les polypeptides de structure des
virions (capside). Ces deux zones de
lecture sont séparées par des zones
non codantes qui jouent un role
dans la transcription virale.
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De nombreuses études indiquent
que les papillomavirus a risque sont
impliqués dans la carcinogenése des
cancers épidermoides ano-génitaux,
et particulierement dans celle des
cancers du col utérin.

Trois notions fondamentales se déga-
gent de la biologie moléculaire de ces
cancers [2]: (1) L’ADN viral des HPV
a risque est présent dans 90 % de ces
tumeurs. (2) Dans la plupart des can-
cers, PADN viral est intégré au géno-
me. Cette intégration interrompt la
zone de lecture ORF E2 des seuls HPV
a risque. (3) Dans la majorité des can-
cers ano-génitaux, des genes viraux
spécifiques des HPV a risque s’expri-
ment, puisque les transcrits des ORF
E6-E7 peuvent étre mis en évidence
dans ces lésions.

Le role des génes viraux E6-E7 com-
me oncogenes est clairement
démontré. Toutefois, la longue
période de latence entre la premiére
acquisition et ’apparition des
1ésions, le nombre faible de femmes
porteuses d’HPV qui développent
finalement un cancer et les effets
carcinogeénes des agents chimiques
et physiques suggerent que l'infec-
tion a HPV, bien que nécessaire,
n’est pas suffisante pour une trans-
formation maligne. Les études in
vitro indiquent qu’a eux seuls les
genes FE6-E7 des HPV a risque sont
immortalisants et non transfor-
mants, laissant suggérer le caractere
a risque des lésions qu’ils induisent.
C’est ainsi que les genes E6-E7 des
seuls HPV a risque (donc pas des
HPV a bas risque) immortalisent les
kératinocytes cervicaux in vitro,
transforment les fibroblastes des
rongeurs et immortalisent les kérati-
nocytes humains [3, 4]. On constate
alors que ces cellules ont un nombre
illimité de divisions mais qu’elles
n’ont pas acquis le phénotype malin.
Dans les cultures cellulaires, les
caractéristiques de la croissance de
ces cellules immortalisées in vitro
ressemblent a celles de la proliféra-
tion cellulaire observée dans les néo-
plasies intraépithéliales cervicales
(CIN ou dysplasies) [5]. Toutefois,
les cellules immortalisées par les
geénes E6-E7 n’engendrent pas de
tumeur chez la souris nude. Une
longue période de culture est néces-
saire pour faire apparaitre des
clones malins, témoignant des modi-
fications cellulaires probablement

induites par les virus [6]. Cette
longue période peut étre rappro-
chée de celle observée pour les dys-
plasies du col, dont I'histoire natu-
relle montre un risque évolutif sur
une période relativement longue.

Relations entre génes
suppresseurs du cancer
et papillomavirus
humains

L’ADN des différents types d’HPV
comporte des analogies génomiques.
Pourtant, seul le groupe des HPV a
risque élevé (16-18) est impliqué
dans la transformation, alors que le
groupe des HPV a bas risque (6-11)
ne I’est qu’exceptionnellement.

Les études de biologie virale ont per-
mis de comprendre les circonstances
et les différences fondamentales sur
le risque transformant des génes F6-
E7 des HPV a risque élevé qui les dif-
férencient des ORF E6-E7 des HPV a
bas risque. Les oncoprotéines des
ORF E6-E7 des HPV 16 et 18 se fixent
spécifiquement a des protéines cellu-
laires codées par des génes suppres-
seurs du cancer. En bref, 'oncopro-
téine de ’ORF E7 des HPV 16 fixe le
produit du gene de susceptibilité au
rétinoblastome (pRb) [7] et I'onco-
protéine des ORF E6 des HPV 16 ou
18 fixe la protéine p53 [8].

La protéine E7 des papillomavirus a
risque élevé et a bas risque se lie a la
protéine pRb mais I'affinité de liai-
son varie selon le type des HPV. Les
protéines E7 des HPV 6 et 11 ont
une affinité respectivement 20 et
5fois plus faible que celle des pro-
téines E7 des HPV 16 et 18 [9].

La liaison a la protéine pRb contri-
bue au potentiel oncogénique. Il
apparait clairement que les kératino-
cytes immortalisés en culture requie-
rent la présence des HPV E6 et E7
des papillomavirus a risque pour la
transformation maligne des cellules.

Régulation du cycle
cellulaire

Le géne RB a un role régulateur néga-
tif dans la réplication de 'ADN et le
cycle mitotique [9, 10]. Le géne p53
semble impliqué dans le controle de
la croissance cellulaire des cellules
«agressées »; on le considére comme
un gene suppresseur de la transforma-
tion. Il est exprimé dans tous les tissus
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sains. Au cours du cycle, la protéine
pb3 s’accumule dans le cytoplasme
pendant la phase G1 et migre dans le
noyau pendant la phase S (figure 1)
Les cellules qui expriment le géne p53
sont bloquées en phase G1/S et ne
peuvent donc plus se diviser. Cette
pause donne aux mécanismes de répa-
ration de 'ADN le temps d’agir; si
ceux-ci sont défaillants, la p53 peut
induire la mort cellulaire.

Toute interférence au niveau de ces
génes entraine la transformation in
vitro. Cest ainsi que l'interférence avec
leur fonction, conséquence de I’expres-
sion des oncogénes viraux EG-E7 des
HPV a risque (et eux seuls), entraine
une instabilité chromosomique et une
aneuploidie [11]. Par ailleurs, ces
modifications de ’'ADN sont classique-
ment observées lors de I'infection avec
les seuls HPV a risque [12].

Le gene de susceptibilité
au rétinoblastome (RB)

Le gene de susceptibilité au rétinoblas-
tome (RB) fait partie d’'une famille de
génes connus comme des genes sup-
presseurs de tumeur qui ont pour pro-
priété de régler le cycle cellulaire. Le
ene RB a été localisé dans la région
13q14. La phosphorylation de la pro-
téine pRb est controlée par au moins
une kinase appartenant a un groupe
d’enzymes qui ont des effets pléiotro-
piques sur le cycle cellulaire [10].
Récemment il a été démontré que pRb
pouvait se fixer a un facteur transcrip-
tionnel cellulaire, E2F. Ainsi libéré de
ses répresseurs cellulaires, E2F est alors
capable d’activer constitutivement la
transcription des génes qui controlent
la phase de transition G1/S[10].
L’interaction entre pRb et E2F est
probablement le mécanisme par
lequel pRb et d’autres facteurs cellu-
laires (notamment la protéine p107)
[10] pourraient moduler le cycle cel-

lulaire (figure 2A).
Interaction entre E7 et pRb

HPV E7 est capable de moduler le
cycle cellulaire en se fixant a pRb,
empéchant ainsi la liaison normale
de pRb avec E2F [10] (figure 2B). De
ces observations il apparait que
I'oncoprotéine HPV E7 contribue a
la transformation cellulaire par la
liaison compétitive a des protéines
cellulaires clés en se fixant a pRb et a
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Figure 1. Cycle cellulaire des mammiferes. Le cycle cellulaire est divisé en
différentes phases. La réplication de I’ADN se produit lors de la phase S (syn-
thése). Avant et apres la phase S, la cellule s’engage dans une activité méta-
bolique et de croissance en phase G1 ou G2. La phase G2 est suivie de la
phase M (mitose) durant laquelle se produit la division cellulaire. En I’absen-
ce de signaux spécifiques, la cellule entre dans une phase stationnaire ou
phase GO. Un groupe de molécules contréle les principales phases de transi-
tion du cycle cellulaire au niveau de 3 points de repére. Deux d’entre eux
sont localisés a la frontiére de G1/S et I'autre est situé a la frontiere de G2/M.

pl07 et en empéchant de former des
complexes avec E2F. E2F est libéré
de ses répresseurs cellulaires et
contribue ainsi a son role activateur
de T'expression des génes, en parti-
culier ceux impliqués dans les stades
du cycle cellulaire. D’un point de
vue viral, cette libération du contréle
négatif conduit le cycle cellulaire a la
phase S, autorisant ainsi la réplica-
tion virale. Cela contribue a dérégler
la multiplication cellulaire et a per-
mettre le développement de la
tumeur. Toutefois, la forme E2F libé-
rée de son complexe avec pRb n’est
pas constamment requise pour le
maintien du phénotype malin des
cellules cancéreuses positives pour le
papillomavirus [13].

Le gene p53

La protéine p53 est une phospopro-
téine codée par un gene suppresseur
de tumeurs. Elle a été la premieére
protéine cellulaire se liant aux pro-
téines des virus a ADN a étre identi-
fiée [14]. Le géne humain P53 est
localisé dans le bras court du chro-

mosome 17. La protéine p53 a été
initialement classée comme un anti-
géne tumoral aprés I’observation de
ses concentrations anormalement
élevées dans une variété de tumeurs
et de lignées cellulaires tumorales.

Toutefois ces premiers isolats conte-
naient des protéines mutées et des
travaux ultérieurs ont montré que la
p53 normale avait aussi une fonction
suppressive de croissance tumorale.
A la différence de pRb, la p53 ne
semble pas avoir un rdle important
dans le contrdle du cycle cellulaire
[15], depuis qu’'on a montré que
chez les patients présentant le syn-
drome de Li-Fraumeni (qui ont des
mutations germinales du gene P53),
la croissance cellulaire n’est pas
affectée (m/s n°5, vol. 8, p. 492) [16].
Aussi la fonction précise de p53 dans
les cellules normales n’est pas bien
connue. Elle est probablement impli-
quée dans le controle de la croissan-
ce de certaines cellules «agressées ».
Le mécanisme par lequel cette crois-
sance cellulaire est interrompue
n’est pas claire mais la protéine p53
présente un domaine spécifique de

735



736

REFERENCES s—

12. Monsonego ], Zerat L, Clavel C, Birem-
baut P. ADN ploidie des CIN: confronta-
tions histo-viro ogi%ues et intéréts pratiques.
Gynécologie 1992 ; 43 : 22-8.

13. von Knebel Doeberitz M, Rittmuller C,
Aengeneyndt F, Jansen-Durr P, Spitkovsky
D. Reversible repression of Papillomavirus
oncogene expression in cervicall) carcinoma
cells : Conse%ences for the phenotype and
E6-p53 and E7-pRb interactions. }) Virol
1994; 68-5: 2811-21.

14. Lane DP, Crawford VL. T antigene is
bound to a host protein in SV40-transfor-
med cells. Nature 1979 ; 278: 261-3.

15. Donehower LA, Harvey M, Slagle BL et
al Mice deficient for p53 are developmen-
tally normal but susceptible to spontaneous
tumours. Nature 1992 ; 356: 215-21.

16. Soussi T. pl6, p21(WAF1/CIP1),
P27(Kipl) et p53: rivales ou compagnes?
médecine/sciences 1994 ; 10: 744-6.

17. Kern SE, Kinzler KW, Baker SJ et al. Mu-
tant p53 proteins bind DNA abnormally in
vitro. Oncogene 1991 ; 6: 131-6.

18. Farmer G, Bargonetti J, Shu H e al.
Wild—ty}l)e 9pE’)g activates transcription in vitro.
Nature 1992 ; 358 : 83-6.

19. Crook T, Tidy ], Vousden K Degradation
of pb3 can be targeted by HPV E6 se-
quences distinct from those required for
8?3 g)i;l(éing and transactivation. Cell 1991;

20. Crook T, Wrede D, Tidy JA, Mason WP,
Evans DJ, Vousden KH Clonal p53 mutation
in primary cervical cancer: association with
human-papillomavirus-negative tumours.
Lancet 1992 ; 339 : 1070-3.

21. Werness B, Levine AJ, Howley G. Asso-
ciation of human papillomavirus types 16
and 18 E6 proteins with p53. Science 1990
248: 76-9.

22. Kaelbling M, Burck RD, Atkin NB, Klin-
ger HP. Loss of heterozygosity on chromo-
some 17p and mutant p53 in HPV negative
cervical carcinomas, Lancet 1992; 340:
140-2.

23. Riou G, Favre M, Jeannel D, Bourhis ],
Le Doussal V, Orth G. Association between
poor prognosis in early stage invasive cervi-
cal carcinomas and non-detection of HPV
DNA. Lancet 1990 ; 335 : 1171-4.

Figure 2. Interactions du facteur transcriptionnel E2F avec les protéines cel-
lulaires et les proteines E7 des papillomavirus. A. En G1 et en I’'absence
d’HPV, la protéine pRb non phosphorylée est liée a E2F, inhibant ainsi la
fonction transcriptionnelle: les génes cellulaires contrélés par E2F ne sont
pas exprimés. En G1/S, pRb est phosphorylée sous I’action de kinases pro-
duisant la dissociation du complexe E2F-pRb et E2F restaure la fonction
transcriptionnelle, réglant ainsi I’expression génique en phase S. Durant cet-
te phase, la fonction est modulée par la liaison a la protéine p107. B. En pré-
sence d’HPV'16, la protéine E7 se lie a la protéine pRb non phosphorylée,li-
bérant le contréle négatif de pRb sur la fonction transcriptionnelle d’E2F. Au
fur et a mesure que le cycle progresse et que pRb est phosphorylée, HPV E7
est dissocié de ce dernier. Les protéines E7 libres se lient alors a la protéine
p107, empéchant ainsi I'inactivation de E2F en phase S. Le cycle cellulaire est
déréglé par la poursuite de la transactivation des génes contrélés par E2F.

liaison a ’ADN cellulaire et d’autres
domaines de transactivation, indi-
quant qu’elle agit comme facteur
transcriptionnel pour transactiver
des génes dont les produits ont une
fonction de controle ou d’arrét de la
croissance cellulaire (figure 2B).

Abolition de la fonction de p53

Certaines protéines issues de la muta-
tion de pb3 se lient a 'ADN et contri-
buent a bloquer la fonction transcrip-
tionnelle [17, 18]. Les changements
conformationnels de la protéine

mutante augmentent sa demi-vie de
quelques minutes a quelques heures.
Ces événements suggerent que la pré-
sence de la protéine mutante p53 est
suffisante pour abroger la fonction
de la p53 normale par un mécanisme
dominant négatif, en formant des
hétérotétrameres inactifs qui entrent
en compétition avec la protéine sau-
vage (figure3B).

La fonction de la p53 peut aussi étre
perdue par surexpression de la pro-
téine liée p53. La liaison a la protéi-
ne cellulaire MDM-2 inhibe la fonc-
tion transcriptionnelle du gene p53
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Figure 3. A. Fonction de la protéine p53 dans le cycle cellulaire. 1. Des alté-
rations de I'ADN cellulaire entrainent une accumulation de la protéine p53
normale. La p53 se fixe & son site de la liaison de I'’ADN et transactive les
genes suppresseurs, entrainant un arrét du cycle cellulaire, permettant ainsi
la réparation de dommages de I’ADN. 2. Les mutations du géne P53 entrai-
nent la formation d’hétérotétraméres entre les protéines mutante et norma-
le. Ces complexes ne peuvent se lier au site nucléique de liaison de la p53;
ainsi, ce processus ne peut bloquer le cycle cellulaire. B. Interactions entre la
protéine HPV E6 et la protéine p53 normale. La protéine HPV EG6 se lie a la
protéine p53 et forme un complexe inapte a la liaison au site de fixation de
la p53 & I’ADN; la régulation du cycle cellulaire est ainsi perturbée. La pro-
téine E6 des HPV a risque, liée a la protéine p53, entraine par ailleurs la dé-
gradation protéolytique de cette derniére.

en formant un complexe (m/s n°8,
vol. 11, p. 1185) [16].

Le troisiéme mécanisme est représen-
té par I'inactivation fonctionnelle de
la p53 apres liaison des oncopro-
téines virales comme HPV E6 des
papillomavirus a risque élevé. Les
protéines E6 des papillomavirus a
risque ont comme propriété de se lier
a la protéine pb3 et contribuent ainsi
a sa dégradation [19]. Les mutations
géniques sont ainsi plus aisément
transmises et propagées aux généra-
tions de cellules filles, ce qui pourrait
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constituer un autre mécanisme de
promotion tumorale (figure 3A).

Chez 'homme, le géne suppresseur
P53 est modifié (muté) dans la majo-
rité des cancers dans lesquels il a été
recherché. Dans les cancers du col
associés a HPV, il semblerait que le
processus de cancérisation ne soit pas
dd a une modification des genes P53
ou RB, mais plutdt a la modification
de lactivité de leurs protéines respec-
tives par la liaison spécifique aux
oncoprotéines E6-E7 des HPV i
risque. Cette liaison entraine la dégra-

dation protéolytique rapide, en parti-
culier de la protéine p53 [20] avec,
comme conséquence, une altération
de la fonction régulatrice du cycle cel-
lulaire. Le point important est que cet-
te fixation est observée pour les pro-
téines E6-E7 des HPV a risque et n’est
pas constatée pour les HPV 6-11 [21].
A T'inverse, dans les rares cancers du
col négatifs pour HPV, c’est une muta-
tion des genes P53 et RB qui est parfois
observée (les produits de ces mutants
ne sont que partiellement fonction-
nels) [20-22]. Ce résultat fait I'objet
d’avis contradictoires. Il a permis a
quelques auteurs d’expliquer le mau-
vais pronostic des tumeurs HPV néga-
tifs comparativement aux cancers du
col HPV positifs. Il a été, en effet,
démontré qu’il existe une association
inverse entre l'infection HPV et la
mutation sur le gene p53 et que les can-
cers du col HPV associés ont un pro-
nostic plus favorable que les cancers du
col HPV négatifs [23]. Ce facteur de
bon pronostic associé aux papillomavi-
rus tiendrait probablement a I’absence
de mutation observée sur les génes P53
et RB, alors qu’elle est révélée plus fré-
quemment dans les cancers du col
HPV négatifs [23]. Depuis, certains
auteurs ont rapporté que la mutation
de P53 se rencontrait dans les cancers
du col positifs aussi bien que négatifs
pour HPV [24].

Démonstration

de la fonction
oncogénique des génes
E6-E7 des papillomavirus
humains a risque

L’expression des geénes E6-E7 des HPV
a risque €levé, si elle est nécessaire a la
transformation, n’est vraisemblable-
ment pas suffisante pour permettre la
croissance tumorale. La contribution
de facteurs mutagenes (tabac, facteurs
infectieux et hormonaux) sur les
lésions tumorales « promues» a la trans-
formation, est probablement importan-
te, comme le suggerent les données cli-
niques et épidémiologiques [25].

Une des différences dans I’action car-
cinogénétique des HPV a bas risque
par rapport a celle des HPV a risque
élevé réside probablement dans la
dépendance des HPV a bas risque vis-
a-vis de facteurs exogénes (HPV 8 et
ultraviolets dans I’épidermodysplasie
verruciforme), alors que les facteurs
endogenes contribueraient plus lar- m——
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gement a 'action transformante des
HPV a risque élevé. In vitro, les cel-
lules immortalisées par les génes £6-
E7 ne sont pas cancéreuses au
départ. L’introduction de I'oncoge-
ne v-ras (transfection) leur confere le
phénotype malin [5].

Par ailleurs, il existe tres probable-
ment une régulation inter et intra-
cellulaire de I’expression de ces
genes viraux. La fusion de cellules
normales avec des cellules de cancers
du col positifs pour HPV donne des
cellules hybrides non tumorales qui
expriment une activité des ORF E6-
E7 [2]. L’inoculation de ces cellules
hybrides chez la souris entraine une
réduction de l'activité E6-E7, alors
que les cellules tumorales ont une
intense activit¢é E6-E7. Pendant une
longue période, en particulier dans
les étapes pré-cancéreuses, ces genes
transformants ne sont probablement
pas exprimés, ou du moins seraient
réprimés par des facteurs viraux ou
cellulaires. Le controle négatif de la
transformation semble impliquer des
processus de répression [26] de
genes cellulaires par I'intermédiaire
de la région régulatrice non codante
LCR (locus control region) de 'ADN
viral qui controle E6-E7 [27].

Par ailleurs, la dissociation du com-
plexe E2F-pRb en présence de la pro-
téine E7 des HPV a risque n’est pas
suffisante pour maintenir le phénoty-
pe malin des cellules cancéreuses HPV
associées [13]. De nombreux argu-
ments existent aujourd’hui pour ne
pas donner au complexe E7-pRb un
role direct dans la carcinogenese [28,
29]. De méme, I'expression des geénes
E6 requiert pour I'immortalisation des
génes L7 fonctionnels [15]. Des réar-
rangements chromosomiques, les
mutations et une instabilité géno-
mique induits par les oncogeénes
viraux E6-LE7 des HPV a risque ont été
observés. Ces oncogénes viraux
auraient un role plus important dans
les étapes avancées de la progresssion
tumorale que dans les événements
précoces de la carcinogenese [30].

Réaction immunologique
de I'héte

Si, comme il a été dit précédem-
ment, le role oncogénique de E6-E7
est clairement démontré, la latence
relativement longue entre la primo-

infection et I’émergence éventuelle
d’un cancer, le nombre faible de
patientes infectées qui développe-
ment éventuellement un cancer, et
I’action carcinogénique d’agents chi-
miques ou physiques suggérent que,
si les HPV sont des agents néces-
saires, ils ne sont pas suffisants pour
déclencher la transformation.

Dans les cellules non transformées, un
mécanisme de controle inhibiteur de
la transcription des geénes E6 des papil-
lomavirus a risque a été démontré qui
fait intervenir des interactions intercel-
lulaires impliquant les macrophages et
d’autres types de cellules [26]. L’ino-
culation de cellules immortalisées par
les HPV chez I’animal immunocom-
promis permet de constater la
défaillance du controle intercellulaire
de la transcription des oncogénes
viraux [31]. Les cellules malignes
infectées par les papillomavirus ne
révelent pas de suppression des onco-
génes viraux apres inoculation chez
I’animal immunocompromis.
Quelques études ont permis de mon-
trer qu’au moins quatre genes diffé-
rents assurent le contrble des onco-
génes viraux. En outre, la croissance
cellulaire, conséquence de la synthe-
se des oncoprotéines virales, s’altere
progressivement apres une certaine
durée de vie des cellules infectées
[32]. Il a été suggéré que cette altéra-
tion fonctionnelle des oncoprotéines
virales pourrait étre un second signal
dans la suppression de la fonction
oncogénique de ces virus dans les cel-
lules transformées [33].

Dans le cancer du col utérin, l'inter-
ruption du contréle intercellulaire est
apparu nécessaire pour l’'invasion
tumorale. Le défaut de présentation
des domaines antigéniques des pro-
teines E6-E7 ou I’expression insuffisan-
te des molécules CMH est fréquem-
ment observé [34], mettant en défaut
l'action du systéme immunitaire.

On a présenté une hypotheése impli-
quant trois niveaux de protection
contre la fonction oncogénique des
protéines E6-E7 des HPV a risque [33].
Le premier niveau de protection
représente le controle intracellulaire
de la fonction des génes E6-E7 (infec-
tion latente) dont I'interruption pour-
rait entrainer I'immortalisation cellu-
laire ou des lésions de bas grade
(dysplasies légeres). A ce stade, E6-L7
sont réprimés ou peu exprimés.

Le second niveau de protection ferait
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intervenir les macrophages ou
d’autres cellules de I'immunité cellu-
laire dans I'inhibition transcription-
nelle des genes E6-E7. Un défaut de
protection intercellulaire entrainant
I'expression E6-E7 a un niveau plus
élevé est observé dans les lésions de
grade élevé (dysplasies séveres). Tou-
tefois, a ces stades, I'antigénicité des
oncoprotéines maintient un niveau de
protection suffisant contre la transfor-
mation de ces virus et peut expliquer
les régressions observées in vivo.

A ce stade, E6-E7 sont exprimés, mais
la réponse immune est satisfaisante
du fait de I'expression normale des
complexes majeurs d’histocompatibi-
lit¢ (CMH1).

Figure 4. Images de colposcopie. A.
Zone de transformation atypique: No-
ter la congestion et la réaction blanche
d’intensité forte apres application d’aci-
de acétique. B. Cancer invasif. Noter
I'aspect inhomogéne de la réaction
blanche, les secteurs bourgeonnants et
nécrotiques. C. Condylome acuminé
(lésion bénigne): La lésion est bour-
geonnante mais réguliére et homoge-
ne. La papillomatose est notable, la
vascularisation en surface est réguliere.
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Le troisi¢me niveau de protection est
aussi assuré par les molécules CMH.
La présentation des antigénes viraux
par les haplotypes spécifiques du
CMHI, et leur reconnaissance par le
syst¢tme lymphoide, entrainent a ce
stade la mort cellulaire.

Lorsque les deux premiers niveaux
de protection manquent, I’expres-
sion insuffisante des genes du CMH
ou le défaut de présentation des oli-
gopeptides E6-E7 seraient a 1’origine
de la transformation [34]. A ce sta-
de, E6-E7 sont largement exprimés et
la défaillance de la réponse immune
par défaut des molécules CMHI1
peut expliquer la naissance du can-
cer. Ce processus expliquerait la
période de latence relativement
longue entre le début de I'infection
et le développement du cancer, le
pourcentage faible de cancer chez
les femmes infectées et l'incidence
plus élevée des néoplasies génitales
chez les femmes immunodéprimées.

Intégration de I’ADN
des papillomavirus
humains a risque

au génome des cellules
cancéreuses

C’est une étape indispensable a la
transformation. Ce processus est régu-
lierement observé dans les cancers,
contrastant avec une majorité de
formes épisomiques dans les lésions
précancéreuses [30, 35]. L'intégration
de PADN viral au génome de la cellule
hoéte est certainement importante dans
la dérégulation de I'expression obser-
vée dans les cancers. En interrompant
I'ORF EI ou E2 (propriété répressive
sur les ORF E6-E7) des HPV a risque,
l'intégration virale au génome contri-
bue a augmenter ’expression des
genes E6-E7 [36] de méme que leur
capacité d’'immortalisation in vitro [37].
Au total, le blocage de I'activité répres-
sive des génes E1 ou E2 sur les génes
transformants E6-E7 qui en découle
contribue a fixer spécifiquement les
protéines suppressives de tumeurs p53
ou pRb et constitue le deuxi¢me évé-
nement a I'origine de I’évolution pro-
bable du processus de transformation.
Les modifications du génome cellulai-
re, et en particulier ’activation
d’oncogénes consécutive a I'intégra-
tion, ont été également rapportées.
Ainsi, des séquences d’HPV16 ou 18
sont trouvées intégrées au chromoso-

me 8 dans la région 8q24, site du
gene c-MYC, laissant supposer une
activation de proto-oncogene a la sui-
te de l'intégration. Toutefois, des
observations indiquent que les can-
cers du col négatifs pour HPV sont de
mauvais pronostics, surtout lorsqu’ils
sont associés a une surexpression du
gene c-MYC, ce qui laisse supposer
que I'activation du geéne ne serait pas
toujours associée a une insertion des
séquences virales au voisinage [38].

Récemment on a pu rapporter que
l'intégration est corrélée a I'expression
des genes E6-E7 et au blocage de la
fonction E£2 [39], confortant I'idée que
ce processus constitue un événement
directement lié & la transformation.

Applications des données
biologiques aux aspects
colposcopiques

et histologiques

L’activité des papillomavirus a risque
élevé differe de celle des papillomavi-
rus a bas risque dans leurs effets sur les
lésions observées en colposcopie et en
cyto-histologie. Ces différences concer-
nent P'état des virus dans les 1ésions,
I'expression des génes viraux et de
leurs protéines précoces et tardives et
enfin leur interaction avec les génes
suppresseurs de tumeurs P53 et RB.

En colposcopie (figure 4), les dyspla-
sies séveres (CIN de grade élevé) sont
plus souvent associées aux HPV a
risques élevés (HPV 16-18). L’épithé-
lium anormal est reconnu par une
acidophilie (réaction blanche apres
application d’acide acétique) au
niveau de la zone de transformation
dans laquelle peuvent étre observés
des orifices de glandes cernés [40].
L’importance de la réaction blanche
est fonction du degré de I'hyperplasie
cellulaire et des anomalies nucléaires.
Lorsque la lésion s’aggrave, on peut
noter 'apparition d’'une vascularisa-
tion anormale, d’une surface plus ou
moins irréguliére et de modifications
majeures dans le canal cervical.
Lorsque la lésion devient invasive,
I’épithélium pavimenteux est friable,
irrégulier, bourgeonnant par en-
droits, voire ulcéré et nécrotique, les
vaisseaux sont franchement atypiques.
Comparativement aux lésions asso-
ciées aux HPV 6-11 comme les condy-
lomes acuminés (lésions bénignes)
développés sur la zone de transforma-
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Figure 5. Aspect histologique.
A: dysplasie sévére (CIN lll).
Aspect d’une lésion tumorale
strictement  intraépithéliale.
Noter la perte de la différen-
ciation. Les atypies nucléaires
étagées et I'absence de koilo-
cytose* témoignent de I’ab-
sence de réplication Vvirale.
B: cancer micro-invasif. As-
pect identique a la CIN3 avec
ici un boyau tumoral micro-in-
vasif. Noter la réaction inflam-
matoire du stroma sou-jacent.

tion, on remarque que la tumeur est
régulierement acidophile avec parfois
un aspect mammeloné ou papillaire.
Le test au lugol reconnait la lésion
acuminée par sa recharge glycogé-
nique inhomogene.

En histologie (figure 5A-B-C), dans les
CIN de grade élevé les HPV 16-18
induisent des anomalies de différen-
ciation et de maturation de I'épithé-
lium, des atypies nucléaires qui occu-
pent les deux tiers ou la totalité de
Iépithélium. Les CIN de grade élevé
se caractérisent par la prolifération
intra-épithéliale de cellules indiffé-
renciées occupant les deux tiers ou la
totalité de la hauteur épithéliale [41].
Les modifications koilocytaires* qui
refletent I'infection @ HPV permissive
sont inversement proportionnelles
aux degrés des CIN et peuvent étre
présentes de facon limitée a la surface
de I'épithélium ou adjacentes a une
CIN de grade élevé. Au fur et a mesu-
re que la CIN s’aggrave, les stigmates
de la virose disparaissent au profit de
la prolifération cellulaire. Quand la
lésion devient invasive on peut obser-
ver des ilots irréguliers de cellules
tumorales et une augmentation de

* Les koilocytes sont des cellules de grande taille,
mullinucléées, présentant un halo clair périnucléaire,
contenant du virus en véplication (voir figure 6B ).

C: condylome acuminé. Noter
la conservation de la différen-
ciation, I'absence d’hyperpla-
sie des couches basales, I'ab-
sence d’atypie nucléaire et la
forte koilocytose en surface,
témoignant d’une importante
réplication virale en surface.

'infiltration lymphoplasmocytaire du
stroma sous-jacent. Dans les carci-
nomes in situ, les anomalies koilocy-
taires ne sont plus observées. Les HPV
6-11 associés aux condylomes acumi-
nés induisent une infection franche-
ment permisssive avec d’importantes
anomalies koilocytaires dans les cel-
lules différenciées, une multinucléa-
tion, une acanthose, parakératose,
dyskératose et papillomatose sans
aucune mitose atypique.

L’hybridation in situ utilisant diffé-
rentes sondes virales (figure 6A-B),
testée sur des lésions de CIN de gra-
de élevé et de cancers invasifs
montre une réaction positive sous
forme d’'un marquage intense dans
le noyau des cellules atypiques, uni-
quement pour les HPV a risque (16-
18). Ainsi on retrouve un marquage
au niveau des noyaux des cellules aty-
piques ou dans les koilocytes des
CIN 2 et 3 [12]. Ce marquage est
retrouvé également dans les cancers.
Mais le nombre de copies d’ADN
viral et le marquage sont moins
importants dans les cancers invasifs,
témoignant de l'intégration de
I’ADN viral au génome des cellules
cancéreuses. A I'opposé, dans les
condylomes acuminés aucun mar-
quage n’est observé avec les papillo-
mavirus a risque et une intense réac-
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Figure 6. Hybridation par immunohis-
tochimie de I’ADN de I'HPV. A. Mar-
quage homogéne de I'ADN HPV16
dans le noyau des cellules atypiques
d’une CIN lll. L'immunoréactivité s’ob-
serve par un marquage homogéne
sous forme d’une ponctuation plus ou
moins dense dans quelques cellules
atypiques seulement. B. Marquage in-
tense et homogéne de I'ADN HPV6
dans la majorité des koilocytes du
condylome acuminé.

tion positive est notée avec les HPV
6-11 particulierement dans les cel-
lules koilocytaires, témoignant de
Iintense réplication virale dans les
cellules différenciées.

Le stade de maturation des virus est
révélé par des méthodes d’hybridation
in situ. Les séquences virales intégrées
et non encapsidées ou épisomiques
peuvent étre reconnues par I'aspect du
marquage. Des signaux nucléaires dif-
fus indiquent la présence de séquences
virales épisomiques, alors quun mar-
quage nucléaire ponctiforme est corré-
lé a l'intégration virale [42]. Dans les
CIN de grade élevé, les papillomavirus
de type 16 ou 18 sont retrouvés dans
les couches basales et intermédiaires, le
plus souvent sous forme épisomique
[43]. Les cellules basales ayant intégré
le génome viral ne sont qu’en infime
proportion. Les virus miirs sous forme
de virions avec réplication virale et koi-
locytose sont observés a la surface de
I’épithélium, dans les couches cellu-
laires les plus différenciées (figure 7A-B-
C), comme le suggere la présence des
protéines de capside et de PADN viral
[44]. Les carcinomes in situ et les can-
cers du col ne présentent plus de virus
a I'état mir en surface, la majorité des
cellules contenant des formes intégrées
du génome viral a 'ADN des cellules
transformées [45]. A I'inverse, dans les
condylomes acuminés, I’état des virus

est représenté par des formes mires
avec capsides. Ces formes sont essen-
tiellement retrouvées dans les cellules
différenciées au niveau de la moitié et
du tiers supérieur de I’épithélium.

L’expression des genes viraux dans
ces 1ésions a été rapportée [46, 47].
Les différences de distribution topo-
graphique des ARN viraux sont cor-
rélées a la gravité des lésions (figure
8A-B-C). Dans les 1ésions squameuses
de bas grade, seule est observée la
transcription virale des zones de lec-
ture précoce (ORF E), dans les cel-
lules basales. L’intensité de ce mar-
quage augmente nettement dans les
cellules différenciées en méme temps
que s’intensifie la réplication de
I'ADN viral en surface. L’expression
de ces genes viraux en méme temps
que la transcription virale des zones
de lecture tardives (ORF L) dans les
cellules différenciées, refléte la phase
productive de l'infection virale. A
I'opposé, dans les lésions de grade
élevé, la transcription virale est plus
importante dans les cellules basales
et régulierement distribuée dans les
cellules indifférenciées. Cette diffé-
rence de transcription virale dans les
couches basales des CIN suggere une
altération de la régulation de
I'expression des geénes viraux lorsque
les 1ésions progressent. La fonction
des génes E2 peut étre interrompue

A - Hpv 16-18 CIN2-3

B * HPV 16-18 Cancer

(o]
.
o 1
U
<
(o]

-11 Condylome acuminé

Figure 7. Etats de I’ADN viral. La production de virions est inversement proportionnelle au stade de la CIN. A. Dans
les dysplasies séveres (CIN de grade élevé) I’ADN viral des HPV a risque est le plus souvent extrachromosomique
(épisomique), détecté dans les cellules parabasales. La réplication virale en surface observée dans les cellules les
plus différenciées est objectivée par la production plus ou moins intense de virions, comme en témoigne la koilocy-
tose. Les formes intégrées dans les couches basales sont exceptionnellement observées a ce stade. B. Dans les can-
cers, les formes intégrées des HPV a risque sont observées. C. Dans les condylomes acuminés (lésions bénignes), les
virus sont le plus souvent a I’état de virions en surface ou dans les cellules différenciées. o : ADN en visions,; A : ADN
épisomique; m ADN intégré.
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dans certaines lésions de grade élevé
et dans les cancers invasifs. A I'oppo-
sé, dans les condylomes acuminés,
toutes les protéines virales, précoces
et tardives, sont exprimées [48].
L’interaction des produits des genes
suppresseurs de tumeurs avec les
protéines virales laisse supposer
qu’elle peut varier selon les lésions.
En extrapolant les données précé-
demment exposées d’hybridation in
situ et de biologie moléculaire, on
peut en effet penser que dans les
CIN de grade élevé, les liaisons E6-
p53 et E7-pRb indiquées par I’hybri-
dation in situ ne seraient que rare-
ment a prendre en considération
dans les cellules atypiques [47].
Dans les cancers, cette liaison pour-
rait I’étre plus fréquemment dans les
cellules tumorales et métastasiques
[49-51]. Toutefois, en toute rigueur,
on ne peut suggérer cette associa-
tion dans les cellules ot on ne détec-
te pas leur présence simultanée. La
pb53 s’accumule anormalement dans
les cellules atypiques au fur et a
mesure que la lésion s’aggrave [50-
54]. A la différence de la cellule
normale, dans laquelle la protéine
p53 est présente a faible concentra-
tion et a une courte durée de vie,
dans les cellules cancéreuses, la pro-
téine pb3 mutante a une durée de
vie plus longue; elle s’accumule ain-
si dans le noyau des cellules aty-
piques et peut étre aisément détec-
tée en immunohistochimie [55]. En
revanche, dans les condylomes acu-
minés, p53 et pRb ne sont pas détec-
tées puisqu’elles exercent leurs fonc-
tions répressives dans les cellules
différenciées. La liaison entre la pro-
téine E7 — HPV 6,11 et pRb est pos-
sible mais d’affinité extrémement
faible, n’entrainant pas de consé-
quence sur la régulation du cycle
cellulaire [9].
Conclusion: schéma
de carcinogenése

L’environnement biologique des cel-
lules infectées par les HPV a risque
est déterminant dans I’expression ou
non des genes viraux transformants.
Dans cet environnement biologique
tres particulier, il faudra encore des
recherches moléculaires sur toute
une série de cofacteurs exogenes ou
endogenes (dont les facteurs hormo-
naux et immunitaires) pour com-

prendre les mécanismes d’interac-
tion entre la cellule hote, son géno-
me et les génes transformants des
papillomavirus a risque.

Les figures 94 et 9B rapportent un
schéma de carcinogeneése du col
intégrant le processus biologique.
L’acquisition sexuelle des papilloma-
virus est I’élément déterminant
observé le plus souvent lors des pre-
miers rapports. En effet la prévalen-
ce et I'incidence des HPV sont parti-
culierement élevés chez la jeune
femme sexuellement active et sont
proportionnels au nombre de parte-
naires sexuels. La prévalence atteint
un pic entre 15 et 25 ans et diminue
sensiblement ensuite. Cette évolu-
tion refléte tres probablement le pro-
cessus suivant: Acquisition sexuelle
des HPV lors des premiers rapports
sexuels — Latence virale mettant en
jeu des processus immunologiques
spécifiques — Réactivation virale pro-
bablement en rapport avec la ren-
contre de nouveaux partenaires.
Cette notion d’intermittence de
I'infection a HPV, ou de chronicité
avec des phénomenes de résurgence,
est une des caractéristiques de cette
infection. Quatre facteurs de risque
importants conditionnent par la suite
I’apparition d’une dysplasie: les types
viraux (HPV 16-18), le nombre de
copies virales, la réponse immunolo-
gique de I’hdte face aux protéines
virales impliquées dans 1’expression
des lésions et enfin les facteurs
d’environnement que sont les hor-
mones et le tabac essentiellement.

A ce stade, les génes E6-E7 sont répri-
més par le contrdle intra et intercel-
lulaire. Certains sujets développent
des lésions purement virales appe-
lées condylomes plans ou lésions cer-
vicales de bas grade (dysplasie lége-
re). Dans ce type de lésions, les
papillomavirus de type 16 arrivent a
maturation et sont toujours extra-
chromosomiques; ce sont surtout les
genes viraux impliqués dans la syn-
these de la capside qui sont exprimés
(ORF LI-12) dans les couches diffé-
renciées de I’épithélium malpighien.
A ce stade, les protéines E6-E7 sont
produites en petites quantités, per-
mettant leur reconnaissance antigé-
nique et leur contrdle. Lorsque la
lésion devient une lésion de grade
élevé (dysplasie sévere ou carcinome
in situ), on assiste progressivement a
I'expression des genes viraux E6-E7,
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Figure 8. Expression des génes viraux (ARN-ARN hybridation in situ). A. Dans les lésions de grade élevé, la trans-
cription virale est plus importante dans les cellules basales et parabasales et régulierement distribuée dans les cel-
lules indifférenciées. Les protéines L1-L2 des HPV a risque sont détectées en faible quantité en surface alors que les
protéines E6-E7 le sont dans les cellules basales et parabasales. B. Dans les cancers invasifs, les protéines tardives
(L1-L2) ne sont plus détectées, alors qu’on note un marquage intense des ARN E6-E7 dans les cellules atypiques et
parfois I'absence de marquage des ARN E2. C. Les condylomes acuminés expriment toutes les protéines virales des
HPV 6-11 dans les différentes couches de I’épithélium.

Tableau |

ASPECTS CLINIQUES ET BIOLOGIQUES DES NEOPLASIES CERVICALES

CIN 2-3 Cancer du col Condylomes acuminés
ADN HPV 16 - (18) 16-18 6-11
les plus fréquents les plus fréquents
Colposcopie Anomalies de la zone Vaisseaux atypiques, Prolifération réguliére
de transformation ulcérations, bourgeonnements sans nécrose
Histologie Hyperplasie intraépithéliale Infiltration du stroma Koilocytose-multinucléation
mitoses atypiques par le processus néoplasique  parakératose papillomatose
koilocytose en surface koilocytose en surface Absence de mitose atypique
ADN ploidie Aneuploidie (50-80 %) Aneuploidie (~ 95 %) Diploidie (~ 80%)
Etat de I'ADN viral Episomal (++) dans les cellules Intégré au génome des Virions dans les cellules
basales et intermédiaires, cellules tumorales différenciées
virions en surface
Expression des E6-E7 (+) dans les cellules E6-E7 (+++) dans les cellules L1-L2 (+++) dans les cellules
genes viraux basales indifférenciées tumorales différenciées
E1-E2 E4-E5 (+) E2 (-) E6-E7-E2-E1 dans les cellules
L1-L2 (+) dans les cellules L1-L2 (-) différenciées
différenciées
Liaison avec les Rare E7 dans les cellules Spécifique dans Absence ou
protéines des génes indifférenciées les cellules cancéreuses non spécifique
suppresseurs (hybridation in situ) de E6 avec p53
(p53-pRb) et de E7 avec pRb
Contréle de Macrophages Défaut de présentation Immunité a médiation
I'expression des Immunité a médiation des antigénes viraux cellulaire
protéines E6-E7 cellulaire au systeme MHC
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Figure 9. A. Histoire naturelle de I'in-
fection a HPV.

mais les virus, toujours extrachromo-
somiques, n’arrivent pas a matura-
tion; ils se trouvent le plus souvent a
I’état épisomique (immature). A ce
stade, le controle intercellulaire
(macrophages, immunité a média-
tion cellulaire) de la transcription
des geénes E6-E7 est perturbé.
Il s’agit la de 1ésions a risque dont les
caractéristiques rappellent la crois-
sance des cellules immortalisées in
vitro. Cette immortalisation doit étre
assimilée, en réalité, aux lésions avec
instabilité génique. Celle-ci est
d’ailleurs objectivée par 1’aneuploi-
die, qui est classiquement observée
dans 90 % de ces lésions a risque [8].
La production insuffisante des molé-
cules spécifiques du CMH ou le
défaut de présentation des peptides
E6-E7 entrainent un niveau de syn-
thése élevé des protéines E6-E7. Au
s fur et 3 mesure que les génes E6-E7
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B. Stade et transcription des HPV 16 et 18 dans les dysplasies et les cancers

du col utérin.

sont exprimés en quantité importan-
te, ils fixent a la longue les protéines
PRb et p53 et bloquent ainsi la fonc-
tion suppressive de la transfor-
mation; c’est alors qu’on constate
I'intégration de I’ADN viral des papil-
lomavirus dits a risque au génome
des cellules hotes et ce phénomene
est toujours associé a la cancérisa-
tion. Lorsque la lésion invasive
devient agressive et se généralise, on
a pu penser qu'une mutation des
genes P53 et RB s’était produite, le
plus souvent en l’absence d’HPV
[17], mais cela n’est plus confirmé
aujourd’hui. Les mutations sont
observées dans les cancers tant néga-
tifs que positifs pour HPV. Au stade
des lésions précancéreuses, certains
cofacteurs contribuent a I’amplifica-
tion de ’'ADN des HPV (hormones,
etc.). Les facteurs immunologiques
et le systeme HLA peuvent expliquer
les régressions ou la stabilité de cer-
taines lésions. Le Tableau I récapitule
les données cliniques et biologiques
des 1ésions cervicales a HPV.

Pour conclure, retenons que le pro-
cessus de transformation des cancers
du col utérin positifs pour HPV
requiert I’expression de genes viraux
spécifiques et que celle-ci n’est habi-
tuellement observée qu’aprés une
longue période, suggérant des inter-
actions biologiques complexes et
individuelles entre ’ADN viral et le
génome cellulaire ®

Summary

Cellular and molecular pathogene-
sis of cervical carcinoma

There is now substantial evidence
that specific human papillomavirus
(HPV) types are probably an etiolo-
gical factor of cervical cancer and
its precursors. Virus infection, viral
genes expression emerge as neces-
sary but not sufficient for cell trans-
formation. The E6-E7 oncoproteins
of «high risk» (HPV 16-18) papil-
lomaviruses bind specifically, and
with high affinity, to cellular tumor
suppressor gene products p53 and

Rb, in contrast to «low risk »
(HPV 6-11) types. This binding dis-
turbs the cell cycle and results in
chromosomal instability, aneuploi-
dy and is likely the starting point of
the integration of viral DNA to the
host genome. These endogenous
modifications are related to the
morphological and colposcopical
events of cervical intraepithelial
neoplasia and seem to be most
important in the pathogenesis of
cervical cancer precursors lesions
and tumor progression.

J. Monsonego.
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