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Introduction






- Diversité de la famille des Papillomaviridae

1- Diversité génétique des papillomavirus et classification

phylogénétique

Les papillomavirus (PV) appartiennent a la famille des Papillomaviridae, large famille laquelle
englobe des virus qui infectent les épithéliums de la peau et des muqueuses de 'Homme et de
nombreuses espéces animales (mammiféres, oiseaux, reptiles), dont certaines sont utilisées comme
modele d’étude a l'instar du lapin d’Amérique ou cottontail rabbit. L’évolution du sous-groupe des
Papillomavirus Humain (HPV) fait I'objet de nombreuses études, tant sur un plan phylogénétique que
fonctionnel, qui concluent a leur origine trés ancienne.?® Ces virus sont apparus il y a plus de 350
millions d’années et ont co-évolué avec leurs hotes vertébrés dont I'espece humaine. Les HPV font
partie intégrante de I'environnement microbiologique de 'Homme. Les HPV cutanés sont décrits
comme des virus commensaux ubiquitaires de I'Homme.* Dans certaines conditions, ces virus
commensaux peuvent développer un potentiel pathogéne qui se manifeste de la simple |ésion bénigne

a type de verrue jusqu’a des lésions malignes pouvant évoluer en cancer.’

On dénombre actuellement plus de 320 PV dont la séquence génomique est disponible, et
parmi ceux-1a plus de 170 HPV(PV episteme (PaVE); http://pave.niaid.nih.gov/#thome).® Une
classification phylogénétique de ces virus a été fondée sur I’'homologie de la séquence du géne L1
codant la protéine majeure de capside, I'un des deux genes les plus conservés (avec le géne E1) au
cours de I'évolution des PV.%” Un génotype est considéré comme nouveau lorsque la séquence
nucléotidique du géne L1 présente au moins 10% de différence avec un autre PV.” On dénombre a ce
jour 38 genres de PV, les virus étant regroupés au sein de chaque genre sur la base d’une homologie
de séquence des génes L1 d’au moins 60%.” Les HPV sont répartis en 5 genres alpha, béta, gamma, mu

et nu (Figure 1). Les genres mu et nu sont largement minoritaires puisqu’ils ne comptent que 4



représentants (mu-HPV1, 63, 204 et nu-41)%8, Enfin, les genres alpha, béta et gamma sont divisés en
différentes espéces présentant 60 a 70 % d’homologie de séquence nucléotidique.’ On dénombre

treize espéces alpha, cing espéces béta, onze especes gamma, deux especes mu et une espece nu.

La mise en ceuvre ces dernieres années de méthodes trés sensibles de détection a permis a partir de
prélévements cutanés, la découverte d’un grand nombre de nouveaux génotypes HPV (développé dans
le chapitre V), appartenant majoritairement aux genres béta et gamma®. Notre connaissance de ce

virome et le répertoire des HPV référencés sont ainsi en constante évolution.?

Alpha-papillomavirus
mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus
cutaneous

Nu-papillomavirus
cutaneous

Gamma-
papillomavirus
cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Figure 1 : Arbre phylogénétique des HPV (Doorbar et al, 2015)
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Les HPV sont classés en 5 genres ; les genres alpha et béta-gamma représentent les genres les plus
importants. Les HPV appartenant au genre alpha sont souvent classés selon la nature des épithéliums
gu’ils infectent et le risque oncogene qu’ils représentent : en gris les alpha-HPV cutanés a bas-risque
oncogene, en jaune les alpha-HPV muqueux a bas-risque oncogéne et en rose les alpha-HPV muqueux
a haut-risque oncogéene.

2- Tropisme épithélial et pouvoir oncogene

Les HPV sont également différenciés en fonction de leur tropisme préférentiel pour les

kératinocytes de la peau ou des muqueuses et de leur potentiel pathogéne. 57°

Le genre alpha-HPV comprend des génotypes infectant les muqueuses génitales et oropharyngées!®'?,

mais aussi des HPV a tropisme cutané responsables du développement de verrues *2.Les alpha-HPV
mugqueux se différencient en 2 groupes en fonction de leur potentiel oncogene : les alpha-HPV a bas-
risque oncogene (HPV BR) comme HPV6 et 11 qui sont associés a des condylomes génitaux et a des
papillomes laryngés, tandis que les alpha-HPV a haut-risque oncogéene (HPV HR ) comme HPV16 et 18
sont associés aux cancers anogénitaux et oropharyngés.'> Le Centre International de Recherche sur le
Cancer (CIRC) a répertorié 13 alpha-HPV (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68) comme

des agents a potentiel carcinogénes pour I'Homme'? (Tableau 1).

Les genres béta, gamma, mu et nu regroupent des HPV a tropisme cutané. Ces virus sont détectés sur
la peau des individus sains en 'absence de toute manifestation clinique.'*'® Ils peuvent aussi étre
responsables de verrues. Certains béta-HPV représentent un risque oncogene puisqu’ils sont
incriminés dans le développement de carcinomes cutanés non mélaniques (NMSC) chez les patients

1920 mais aussi potentiellement dans la population générale en association avec

immunodéprimés,
I'exposition aux rayonnements UV2™%* (développé dans le chapitre IV). Les béta-HPV5 et 8 sont

directement impliqués dans le développement de cancers cutanés chez les patients souffrant

d’épidermodysplasie verruciforme, une génodermatose congénitale rare caractérisée par une

10



susceptibilité spécifique au développement de la pathogénie associée aux infections a béta-HPV.10%

(Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des génotypes HPV en fonction de leur potentiel oncogéne (Centre
International de Recherche sur le Cancer, CIRC, Lyon, France)

Group HPV types Comments
Alpha HPV types
1 16 Most potent HPV type, known to cause cancer at several sites

1 18, 31, 33,35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
2A 68

2B 26,53,66,6770,73, 82
2B 30,34, 69, 85, 97

3 6,11

Beta HPV types

28 Sand 8

3 Other beta and gamma types

Sufficient evidence for cervical cancer
Limited evidence in humans and strong mechanistic evidence for cervical cancer
Limited evidence in humans for cervical cancer

Classified by phylogenetic analogy to HPV types with sufficient or limited evidence in
humans

Limited evidence for skin cancer in patients with epidermodysplasia verruciformis

11



- Organisation et expression du génome viral

Les HPV a l'instar des autres membres de la famille des Papillomaviridae sont de petits virus nus

d’environ 60 nm de diamétre.

Les premiers HPV ont été identifiés dans les années 1970.2° Cependant, I'absence de systéme de
culture cellulaire simple permettant d’isoler et de caractériser ces virus a freiné I'’étude de leur cycle
réplicatif et I'établissement d’'une taxonomie fondée sur leurs propriétés biologiques. Le cycle viral des
HPV dépend étroitement de la différenciation cellulaire. De nouveaux systemes de cultures

organotypiques apparus ces derniéres années constituent les seuls modéles d’étude du cycle viral.?’

1- Organisation génomique

Le génome des HPV est un ADN double-brin circulaire d’environ 8kb qui contient 7 a 8 cadres
de lecture selon les génotypes. L'alpha-HPV16 impliqué dans 55% des cas du cancer du col de I'utérus
(https://www.pasteur.fr/fr/centre-medical/fiches-maladies/cancer-du-col-uterus-papillomavirus) a
été le plus étudié. Le génome des HPV s’organise en trois régions différentes (Figure 2). Une premiere
région contient les génes précoces (E=Early) E1, E2, E4, E5, E6 et E7, codant les protéines impliquées
dans les premiéres étapes du cycle viral. Une deuxiéme région contient les génes tardifs (L=Late) L1 et
L2 codant respectivement les protéines majeure et mineure de la capside virale (le réle de chacune de
ces protéines sera détaillé dans le chapitre suivant). Enfin, une troisieme région appelée LCR (Long
Control Region) située entre les genes L1 et E6 contient I'origine de réplication, ainsi que les éléments

de régulation de réplication et de transcription virale.?®

Malgré une grande homogénéité d’organisation du génome des HPV, certaines caractéristiques sont

spécifiques a chaque genre. Chez les alpha-HPV HR 16, 18 et 31, il existe un géne additionnel E8 situé
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dans la région codant le gene E1, a l'origine d’un transcrit d’épissage E8ME2C, régulateur de la

transcription virale.?>3!

Le génome des béta-HPV est plus court que celui des alpha-HPV et mesure 7,4 a 7,7kb. En effet, la
région LCR des béta-HPV mesure seulement 400 pb contre 650 a 900 pb chez les alpha-HPV. De plus
les béta-HPV, a I'exception d’HPV14, sont dépourvus du géne précoce E5. On trouve par contre
I’expression du transcrit d’épissage E8AE2C, réprimant I'expression des génes E6 et £7.32 Comme les
béta-HPV, le génome des gamma-HPV est dépourvu du gene E5. De découverte récente, les HPV101,

HPV103 et HPV108 différent des autres gamma-HPV par I'absence du géne E6 dans leur génome3334,

Late P.
garly P742
91,

Betapapillomavirus
(HPV-5) 7.7Kb

ss Institute of Bioinformatics

Gammapapillomavirus
(HPV-4) 7.3Kb

ste of Bioinformatics

Alphapapillomavirus
(HPV-31) 7.9Kb

Nupapapillomavirus

Mupapapillomavirus
s (HPV-41) 7.6Kb

(HPV-1) 7.3Kb

55 Institute of Bioinformatics

Figure 2 : Représentation schématique du génome viral d’un représentant du chacun des genres
alpha, béta, gamma, mu et nu HPV (adapté a partir de viral zone, (https ://viralzone.expasy.org/)
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Une désorganisation génomique liée a l'intégration du génome viral dans le matériel
chromosomique de la cellule infectée peut étre observée dans les cancers invasifs liés aux HPV HR, en
particulier HPV16 et 18.2° Ceci implique la linéarisation du génome par rupture des ORF E1/E2 et
réarrangement du génome viral. L'intégration du génome viral s"accompagne d’une perte du LCR qui
contréle I'expression des génes E6 et E7.3%37 Cette intégration contribue ainsi a la dérégulation de
I’'expression de E6 et E7 et donc des fonctions des partenaires cellulaires de ces deux protéines

virales.3840

2- Expression et fonction des protéines virales

a- Contrdle de I'expression transcriptionnelle

La transcription du génome circulaire est effectuée a partir d’un seul brin d’ADN. Elle est initiée
par plusieurs promoteurs et permet d’obtenir un ARN polycistronique a I'origine de plusieurs ARNm

contenant divers cadres de lecture.

Chez les alpha-HPV, deux promoteurs ont été caractérisés ; le promoteur précoce (P97 pour
HPV16 et HPV31, et P105 pour HPV18) dans la région LCR qui semble actif tout au long du cycle viral ;%%
44 et le promoteur tardif régulé en fonction de la différenciation cellulaire situé dans le cadre de lecture

de E7 (P670 pour HPV16, P742 pour HPV31).4

Le promoteur P97 d’"HPV16 est le mieux caractérisé. Celui-ci est controlé par E2 mais aussi par
plusieurs facteurs de transcription.*® Il existe quatre sites de liaison a E2 sur le promoteur. Tout au long
du cycle viral, I'activité transcriptionnelle du promoteur P97 est réprimée par E2 afin de conserver des
niveaux faibles d’expression des protéines E6 et E7. La répression du promoteur P97 semble due a un
mécanisme d’encombrement stérique du a E2 empéchant des protéines cellulaires de se lier a la TATA
box ; ainsi qu’a I'attachement de protéines cellulaires activant la transcription (comme Sp1) a la région
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LCR du virus. Le promoteur tardif contréle I'expression des transcrits codant les protéines virales
tardives, ces transcrits étant retrouvés en quantité élevée uniquement dans les kératinocytes
différenciés.***8 Le promoteur tardif régule aussi certains génes comme E1, E2, E17E4 et E5 impliqués
dans I'amplification du génome viral. Ainsi le promoteur tardif en stimulant I’expression des génes E1
et E2 induit la synthése des protéines de capside au niveau des couches différenciées de I'épithélium
et la réplication du génome viral.**>? Les facteurs cellulaires responsables de I'activité intense du
promoteur tardif au cours de la différenciation cellulaire ne sont pas bien déterminés mais des études
suggerent un remodelage de la chromatine autour de la région du promoteur tardif qui pourrait
intervenir durant la différenciation des kératinocytes et rendre ainsi cette région plus accessible aux

facteurs de transcription >3

De nombreuses modifications épigénétiques interviennent aussi dans la régulation de la

transcription virale,>* mais ne seront pas développées ici.

b- Fonction des protéines virales

Les protéines d’HPV ont de nombreuses fonctions qui interviennent a différentes étapes du
cycle viral (Tableau 2). Le réle de ces protéines a été étudié essentiellement a partir des alpha-HPV
mugqueux HR, permettant de définir un modeéle général extrapolable sous réserve a tous les HPV. On
distingue les protéines précoces (E=early) E1, E2, E4, E5, E6 et E7, agissant sur la régulation du cycle

viral, des protéines tardives (L=Late) L1 et L2 constituants de la capside virale.

La protéine E1 est une hélicase ATP-dépendante. Il s’agit de la seule enzyme codée par le
génome des HPV. C'est aussi la protéine la plus conservée parmi les HPV.>® E1 est impliquée dans la
réplication du génome viral.>®>8 Pour cela, la protéine E1 s’assemble en double-hexamére au niveau
de l'origine virale de réplication, initie la fourche de réplication et interagit avec les facteurs cellulaires
de réplication de I’ADN comme I’ADN polymérase a-primase®®°?, la topoisomérase 19253, et |a protéine

de réplication A% (Figure 3).
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La protéine E2 est indispensable au déroulement du cycle viral. Elle intervient dans la
régulation de la transcription virale ; en particulier la protéine E2 est responsable de la répression de
la transcription des oncogénes E6 et E7 par un mécanisme d’encombrement stérique au niveau du
LCR®70, La protéine E2 participe a I'initiation de la réplication du génome viral via le recrutement de
la protéine E1 au niveau de l'origine de réplication’*”? (Figure 3 ). Enfin la protéine E2 stabilise la

ségrégation des épisomes viraux au cours de la mitose”3.

E2
El TAD
,ori DNA S\y) , Recruitment of E1 to the
5, (0% DBD| 3" ori by E2 and assembly of
3 —> <+ E1-E2-ternary complex

+E1
l’ + ATP binding

Assembly of
E1 double-trimer

+E1

Qf mie el ¢ + ATP hydrolysis

Assembly of
E1 double-hexamer

Recruitment of cellular
factors and DNA synthesis

Figure 3 : Représentation schématique de I'initiation de la réplication (Bergvall et al, 2013%°)
Pol a-prim= a-primase, Topo I= topoisomérase |, RPA=protéine de réplication A, ATP=adénosine

triphosphate,, TAD=Transactivation domain, DBD= DNA Binding domain, HD=hélicase domaine,
ori=origine of DNA replication
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Le géne codant la protéine E4 est situé dans la séquence du gene E2. La protéine E4 est le
produit d’'un épissage alternatif dont le transcrit majoritaire appelé E17E4 est constitué du codon
d’initiation du géne E1 fusionné avec la phase ouverte de lecture du géne E4.*>7%77 Au cours du cycle
viral le produit du transcrit E1"E4 est détecté lors des dernieres étapes du cycle végétatif, juste avant
I’'expression des protéines tardives de capside L1 et L2.7® E4 contribue & I'amplification du génome
viral,”® ainsi qu’a la synthése et a la libération des virions néo-formés.”>828 |La protéine E4 est
particulierement exprimée dans les lésions cutanées induites par HPV. Cette caractéristique permet
d’utiliser la protéine E4 comme cible de marquage immunohistochimique afin de mettre en évidence

une infection active a HPV.84-8¢

Les protéines E5, E6 et E7 assurent un environnement propice a la réalisation du cycle viral en
stimulant la prolifération et la survie des cellules des couches profondes de I’épithélium. Ces propriétés
conferent a ces protéines leur potentiel oncogéne (d’ou le terme oncoprotéines). Les fonctions de ces
trois protéines ont principalement été étudiées chez les alpha-HPV HR qui ont la capacité
d’'immortaliser les cellules. On constate cependant une certaine hétérogénéité d’expression et de
fonction des trois protéines selon les génotypes HPV étudiés. En effet, les béta-HPV a I'exception
d’HPV14, sont dépourvus du gene précoce E5. De plus, seules les protéines E6 et E7 des HPV HR sont
capables d’induire la dégradation de certaines protéines cellulaires impliquées dans le maintien de
I'intégrité du génome cellulaire telles que pRb (protéine du rétinoblastome) régulant négativement le
déroulement du cycle cellulaire ; et p53 facteur de transcription contrdélant I'apoptose des cellules
maintenues en cycle cellulaire. Les fonctions de ces trois oncoprotéines seront développées dans le

chapitre lll.

Les protéines L1 et L2 sont les constituants de la capside des HPV. Cette capside est
icosaédrique de symétrie T=7 et comprend 72 capsomeéres pentamériques composés de la protéine
majeure de capside L1.87# Les protéines L1 sont capables de s’auto-assembler pour former avec la

protéine L2 des particules virales vides appelées VLP (Virus Like Particules).®® La capside virale contient
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aussi une quantité variable de protéines mineures de capside L2 associées a la protéine L1.889%%3 |1 et

94-98

L2 sont indispensables pour les étapes d’entrée dans la cellule et d’assemblage des particules

virales.%3°%1% |’expression de ces protéines est exclusivement détectée dans le noyau des cellules les

plus différenciées des couches supérieures des épithéliums lors des infections productives.!?
Tableau 2 : Fonctions des différentes protéines virales
Protéine virale Fonctions et caractéristiques
El permet le maintien d'un nombre constant d'épisomes dans les couches basales de
I'épiderme.

forme un hétérodimeére s'associant a la protéine E2 et contrdle la réplication virale
E2 régule le promoteur des genes précoces et s'associe a la protéine E1 pour controler la
réplication virale

responsable de la répression de la transcription des oncogénes E6 et E7

E4 participe a la synthese et a la libération des particules virales néoformées par
interaction avec le réseau de cytokératine

ES5 modaule les signaux des facteurs de croissance et stimule la mitose

E6 constitue avec E7 les oncoprotéines majeures et interagit/dérégule de nombreuses
protéines cellulaires

E7 constitue avec E6 les oncoprotéines majeures et interagit/dérégule de nombreuses
protéines cellulaires

L1 correspond a la protéine majeure de capside et est utilisée comme constituant
majoritaire du vaccin prophylactique

L2 correspond a la protéine mineure de capside
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lll-  Physiopathologie de l'infection HPV

1- Cycle réplicatif

a- Généralités sur I'épithélium cutané

Pour revues : Blanpain et Fuchs, 2009 ; Eckhart et al, 2013102103

L’épiderme est un épithélium squameux stratifié kératinisé organisé en plusieurs couches
(Figure 4). Il est composé de kératinocytes, population majoritaire représentant 90 a 95% des cellules
épidermiques, de mélanocytes, de cellules de Langerhans et de cellules de Merkel. L’épiderme se
régénére continuellement a partir des cellules souches de la couche basale, couche la plus profonde
de I'épithélium. Apres quelques cycles de division horizontale, les cellules souches de la couche basale
entament un processus de différenciation ; elles se différencient progressivement en cornéocytes au

cours de leur migration vers la couche extérieure de I'épiderme.
L’épiderme est constitué de quatre a cing strates cellulaires de I'intérieur vers I'extérieur (Figure 8).

-* la couche basale (stratum basale) ou couche germinative est composée d’une seule couche de
cellules, dont les cellules souches épidermiques précurseurs des kératinocytes. Les cellules basales

sont situées a la jonction dermo-épidermique qui sépare I'épiderme du derme.

-* la couche épineuse (stratum spinosum) est composée de cing a quinze couches de cellules
polygonales. On observe une modification de I’expression des génes de la famille des kératines lors de
la transition de la couche basale (K5, K14, K15) vers la couche épineuse (K1 et K10), ainsi que la

production d’involucrine, un marqueur précoce de la différenciation,

-* la couche granuleuse (stratum granulosum) est composée de une a trois couches de cellules

granuleuses aplaties qui contiennent des grains de kératohyaline et des granules lamellaires. La couche
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granuleuse est caractérisée par |'expression de marqueurs tardifs de différenciation, la loricrine et la

filaggrine.

-* |]a couche cornée (stratum corneum) composée de cing a quinze couches de cellules. C’est la couche
la plus externe de I'épiderme en contact avec I'environnement extérieur. Elle forme une couche
protectrice semi-perméable et maintient I'hydratation de la peau. La couche cornée est composée des
cornéocytes ayant perdu leur noyau et leurs organites intracellulaires. Les cornéocytes sont éliminés

au niveau des couches les plus superficielles par desquamation.

ornéodesmosome
couche cornée —

-

rain

couche g

granuleuse —(: —we == de kératohyaline
desmosomes

couche spineuse

couche basale diniiesmosome

membrane basale

cellule cellule
de Merkel de Langerhans

mélanocyte

Figure 4 : Représentation schématique d’une coupe transversale de I'épiderme humain
(https ://biologiedelapeau.fr/spip.php?article10)

b-  Cycle réplicatif

Le cycle réplicatif des HPV est étroitement lié au processus de différentiation des kératinocytes

qui s’inscrit dans le processus de renouvellement de I’épithélium (4 a 6 semaines) (Figure 5).1%
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La majorité des données sur le cycle réplicatif des HPV a été obtenue a partir de I'analyse des HPV
mugueux HR en particulier HPV16, 1°" agent mis en cause dans les cancers du col de 'utérus.’%;
compte tenu de leur capacité a immortaliser les cellules et a persister dans des cultures cellulaires
contrairement aux HPV cutanés et muqueux BR pour lesquels ces données sont extrapolées. Les
cultures organotypiques épithéliales tridimensionnelles (rafts) constituent le seul modéle in vitro
permettant d’étudier le cycle réplicatif des HPV-HR. Cette technique permet de créer un épithélium

pluristratifié & partir de kératinocytes non différentiés.’%®

i-  Zones de jonction, sites privilégiés de I'infection a HPV

On considere que l'infection a HPV nécessite I'accés des virus aux cellules des couches basales
de I'épithélium, en particulier les cellules souches épithéliales de la couche basale via un
microtraumatisme.’®” Certaines zones de jonction squamo-cylindriques sont particuliérement
vulnérables a linfection virale, comme la zone de transition entre I'épithélium malpighien et
I’épithélium glandulaire de I'endocol.1®® Cette zone de transition est trés fine, et les cellules qui la
constituent présentent une expression diminuée de kératine et de molécules d’adhérence, facilitant
I'accés des HPV aux cellules basales.!®!% Une sous-population de cellules épithéliales cuboides
distincte de celle des cellules épidermoides et cylindriques glandulaires a été découverte récemment
comme étant particulierement vulnérable a la carcinogénése associée a l'infection persistante par

HPV.MLHZ

De telles populations cellulaires ont aussi été décrites dans les zones de jonction gastro-cesophagienne

et ano-rectale.’**!* Au niveau de la peau, les follicules pileux riches en cellules souches épithéliales

115 107

semblent constituer un point d’entrée pour les HPV appartenant a I'espece g1 du genre béta.
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ii- Entrée du virus

Bien que le processus d’entrée des HPV reste mal connu en raison de I'absence de systeme
cellulaire mimant l'infection naturelle du virus, des données ont été obtenues a partir de modeles de
pseudoinfection basés sur I'entrée de VLP ou Virus-like Particles générées par |'assemblage des
protéines L1 et L2. Il a été ainsi montré que les protéines de capside L1 et L2 interagissent avec les
molécules d’héparane sulfate, composants du glycosaminoglycane de surface,’®!%17 et avec la
laminine. '8 Cette premiére étape est suivie d’une longue période d’immobilisation du virus a la surface
de la cellule pendant laquelle le virus subit des modifications structurales nécessaires a son entrée
dans la cellule.r™122 Le récepteur cellulaire des HPV n’est pas connu mais il a été montré que 'entrée
du virus dans la cellule implique des interactions avec plusieurs protéines membranaires dont les
fonctions restent mal déterminées. Il s’agirait notamment de lintégrine alpha6,'?*'* de la

112> ou de I'annexine A2.125127 |3 particule virale entre dans la cellule par des

tétraspanine CD15
mécanismes d’endocytose variant en fonction du génotype étudié.®*119128-130 yne fois internalisées,
les particules virales sont inclues dans les endosomes et décapsidées. L’ADN viral est libéré dans le

milieu intracellulaire tandis que la protéine L1 est retenue dans I'endosome puis dégradée par voie

lysosomale.?®11° Enfin, 'ADN viral est transféré dans le noyau au cours de la mitose suite a la

perforation de I'enveloppe nucléaire en interphase et a I'association de I’ADN viral et de la protéine L2

avec les chromosomes métaphasiques.t3!

iii- Maintien du génome viral

Dans les cellules basales, le génome viral est amplifié de facon limitée, et on observe un
nombre de copies épisomales moyen d’environ 200 copies par cellule dans le noyau, mais
extremement variable s’échelonnant de quelques copies a plusieurs milliers de copies par

cellules.’3>'33 Dans ces cellules, le génome viral est répliqué durant la phase S du cycle cellulaire en
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méme temps que le génome de I'hGte. Les protéines virales E1 et E2, de par leur r6le dans l'initiation
de la réplication virale sont essentielles pour cette premiére phase d’amplification virale. De plus, la
protéine E2, par sa capacité a interagir avec le génome viral et a s’associer aux chromosomes
mitotiques contribue au processus de ségrégation et au maintien d’une répartition équitable des

épisomes dans les cellules filles.!*1%

iv-  Amplification du génome viral

Comme mentionné précédemment, les kératinocytes immatures entament un processus de
différentiation lors de leur migration vers les couches externes de I'épithélium. Ce processus
s’accompagne de la perte du caractere prolifératif des cellules. Il a été montré que les HPV HR
apparentés a HPV16 remédient a cette limitation en faisant a nouveau entrer les cellules des couches

spineuses et granuleuses en phase S du cycle cellulaire par I'expression des protéines virales E6 et E7.

La protéine E7 interagit avec la protéine pRB, régulateur négatif du cycle cellulaire, et avec
d’autres protéines impliquées dans la prolifération cellulaire maintenant ainsi I'entrée des cellules en
phase §5.136137 138139 | 5 protéine E6 complémente le réle de la protéine E7 en empéchant I'entrée en
apoptose des cellules maintenues en phase S par la protéine E7 4140141 Ces mécanismes seront
détaillés dans le chapitre Ill.4. Pendant cette phase d’amplification du génome viral, les protéines E1
et E2 directement impliquées dans la réplication du génome viral sont produites en abondance grace

a la stimulation du promoteur tardif.142

v- Assemblage et libération des particules virales

La derniere étape du cycle viral consiste en I'assemblage des nouveaux virions et leur libération
dans le milieu extracellulaire. Les HPV codent deux protéines structurales L1 et L2 exprimées dans les

couches supérieures de I'épithélium ; les protéines L2 s’accumulent dans des structures subnucléaires
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et recrutent les protéines L1.1431%* La particule virale s’assemble en une capside constituée de 360
protéines L1 et environ 12 protéines L2, contenant le génome viral.}* La libération des virions
néoformés se fait par la desquamation naturelle des kératinocytes de la couche cornée de I'épithélium
et n’est donc pas lytique pour la cellule infectée. La protéine E4 contribue a la libération des virions en
perturbant l'organisation du réseau de kératine*®!’ et en altérant la formation de la couche

cornée 48149

E4 Libération des
E4/L1 particules virales
> Encapsidation
E4
L
* -
. Y ORI E7/E4
. o r<d e p A Amplification du
e P2 DT °.'.0 $ génome viral
" e s e N &
:o e O .o.. o'.- . '.. ® § E7 § Prolifération
Saiteiriieveiianne 3
T rhen UG AR A
s : “f". — g Maintien génomique
A~ LR, (B) K2

Figure 5 : Organisation du cycle réplicatif des HPV (d’aprés Doorbar, 2005)

(A) Représentation schématique de I'épithélium et du profil d’expression des génes viraux. Apres
infection des kératinocytes de la couche basale (représentés en violet), le génome viral est maintenu
sous la forme d’une faible quantité d’épisomes. Lors de la différentiation épithéliale, le promoteur
précoce (p97 pour HPV16) promeut I'expression des génes E6 et E7 nécessaire a I'entrée des cellules
en phase S (rouge). Le promoteur tardif (p670) est stimulé au niveau des couches les plus externes de
I’épithélium et les protéines E1, E2, E4 et E5 augmentent en quantité (vert), facilitant 'amplification
du génome viral (bleu). Des modifications de I'épissage de 'ARNm permettent I'expression de la
protéine E4 au niveau des couches externes ol I'on retrouve les protéines de la capside virale (jaune).
(B) Les cellules des couches basales de I'épithélium sont en phase S. L'amplification du génome viral
débute dans ces cellules et s’arréte dans les cellules les plus différenciées.
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2- HPV et virome cutané

Le virome humain représente I'ensemble des séquences virales détectables a la surface et a
I'intérieur du corps humain méme en |'absence de manifestation clinique apparente d’une infection.
Le virome inclue les virus responsables d’infections aigués et persistantes (latentes ou chroniques). Il
comprend au total les virus des cellules eucaryotes, des bactériophages, ainsi que les éléments

endogénes viraux intégrés dans les chromosomes humains.*>°

a- Lesvirus constituant le virome cutané

La peau de I'Homme héberge un écosysteme microbiologique complexe. Depuis quelques
années, les études sur le microbiote ont révélé qu’a I'instar des bactéries, levures et champignons
présents a I'état commensal, les virus en sont une composante fondamentale, et paradoxalement
méconnue.’. Sur la peau sans |ésion apparente, le virome des individus décrits comme en bonne
santé est composé d’une grande quantité de virus trés divers, les plus prévalents appartenant
principalement aux bactériophages, puis des HPV, et des virus appartenant aux familles des

Polyomaviridae, Adenoviridae, Anelloviridae, et Circoviridae.'”-1>152

b- HPV et virome cutané

Des analyses NGS du virome HPV cutané ont mis en évidence de nombreux génotypes,
appartenant principalement aux genres béta et gamma,, ainsi que des séquences putatives d’'HPV a ce
jour encore non classifiés .1>>*> Virus ubiquitaires, les HPV cutanés sont probablement transmis
précocément dans l'enfance via les contacts intrafamiliaux.’>>'*® Des études récentes de
métagénomique ont montré une grande variabilité interindividuelle du virome de la peau, suggérant

25



I'existence d’un virome propre a chaque individu.'”*>? La distribution ou I'expression des HPV varient
en fonction des sites anatomiques.’®’. En effet, I'analyse de prélévements cutanés montre que les
séquences HPV étaient trés abondantes au niveau de la paume de la main, du front, du sillon rétro-
auriculaire et de I'occiput. Ces variations pourraient résulter d’'une différence d’exposition a des agents
physiques et biologiques tels que les UV, la température, ’humidité ou la production de sébum.3154
Il semblerait la composition du virome HPV soit d’abord intrinséque a chaque individu puis soumise
aux parameétres propres a chaque site anatomique.’™® Des interactions interindividuelles proches,
comme les interactions intrafamiliales semblent influer aussi sur la composition du virome HPV d’un
individu.2* De plus, les génotypes HPV pourraient étre distribués en fonction de la provenance
géographique des individus.®>**7 Le réle biologique du virome HPV présent a la surface de la peau de
tout individu n’est pas déterminé a ce jour. S’agit-il d’'une symbiose mutualiste entre les HPV-et son

hote ; ou de commensalisme ou seuls les HPV profiteraient de cette interaction sans pour autant nuire

a leur hote ? Ces questions restent encore en suspend.

c- Réponse de I'h6te aux infections HPV

Plusieurs caractéristiques des HPV et de leur cycle naturel font que ces virus le plus souvent
asymptomatiques ne seraient pas détectés par le systéme immunitaire : 1/ le cycle réplicatif des HPV
est exclusivement intra-épithélial et sans virémie associée ; 2/ les protéines virales précoces sont trés
faiblement exprimées au niveau des couches basales ; et les protéines de capside, malgré le fait
gu’elles soient trés immunogénes (comme le montre la réponse immune aux pseudovirions utilisés
dans les vaccins anti-HPV) sont exprimées uniquement dans les couches supérieures de I'épithélium,
a distance des cellules immunitaires contenues dans le derme ; 3/ les HPV sont des virus non lytiques,
qui sont formés dans les couches externes de I'épithélium constituées de kératinocytes différenciés et

sont éliminés au cours du processus de desquamation naturel de ces couches supérieures.
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De plus, les HPV ont développé des stratégies d’interférance avec les réponses de I’h6te qui se
situent a la fois au niveau local (i.e. épithéliale) et systémique (i.e. immunitaire). Les protéines E6 et E7
bloqueraient ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les kératinocytes, qui pourraient
contribuer a la fonction effectrice de cellules de la réponse immune innée (e.g. cellules de Langerhans
présentatrices de I’'antigéne au sein de I'épithélium et recrutement de lymphocytes T et de cellules
dendritiques ¥7181) au site de I'infection. Elles interagissent respectivement avec les facteurs 1 et 2
régulateurs de I'interféron (IRF-1 et IRF-2), empéchant la transcription de I'IFN-B.162163 | 3 protéine E6
se lie également a la tyrosine kinase 2 (Tyk2) et empéche celle-ci d’interagir avec I'IFN-a responsable
de l'activation de la voie JAK-STAT.1%416> Enfin les protéines E5 et E7 diminuent I'expression des
molécules du CMH a la surface des cellules présentatrices de I'antigéne, réduisant ainsi le processus

de présentation des antigénes viraux et le recrutement lymphocytaire T.166-169

Ces caractéristiques associées a I’'absence de modele d’étude du cycle naturel des HPV in vivo,
incluant le portage asymptomatique du virus qu’il s’agisse de latence ou de persistence virale, freinent
la compréhension des réponses mises en place par I’"hote au niveau épithélial et immunitaire afin de
contréler I'infection mais aussi des stratégies d’échappement du virus. Lorsque la réponse immunitaire
échoue a éliminer l'infection a HPV, une infection persistante peut s’installer et conduire a des

manifestations cliniques dont le large spectre est développé dans le chapitre suivant.

3- Manifestations cliniques de I'infection a HPV

Les manifestations pathologiques des infections HPV s’échelonnent de lésions bénignes, telles
que les verrues (i.e. lésions cutanées) ou les condylomes (i.e. Iésions des muqueuses), a cancéreuses.
Les HPV sont ainsi responsables de prés de 5 % des cancers humains dont le cancer du col de I'utérus
(2eme cancer de la femme par ordre de fréquence a I'échelon mondial) mais aussi de cancers

anogénitaux et de I'oropharynx ; ainsi que certains cancers non mélanocytaires de la peau.
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a- Manifestations cliniques associées aux HPV a tropisme muqueux

i-  Manifestations génitales

L’ADN d’HPV a tropisme muqueux est détecté dans les prélevements cervicaux en absence de
toute manifestation clinique chez 11-12% des femmes sur tous les continents. Ces infections
asymptomatiques sont en majorité inapparentes et les infections multiples sont fréquentes, avec
notamment la présence d’"HPV16 (3,2%), HPV18 (1,4%), HPV31 (0,8%) et HPV58 (0,7%) qui sont les

génotypes les plus prévalents méme lorsque les cytologies de dépistage sont normales.!”?

e  Condylomes acuminés

Les condylomes acuminés sont des manifestations fréquentes de I'infection a HPV au niveau
des muqueuses anales et génitales (organes génitaux externes et col chez la femme et testicules et
pénis chez 'homme)! qui se présentent sous forme de papules, nodules et excroissances
pédonculées, dites en « créte de coq » (Figure 6). Les HPV les plus fréquemment mis en cause sont les

génotypes 6 et 11, et plus rarement les génotypes 2, 16, 18, 30-33, 35, 39, 41-45, 51-56, et 59.172173

Col utérin

Vulve

Figure 6 : Condylomes acuminés, aspect macroscopique (Vanderbos F & Michiels JF,
http://slideplayer.fr/slide/10631418/)
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e  Néoplasies et cancers cervicaux

Les lésions précancéreuses du col de I'utérus sont classées en trois groupes histologiques : les
CIN1 correspondant a des néoplasies de bas-grade, et les CIN2 et CIN3 correspondant a des néoplasies
de haut-grade (Figure 7). La sévérité de la néoplasie reflete I'importance de I'extension des cellules
basales vers la surface épithéliale et I'importance des divisions cellulaires au niveau de la zone supra-
basale. En histologie, les lésions de bas-grade présentent des signes d’infection productive avec

présence de kollocytes au niveau des couches supra-basales.

Le cancer cervical invasif (ICC) correspond au stade le plus sévere de I'infection a HPV HR. Les deux
formes histologiques majeures sont les carcinomes épidermoldes (80 a 90%) et les adénocarcinomes

(10 a 20%) (http ://opac.invs.sante.fr/doc_num.php?explnum_id=3243).

L’ADN d’HPV16 est détecté dans 20 a 28% des FCU présentant une cytologie normale ou des

lésions de bas-grade LSIL/CIN1, dans 40/47% des CIN2/HSIL et dans 58/63% des CIN3/ICC.174

CIN1 CIN2 CIN3

Figure 7 : Images colposcolpiques de CIN1, CIN2, CIN3 (Dr Njue,
https://www.slideshare.net/osbornenyandiva/cervical-cancer-its-prevention)
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e  Autres cancers anogénitaux

La majorité des cancers vulvaires correspondent a des carcinomes épidermoides kératinisant.
La prévalence de l'infection a HPV est de 90% dans les néoplasies intraépithéliales vulvaires, les
carcinomes basaloides ou les cancers condylomateux, mais de seulement 6% dans les cancers
épidermoides kératinisant.}”>176 HPV16 est le génotype le plus fréquemment retrouvé dans les cancers
vulvaires, avec les génotypes 18, 21, 31, 33, et 34 a une moindre fréquence. Les HPV sont responsables
de 85% des cancers vaginaux, et HPV16 est retrouvé dans 60% des tumeurs invasives. Dans les cancers
invasifs du pénis, HPV16 est le génotype le plus prévalent (40-70%), suivi par HPV6 (22%), HPV52 (15%)
et HPV11 (4%),*”7. Les HPV sont présents dans 80 a 96% des cancers anaux, HPV16 étant le plus

fréquemment détecté.?’®

ii-Autres manifestations

e  Hyperplasie focale de I'épithélium

Il s’agit d’'une manifestation rare des infections a HPV associée a la muqueuse orale, plus
fréqguemment rencontrée chez les femmes et les enfants. Les Iésions sont localisées au niveau de la
levre inférieure et peuvent aussi affecter la lévre supérieure, la langue, la cavité orale, 'oropharynx, le

palais et le plancher buccal. Les HPV13 et HPV32 sont les plus fréquemment retrouvés.t’®

e  Papillomatoses laryngées

La papillomatose laryngée juvénile est la tumeur bénigne la plus fréquente du larynx de
I’enfant. Bien que bénigne, sa prise en charge est particulierement difficile, du fait de son évolutivité

imprévisible et de sa tendance a la récidive et a I’extension sur I'ensemble des voies respiratoires.
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La papillomatose laryngée survient dans deux contextes distincts : I'un concerne I'enfant et 'autre
I'adulte. La forme juvénile se manifeste généralement avant I'dge de 5 ans, alors que la forme adulte
débute typiquement entre 20 et 40 ans. Plus I'enfant est jeune, plus la forme clinique parait sévere.
On estime actuellement I'incidence dans la population des enfants de 1,4 a 4,3 pour 100 000 enfants.
Les HPV impliqués dans la papillomatose laryngée juvénile sont le plus souvent de type 6 ou de type
11 ; I'HPV 11 semble étre associé a des formes plus sévéres, avec un risque accru d’obstruction des
voies aériennes.’ Les cordes vocales constituent le siége prédominant des lésions, la dysphonie avec

raucité particuliere et le stridor lié a I'obstruction des voies aériennes sont les principaux symptomes.

Des rémissions spontanées sont décrites, de méme que des périodes de stabilité et des périodes ou la
maladie est particulierement active. Dans ces derniers cas, la répétition des traitements chirurgicaux
d’exérese des papillomes peut étre nécessaire et répétée dans des délais rapprochés de quelques

semaines.'8%182

e  Cancers oropharyngés

Bien que I'incidence des cancers des voies aéro-digestives diminue (650 555 cas par an dans le
monde), une méta-analyse récente a montré une augmentation de la fréquence des cancers
oropharyngés (OPC) (50 000 cas par an).'® Beaucoup associent ce phénoméne a "laugmentation de
I'incidence des infections a HPV associés aux OPC, estimée a 41% en 2000 et 3a72% en 2004.®* Les
cancers oropharyngés associés a HPV présentent des caractéristiques cliniques et moléculaires
différentes des autres carcinomes oropharyngés non viro-induits. Ils sont de meilleur pronostic ; les
patients présentent une amélioration de 50% du taux de survie globale a 5 ans. La recherche d’une
infection a HPV fait partie du bilan diagnostique, permettant d’estimer le pronostic du cancer. HPV16

est majoritairement retrouvé dans les cancers oropharyngés, mais aussi HPV18, 31, 33 et 35.1%
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b- Manifestations cliniques associées aux HPV a tropisme cutané

i-  Verrues vulgaires

Les verrues vulgaires peuvent étre isolées ou multiples et de taille variable. Elles surviennent
a des localisations diverses, majoritairement au niveau du dos de la main ou des genoux chez les
enfants (Figure 8). La prévalence des verrues vulgaires s’échelonne de 3,5%' chez I'adulte a plus de
30% chez I'enfant.’®> l’incidence augmente chez les patients immunodéprimés (développé dans le
chapitre IV.4.b), et les |ésions sont plus nombreuses et plus récalcitrantes au traitement. Les génotypes
1, 2, 4, 27 et 5787188 5ont les plus prévalents. Le génotype 7 est retrouvé dans les verrues vulgaires

chez les individus dont les mains sont chroniquement exposées a I’lhumidité et au froid.*®°

Figure 8 : Verrue vulgaire, aspect macroscopique

(Mayo Foundation for medical education and research)

ii-  Verrues plantaires

Les verrues plantaires sont des Iésions bénignes qui surviennent au niveau de la plante des
pieds, en particulier chez les enfants. Les génotypes 1 et 4 sont fréqguemment mis en cause.'®® HPV1

induit des lésions souvent douloureuses appelées myrmécies prenant la forme de bouchons
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kératosiques, avec un épiderme rugueux piqueté de points noirs. HPV4 est mis en cause dans des
verrues mosaiques, correspondant a un ensemble de Iésions plus superficielles et moins douloureuses
pouvant se situer au niveau des orteils.® Les génotypes 57, 60, 63, 65, et 66 sont aussi impliqués dans

le développement de verrues plantaires.

iii- Autres types de verrues

Les verrues planes sont de petites lésions légérement surélevées pouvant étre pigmentées et
siégeant fréquemment sur la face ou le dos de la main (Figure 9). Elles sont communément attribuées
aux génotypes 3 et 10.> Les verrues filiformes ou pédiculées correspondent a des lésions se
développant perpendiculairement a la surface de la peau. Elles s'arrachent facilement et se propagent
assez vite sur le visage, le cou ou les lévres.> Les verrues pigmentées présentent une gamme de
couleurs allant du gris au brun foncé, et sont localisées au niveau palmo-plantaire, ou sur la face

latérale des mains, des doigts, et des pieds.!**

@ MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED.

Figure 9 : Verrue plane, aspect macroscopique

(Mayo Foundation for medical education and research)
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iv- Cancers cutanés

La maladie de Bowen est un cancer intraépidermique in situ. Dans 3 a 5% des cas, il évolue vers
un carcinome invasif pouvant étre associé a des métastases. Des HPV muqueux ont été détectés dans
ces lésions carcinomateuses extra-génitales, spécialement dans la région péri-unguéale. D’autres HPV

ont été occasionnellement détectés tels HPV2, 6, 11, 54, 58, 61, 62 et 73.1%?

Une association entre l'infection a HPV et les cancers cutanés épithéliaux a été suspectée dans la
population générale sur des arguments épidémiologiques.’®*1% Des HPV muqueux, en particulier
HPV16, sont parfois détectés dans les carcinomes épidermoides (SCC) et les carcinomes
basaloides”(BCC), et plus rarement les génotypes 2, 31, 34, 35, 58, 61 et 73.19%19% D’autre part un lien
entre HPV et les cancers cutanés épithéliaux a été mis en évidence chez les patients immunodéprimés
et au cours de certains déficits immunitaires congénitaux. L'analyse moléculaire des béta-HPV et les
données sérologiques suggerent un rble de certains béta-HPV dont HPV8, 20 et 38 dans le
développement des cancers cutanés chez les patients immunodéprimés (développé dans le chapitre
IV.4.c). Le lien entre HPV et cancer cutané est moins clair chez les sujets immunocompétents. HPV16

mais aussi HPV2, 31, 34, 35, 58, 61 et 73 sont parfois détectés dans les BCC et SCC.193-1%

4- Mécanismes de la carcinogénése induite par HPV

L'expression ordonnée des différentes protéines virales aboutissant a la production de
particules virale (cycle viral productif) est interrompue lors des processus néoplasiques associés a HPV.

Les mécanismes intrinseques a ce processus néoplasique seront abordés dans ce chapitre.
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a- Carcinogenése muqueuse

Les mécanismes de carcinogenese induite par les HPV HR muqueux ont été beaucoup étudiés
dans le cas du cancer du col de I'utérus, associé a une infection a HPV16 ou 18 dans plus de 80% des
cas. Le délai entre I'infection par HPV et le développement du cancer est trés long, pouvant atteindre
plusieurs décennies. En effet, le pic d’incidence d’infections a HPV HR se situe entre 20 et 25 ans chez
les femmes jeunes et sexuellement actives, mais I'incidence du cancer du col de I'utérus est maximale
chez les femmes agées de plus de 35 ans.'®® Les carcinomes épidermoides du col de I'utérus sont
précédés de dysplasies intraépithéliales de sévérité croissante témoignant d’une infection multi étape
des cancers induits par HPV.” Dans les cellules infectées, trois protéines E5, E6 et E7 des HPV HR ont

comme propriétés de stimuler la prolifération et la survie cellulaire.

i - Dérégulation du cycle cellulaire et immortalisation

La protéine E7 interagit avec les membres de la famille du rétinoblastome pRb, p107 et p130
et induit leur dégradation par le protéasome. 3¢ La protéine pRb est un régulateur négatif du cycle
cellulaire qui maintient les cellules en état de quiescence en phase GO/G1 du cycle cellulaire en
séquestrant le facteur de transcription E2F. En s’associant a pRb, E7 déplace E2F, permettant ainsi
I'expression des protéines nécessaires a la réplication cellulaire et induisant I'entrée des cellules en
phase S du cycle cellulaire. E7 s’associe aussi avec d’autres protéines impliquées dans le contrdle du
cycle cellulaire telles les histones désacétylases,**” les composants du complexe de transcription AP11%
et les inhibiteur cycline-dépendants p21 et p27.1% De plus la protéine E7 active de maniére
constitutionnelle la protéine ATM (ataxia telangiectasia-mutated) impliquée dans la réparation des
cassures des doubles brins d’ADN. Cette activation semble nécessaire a la réplication du génome viral

dans les cellules différentiées.!®®1%°
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La protéine E6 complémente le réle de E7 en prévenant I'apoptose des cellules maintenues en
phase S du cycle cellulaire par E7. En effet la protéine E6 est capable de dégrader la protéine
suppresseur de tumeur p53.2% La protéine p53 est un facteur de transcription activé en cas de stress
qui entraine la mort cellulaire par apoptose. La protéine E6, en formant un complexe avec I'ubiquitine
ligase E6AP a la capacité de se lier a p53, entraine son ubiquitination et sa dégradation par le
140,141 La

protéasome. E6 peut aussi dégrader d’autres protéines pro-apoptotiques comme Bak et Bax .

protéine E5 participe aussi a l'inhibition de I'apoptose via la dégradation de la protéine pro-

201 202,203

apoptotique Bax*** et via la diminution de I'expression du récepteur de surface Fas.

Enfin, par son association avec le facteur de transcription E6AP, la protéine E6 promeut la dégradation
du répresseur transcriptionnel NFX1-91, entrainant I'activation du gene hTERT (human Telomerase
Reverse Transcriptase), et donc une augmentation de Iactivité télomérase conduisant a

I'immortalisation de la cellule.?®*

ii- Transformation cellulaire

Les protéines E6 et E7 contribuent toutes deux a la transformation cellulaire (Figure 10). La
protéine E6 via son domaine de liaison aux protéines a domaine PDZ peut interagir avec les protéines
MAG (Membrane-Associated Guanylate kinase inverted) 1, 2 et 3, et hDlg (human Drosophila discs
large tumour suppressor) impliquées respectivement dans la formation des jonctions serrées et
adhérentes; et induire leur dégradation.?>27 La protéine E7 via des interactions avec les
cyclines/CDK2 agit sur les centrosomes et induit la formation de faisceaux mitotiques aberrants a
I'origine d’aneuploidies.??®2% | es deux protéines entrainent donc une perte de la polarité cellulaire et
une rupture des jonctions des cellules épithéliales. De plus la protéine E6 peut déstabiliser MGMT
(o(6)-méthylguanine méthyl transférase) ainsi que XRCC1 (X-ray-repair-cross-complementing-protein)

deux enzymes impliquées dans la réparation de I’ADN, et favoriser ainsi I'instabilité génique.?'° Enfin
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la protéine E5 est impliquée dans le processus de prolifération cellulaire en modulant I'expression du

récepteur a I'EGF (Epithelial Growth Factor-Receptor).?117215

Les protéines E5, E6 et E7 sont responsables d’une dérégulation du cycle cellulaire avec accumulation

de mutations du génome cellulaire et une progression vers la transformation cellulaire.

Cellule normale

. PRb, p21,P107 ; hDAC (¢ E7
Dérégulation du cycle Cycline Eet A
Infection ‘ cellulaire
p21 e E5
P53, Bax, Bak — E6
| Inhibition de I'apoptose | ol ES
as, bax —
Intégration ‘
ADV viral
hTERT — E6
‘ | Prolifération cellulaire I —
| " P " llulai | — MAGL, 2, 3, hMDml.WGA — EG
Transformation‘ Désorganisation cellulaire eyclines/cDK2 E7
Dégradation ADN (—
Cellule tumorale I I WG, G — E6

*

Figure 10 : Principaux réles des protéines E5, E6 et E7
Vert : protéines cellulaires activées ; rouge : protéines cellulaires inhibées

b- Carcinogenése cutanée associée aux béta HPV

i-  Le carcinome cutané non melanome

Les carcinomes de la peau non-mélanocytaires (NMSC) représentent les cancers les plus
fréquents pour la population caucasienne.?'®2” Des données biologiques et épidémiologiques étayent
I’hypothése d’une coopérativité entre I’exposition aux UV et les béta-HPV dans la carcinogenése.?'” Un

role des béta-HPV a initialement été suspecté chez les patients atteints d’épidermodysplasie
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verruciforme.?'® Cette association béta-HPV/NMSC a aussi été documentée chez des patients
immunodéprimés tels que les greffés d’organes solides et les patients infectés par le VIH.21*221 e
risque augmenté de cancer chez ces deux populations immunodéprimées renforce lI'idée d’'une

association avec un agent infectieux comme HPV.

Le role des béta-HPV est aussi suspecté dans le développement de NMSC chez les individus
immunocompétents.?”? L’ADN de béta-HPV a été retrouvé dans plus de 65% des SCC**32%* et plus de
50% des BCC.?*® Une association positive a été mise en évidence entre la présence de béta-HPV au
niveau des sourcils et des antécédents de SCC.??® Par contre cette association n’a pas été retrouvée
pour les BCC.%?” Plusieurs études ont montré que le risque de développer un SCC augmente avec le
nombre de génotypes béta-HPV retrouvés dans les sourcils ;22322 et comme attendu ce hombre est
plus élevé en cas de SCC qu’en cas de BCC.??? Enfin la prévalence des béta-HPV dans les sourcils est
plus élevée en cas de kératose actinique (AK) une lésion précancéreuse comparé au carcinome
épidermoide.??® De maniére concordante, les charges virales tissulaires HPV diminuent au cours de la

carcinogénése, étant plus importantes dans les AK que dans les SCC,??° et suggére un réle précoce du

virus dans le développement de la carcinogénése.

Finalement, la présence d’anticorps dirigés contre les HPV cutanés a été associée avec le
SCC,22720 le risque de SCC augmentant avec le titre d’anticorps spécifiques de béta-
HPY231,232231,232231,232230,231289,290289,290 Coatte gssociation semble spécifique des béta-HPV, en particulier

des espéces 1 et 2,230-233

ii- Meécanismes moléculaires

Les mécanismes moléculaires par lesquels les béta-HPV participent a la carcinogenése cutanée
restent mal compris (Figure 11). Il est suggéré que les protéines E6 et E7 seraient impliquées dans
I'inhibition des mécanismes physiologiques de réparation de I’ADN et d’apoptose induits par

I'exposition aux UV.24#23+236 | a5 activités des oncogénes E6 et E7 qui paraissent différentes d’un
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génotype de béta-HPV a l'autre sont détaillées dans une revue récente publiée par Massimo
Tommasino en 2017.2% A la différence des oncoprotéines E6 et E7 des alpha-HPV HR, celles des béta-
HPV n’induisent pas la dégradation des protéines p53 et pRB Elles semblent utiliser d’autres voies de
signalisation pour immortaliser les cellules infectées (Figure 12). Ainsi la protéine E6 d’"HPV23 interagit
avec HIPK2, une kinase cellulaire qui inhibe la phosphorylation de p53 entrainant ainsi son
inactivation.?* De plus, les béta-HPV agissent sur les voies ATM/ATR permettant la réparation de I’ADN
endommagé par les UV. La protéine E6 des HPV5 et 8 induit la dégradation de la protéine p300,
coactivateur transcriptionnel de p53. La dégradation de p300 entraine une diminution de la quantité
des protéines ATR ayant pour conséquence une augmentation des dimeres de thymine et des cassures
double-brin de [I'ADN induites par les UVB, ainsi que I'accumulation d’anomalies

chromosomiques.2323°

Les protéines E6 d’HPV5 et 8 sont aussi capables de dégrader la protéine pro apoptotique Bak,
L'intégrité mitochondriale est donc maintenue, il n’y a pas libération de facteurs mitochondriaux pro
apoptotiques, et I"apoptose est ainsi inhibée.?%® De plus, la protéine E7 induit 'accumulation de la
protéine ANp73, antagoniste des protéines pro apoptotiques p53 et p73,%%%*! et pourrait ainsi

engendrer I'immortalisation des cellules.
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Figure 11: Exemples de mécanismes oncogénes potentiels des béta-HPV

c- Limmunodépression, facteur favorisant la carcinogenese

Comme nous l'avons vu précédemment, les infections par les HPV sont le plus souvent
asymptomatiques. Certaines infections a HPV peuvent s’avérer trés séveres chez les patients
immunodéprimés, et notamment chez des patients présentant des immunodéficits primaires. Les
lésions (verrues et condylomes) sont invasives, récurrentes et résistantes aux traitements
pharmacologiques ou chirurgicaux, et peuvent évoluer vers le cancer dans certains types
d’immunodéficits.?*?23 La majorité des patients atteints de ces déficits congénitaux présentent aussi
une susceptibilité a d’autres infections virales, comme les infections a Herpesvirus (virus Herpes
simplex, virus d’Epstein-barr, virus de la varicelle et du zona, cytomégalovirus) et par les virus de

I’'hépatite B et de I'hépatite C.

Cependant parmi ces déficits immunitaires congénitaux, trois d’entre eux sont caractérisés
par une susceptibilité sélective aux infections par HPV. Il s’agit de I'Epidermodysplasie verruciforme,

le syndrome WHIM et le déficit en facteur GATA2 qui seront développés dans les paragraphes suivants.
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Cette susceptibilité sélective souligne I'existence de facteurs génétiques dérégulés favorisant

I'infection par HPV, au-dela de 'immunodéficit lui-méme.

i- Patients présentant des immunodéficits congénitaux

e Epidermodysplasie verruciforme

L’épidermodystrophie verruciforme (EV) est une dermatose génétique rare caractérisée par
une susceptibilité spécifique aux infections a béta-HPV. La maladie a été décrite pour la premiere fois
par Lewandowsky and Lutz en 1922. L'EV se manifeste dés I’'enfance et peut adopter deux
présentations cliniques.? La premiére est une dermatose bénigne, avec des Iésions situées au niveau
du tronc, du cou et des extrémités prenant I'apparence de verrues planes, de papules hypo ou hyper-
pigmentées, pouvant se réunir sous forme de plaques. La deuxieme présentation clinique prend la
forme de lésions verruqueuses ou de kératose séborrhéique siégeant au niveau des zones exposées
aux UV, et se caractérise par un potentiel élevé de transformation maligne. Un tiers des patients
développent des cancers de la peau a I'age adulte, les plus fréquents étant les carcinomes cutanés et
la maladie de Bowen. Les lésions rencontrées lors de I'EV sont réfractaires aux traitements

conventionnels.

Les génotypes retrouvés sont identifiés sous le terme « EV-HPV ». Il s’agit des béta-HPV 3, 5,
8,9, 10,12, 14, 15,17, 19 a 25, 28, 29, 36, 46, 47, 49, et 50.2%42% Retrouvés de maniére incidentelle
chez 20% de la population générale, leur pouvoir pathogéne semble restreint aux patients souffrant
d’EV.2* Les génotypes 5 et 8 sont les plus fréquemment associés aux transformations malignes

observées chez ces patients.™

Les patients souffrant de cette immunodéficience ont un immunophénotypage anormal et

présentent une diminution du nombre total de lymphocytes T et par conséquent une diminution de
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I'immunité cellulaire.?*2>3 La réponse cytotoxique des cellules NK est augmentée, en particulier chez
les patients présentant des lésions précancéreuses ou cancéreuses.?*®25425 Enfin, on observe une
diminution de la production d’IL10, une cytokine pro-inflammatoire dont la diminution contribue a la
persistance de l'infection HPV en inhibant le recrutement des cellules de Langerhans au niveau de
I’épithélium.?® L’EV est un immunodéficit immunitaire congénital transmis de maniére autosomique
récessive.?® Des mutations homozygotes sur les génes EVER1 et EVER2 ont été mises en évidence chez
environ 75% des patients atteints d’EV.%** On décrit aussi de rares formes liées au chromosome X**’ ou
transmises de maniére autosomique dominante.?*® Les génes EVER1 et EVER2 codent des protéines
transmembranaires tres conservées, exprimées a la surface des lymphocytes T et B, des cellules NK,
des cellules endothéliales, myéloides et dendritiques.?*® Elles sont impliquées dans ’homéostasie du
zinc dans les kératinocytes et jouent un role de facteur de restriction de I'infection HPV. La perte de
I’'homéostasie du zinc liée aux protéines EVER mutées entraine une augmentation de I'expression des
geénes viraux, en particulier des oncogenes E6 et E7 et contribuent a la carcinogenése médiée par HPV

(figure 14).218
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Figure 12 : Modéle proposé pour I'expression des HPV dans les kératinocytes (Lazarczyc et al, 2009)
(A) Dans les kératinocytes normaux, |'activité du facteur de transcription AP-1 est contrecarrée par le
complexe EVER1/EVER2/ZnT-1. L'infection des kératinocytes par HPV16 entraine la production de la
protéine virale E5 qui annule l'inhibition induite par le complexe EVER1/EVER2/ZnT-1 et facilite
I'expression des facteurs de transcription nécessaire pour I'expression et la réplication du génome
viral. (B) L'absence de géne codant la protéine E5 chez les béta-HPV ne permet pas la réplication
végétative de ces virus. (C) Au cours de L'EV des mutations dans les genes EVER1 ou EVER2 bloquent

la formation du complexe EVER1/EVER2/ZnT-1 permettant ainsi |'expression du facteur de
transcription AP-1 et la réplication virale.

e Syndrome WHIM

o Physiopathologie

Le syndrome WHIM est un déficit congénital rare qui a été décrit en 1964 par Zuelzer et
Krill.269261 | ’acronyme signifie « Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis » et
résume les principales caractéristiques cliniques du syndrome WHIM.?®?Les patients présentent une
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abondance de verrues cutanées et de condylomes ano-génitaux dus a des infections persistantes par
les HPV. Une panleucopénie profonde caractérise les patients et affecte les lymphocytes B, T, NK, et
les cellules myéloides incluant les neutrophiles. La neutropénie est accompagnée d’une
hypercellularité de la moelle osseuse associée a une accumulation de neutrophiles sénescents
spécifiques de la myélokathexie.?%3-2%> Comme conséquence de la panleucopénie, le syndrome WHIM
est caractérisé par des infections bactériennes apparaissant dés |'enfance, principalement au niveau
pulmonaire et oro-pharyngé. Elles sont causées par des bactéries extracellulaires communautaires
généralement sensibles aux traitements antibiotiques classiques.?®> On rapporte aussi quelques rares
cas d’infections récurrentes orales et génitales a virus herpes simplex, des infections par le virus de la
varicelle et du zona et des lymphoproliférations liées au virus Epstein-Barr.2%2 Malgré la neutropénie
sévere, les patients ne développent pas de sepsis, sirement grace a la libération transitoire de

polynucléaires neutrophiles fonctionnels lors des épisodes de stress.?’

o Epidémiologie

Le syndrome WHIM est une maladie rare. On dénombre 65 cas publiés (source Orphanet,
juillet 2015) aux Etats-Unis,?® Japon,?®’ et en Europe.?®??®® |3 prévalence du syndrome WHIM est

estimée 3 0.23 cas par million de naissances.2?

o Susceptibilité spécifique aux HPV

Les patients WHIM présentent des papillomatoses extensives, persistantes et réfractaires aux
traitements. La quantité, la distribution, I'age d’apparition et la résistance au traitement des verrues
sont trés variables d’un patient a I’autre.?®® Cependant, une majorité de patients souffrent d’infections

graves a HPV.%22%% Typiquement, les verrues cutanées (verrues vulgaires et verrues planes)
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apparaissent des I'enfance et sont localisées principalement sur les mains et les pieds. Les verrues
génitales et condylomes apparaissent plus tard chez le jeune adule sexuellement actif. Contrairement
aux verrues cutanées, les verrues du tractus génital et oro-pharyngé peuvent progresser vers la
cancérisation.26%26>269-271 | a5 génotypes HPV impliqués n’ont pas été beaucoup étudiés. On rapporte
la détection d’"HPV HR 16, 18, 31, 33, 45, 52, and 58 ; et d’"HPV BR 6, 11.%%2 Les HPV2, 5, et 23 ont été

identifiés dans des lésions cutanées et un HPV6 a été identifié dans un carcinome vulvaire.?5?

Il est difficile d’évaluer si la sévérité des infections a HPV rapportées dans le syndrome WHIM
sont dues a l'action directe du récepteur CXCR4 muté ou a lI'immunodéficience induite par la
leucopénie. Considérant I'axe de signalisation, I'expression de la chimiokine CXCL12 a été rapportée
dans les kératinocytes infectés par HPV qu’ils proviennent d’un patient atteint de syndrome WHIM ou
non. CXCL12 n’est pas exprimée dans les kératinocytes non infectés d’individus sains ou atteints
d’autres pathologies dermatologiques. 2> De plus, les oncogénes E6 et E7 sont capables d’induire
I’expression de CXCL12 mais aussi de CXCR4 dans des kératinocytes immortalisés par HPV18.7* Une
étude récente a montré une stabilisation des oncogénes E6 et E7 d’"HPV18 aux dépens de la réplication
virale dans des kératinocytes primaires (NIKS) différenciés exprimant un récepteur CXCR4 comportant
une mutation gain de fonction (CXCR4 ™) 273 |es dysfonctions de I"axe CXCR4/CXCL12 agissent
comme des facteurs intrinseques de la carcinogenése associée aux HPV. A contrario, bloquer le gain
de fonction de CXCR4 muté dans un modeéle de culture 3D en utilisant un antagoniste (AMD3100)
inverse ce processus de transformation et rétablit I'expression séquentielle des protéines virales du

cycle végétatif.273

o Etiologie

Le syndrome WHIM se transmet sur un mode autosomique dominant et atteint aussi bien les

femmes que les hommes. La maladie est due dans la majorité des cas (98%) a une mutation entrainant
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un gain de fonction du récepteur CXCR4. CXCR4 est une protéine transmembranaire appartenant a la
famille des récepteurs couplés aux protéines G. Neuf mutations de CXCR4 ont été rapportées qui
affectent toutes le domaine intracellulaire C-terminal de la protéine : quatre mutations tronquantes,
quatre mutations décalant le cadre de lecture et une substitution (Figure 13). ?* Ces mutations
entrainent un gain de fonction du récepteur et une altération du processus de désensibilisation lié

normalement a l'inactivation des protéines G et I'internalisation du récepteur.

320 330 340 350 360
J \ | | l
WT CXCR4 --VSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS
G323£fs343X - -VSRGVQPODPLORKARWTFICFH
L329fs341X --VSRGSSLKIQRKARWTFICFH
R334X --VSRGSSLKILSKGKR
G336X --VSRGSSLKILSKGKRG
S$338X - -VSRGSSLKILSKGKRGGH
S339fs342X --VSRGSSLKILSKGKRGGHSCFH
S341£8365X --VSRGSSLKILSKGKRGGHSSVPLSLSLQVFTPANTDVKDFFLYDK
E343K --VSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSXSBESSSFHSS
E343X --VSRGSSLKILSKGKRGGHSSVST

Figure 13 : Mutations du géne CXCR4 identifiées dans le syndrome WHIM
(Heusinkveld et al. 2017?74)

Chez deux patients présentant un tableau typique de syndrome WHIM, on a relevé I'absence de
mutation de CXCR4 malgré le gain de fonction de CXCR4. Le mécanisme impliqué semblerait provenir
d’une déficience de la protéine GRK3 (G protein-coupled receptor kinase 3) associée au récepteur
CXCR4, malgré une absence de mutation du géne codant ladite protéine.?’> En cas de déficit
fonctionnel la protéine GRK3 n’effectue pas la phosphorylation des sérine et thréonine de I'extrémité
C-terminal du récepteur CXCR4 préalable a sa désensibilisation via Barrestin-2 et son internalisation
dans les endosomes ; et induit de ce fait une amplification prolongée de I'activation de la voie de

signalisation en aval du récepteur CXCR4 activé.
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o Traitement

La prise en charge médicale des patients atteint de syndrome WHIM n’est pas standardisée
mais comprend généralement I'administration au long cours de G-CSF (Granulocyte-colony stimulating
factor) et d'immunoglobulines intraveineuses, et d’antibiotiques a large spectre. A ce jour, il n’y a pas
de molécules antivirales (cidofovir, interféron) ou immunomodaulatrices (Imiquimod) ayant démontré
une efficacité probante dans le traitement des verrues chez ces patients. Seules I'exérése chirurgicale

et les cryothérapies itératives apportent un bénéfice transitoire.?’*

Des traitements basés sur I'utilisation d’antagonistes de CXCR4 ont été utilisés récemment au
cours d’essais cliniques. Le plérixafor (AMD3100) a été utilisé chez trois a six patients atteint de

M 276277 et a démontré son efficacité pour corriger la leucopénie. Une autre étude visant

syndrome WHI
a administrer le plérixafor en deux administrations quotidiennes pendant 6 mois chez trois patients
atteints de syndrome WHIM a montré une amélioration des lésions dermatologiques induites par HPV
en association avec I'lmiquimod.?”” ’AMD3100 est un antagoniste spécifique de CXCR4 ; son utilisation
chez les patients atteints de syndrome WHIM est pertinente puisqu’il cible de maniére spécifique I'axe

CXCR4 et a des retentissements aussi bien sur les symptémes immuno-hématologiques que sur les

symptdmes dermatologiques associés a HPV.?"3

e Déficit en facteur GATA2

Le déficit en facteur GATA2, un facteur de transcription impliqué dans I’"hématopoiése et le
maintien du compartiment de cellules souches,?’”® entraine un syndrome caractérisé par des infections
opportunistes, des myélodysplasies et leucémies.?’*"%1 On observe plusieurs présentations cliniques :
syndromes myélodysplasiques (SMD) et leucémies aigués myéloides (LAM) familiales,?®

monocytopénie et infections complexes a Mycobacterium avium (MonoMac),?®! lymphcedémes
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(syndrome d’Emberger),?? déficit des lignées lymphoides (DCML).2”® Des mutations ponctuelles non-
sens ou nulles ont été rapportées pour les quatre phénotypes.28028-28 | e déficit en facteur GATA2
apparait typiqguement chez le grand enfant ou chez I'adulte et se caractérise par une cytopénie
profonde (monocytes, cellules NK, lymphocytes B et cellules dendritiques),?’*?®! des infections
bactériennes et fongiques a mycobactéries non tuberculeuses, Histoplasma, Cryptococcus et

Aspergillus, des infections virales a HPV (75% des cas) et a Herpesviridae (HSV, VZV, EBV).”

L'infection a HPV est souvent la premiére manifestation de la maladie et des papillomatoses
généralisées surviennent fréquemment pouvant évoluer vers la dysplasie ou la néoplasie. Les verrues
apparaissent a la fin de I'adolescence ou chez le jeune adulte et se présentent sous forme de verrues
planes ou vulgaires au niveau de la face et des extrémités. Les patients présentent aussi des

condylomes génitaux.?8!

ii- Patients présentant des immunodéficits acquis

e Patients transplantés d’organes solides

De par les traitements immunosuppresseurs qui leur sont administrés, les patients
transplantés d’organes solides présentent un terrain favorable aux infections. L'infection a HPV
survient chez 24% a 53% des patients concernés, et apparait dés les premiers mois suivant la
transplantation. La prévalence des verrues augmente avec la durée du traitement
immunosuppresseur.2®® Cing ans apreés la greffe, 85% des patients transplantés de rein présentent des
verrues se présentant le plus souvent sous forme de papillomatoses extensives.?®’ Ces verrues sont
majoritairement présentes au niveau de zones exposées au soleil, suggérant le réle des rayonnements
UV dans le développement des lésions.?*? Les cancers de la peau autres que les mélanomes sont les

manifestations malignes les plus fréquentes chez les patients transplantés et le génome HPV est
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détecté dans plus de 90% des biopsies réalisées.?®® Chez 62% des patients receveurs d’organes, les
verrues analysées montrent la présence de multiples génotypes HPV. 2#2%1 |e risque de
transformation chez le patient transplanté de rein est de 14% dans les 10 premiéeres années suivant la

greffe, et de 40% dans les 20 ans post-greffe.29%293

Des verrues de la cavité buccale sont aussi fréquemment décrites chez les patients
transplantés d’organe solides. Contrairement aux verrues buccales du sujet immunocompétent, chez
les patients transplantés les verrues buccales ne régressent pas spontanément et sont souvent

réfractaires aux traitements conventionnels.?%*

Un large spectre d’HPV est trouvé dans les |ésions présentées chez les transplantés d’organes
solides ; des EV-HPV mais aussi d’autres génotypes cutanés comme HPV2, 3, 10, 27, 28, 29 et 58, ainsi

que de nombreux génotypes nouvellement identifiés.?%!

e Patients infectés par le VIH

L'infection a VIH a touché plus de 59 millions de personnes depuis le début de la pandémie en
1981. Des papillomatoses disséminées a HPV peuvent étre observées chez les patients infectés par le
VIH & différents stades d’affaiblissement de I'immunité cellulaire.?*? Les atteintes anogénitales, plus
particulieremet le cancer du caal anal sont les manifestations les plus courantes de l'infection a
HPV.2%:2% Syr le plan cutang, les lésions sont semblables a celles observées au cours de I'EV, et se
présentent souvent sous forme de papules hyper ou hypo-pigmentées, se propageant sur le cuir
chevelu, la face, le tronc et les extrémités.?®’

Les papillomatoses disséminées peuvent étre associées au syndrome de restauration
immunitaire, terme utilisé pour décrire la dérégulation immune qui survient dans 15 a 25% des patients
recevant une thérapie antirétrovirale hautement active (HAART, Highly Active Antiretroviral

Therapy).*®® Le syndrome de restauration immunitaire apparait généralement dans les trois mois

49



suivant l'initiation de I’'HAART, et est plus fréquent chez les patients ayant un taux de lymphocytes T
CD4+ inférieur & 200, ou présentant une réponse rapide aux antirétroviraux.?®®> Des manifestations
cutanées sont rapportées chez 52 3 78% des patients.?%®-3% Des cas d’infections cutanéomuqueuses a
HPV ont été décrits dans les quelques mois suivant l'initiation de I’'HAART.300-302

Différents EV-like-HPV ont été identifiés chez les patients infectés par le VIH et présentant des
épidermodysplasies acquises, dont HPV5 et HPV8 majoritairement, mais aussi HPV14, 19, 20, 21 et
37.2% ’infection par EV-HPV ne semble pas directement associée a un taux faible de lymphocytes T
CD4+, puisque des lésions sont décrites chez des individus présentant des niveaux

d’immunodépression différents,242:299:303
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V- Dépistage et prévention des infections génitales a HPV

De toutes les manifestations cliniques provoquées par les I'infections a HPV, le cancer du col
de l'utérus est le seul a bénéficier d’'un dépistage organisé, avec une recherche de I’/ADN HPV suivant

des modalités différentes selon les pays et les organisations de santé publique.

Le cancer du col de l'utérus est le 10eéme cancer le plus fréquent chez lafemme en France, et est associé
dans 90 a 100% des cas a la présence d’"HPV HR. Chaque année en France, prées de 3 000 cas de cancers

invasifs sont diagnostiqués et 1 100 patientes en meurent.

1- Dépistage

a. Le frottis cervico-utérin (FCU)

Le cancer de I'utérus est une maladie d’évolution lente. En effet il existe une période de 15 ans
en moyenne entre le stade de dysplasie légere causée par l'infection a HPV et le développement du
carcinome génital. C'est donc cette période qu’il faut cibler pour organiser le dépistage et prendre les
mesures adaptées en cas de dysplasie. En France, I'examen cytologique des cellules recueillies lors
d’un frottis cervico-utérin (FCU) constitue le test de dépistage de référence permettant de détecter
toute anomalie de la muqueuse génitale, quel que soit le stade d’avancement ; dysplasie, néoplasie ou
cancer. Cet examen consiste a prélever des cellules superficielles du col de l'utérus au niveau de la
zone de jonction pavimento-cylindrique qui sépare I’épithélium exocervical (partie externe du col ou

épithélium malpighien) de I'épithélium endocervical (partie interne du col ou épithélium glandulaire).

En France, la pratique du dépistage par FCU depuis une soixantaine d’années a permis de faire
passer le cancer du col de I'utérus a la 10°™place des cancers affectant les femmes et a la 12°™ place

des cancers meurtriers (http ://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/Depistage-et-detection-
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precoce/Depistage-du-cancer-du-col-de-l-uterus/Le-depistage-par-frottis-cervico-uterin). En France le taux
de couverture du dépistage du cancer du col utérin est d’environ 60 %, et 31 000 lésions précancéreuses
ou cancéreuses sont dépistées sur 235 000 frottis anormaux. On estime que 90 % des cancers du cancer du
col de l'utérus pourraient étre évités grace au dépistage par frottis. La Haute Autorité de Santé (HAS)
conseille d’effectuer un dépistage chez toutes les femmes agées de 25 a 65 ans. Le FCU doit étre réalisé
tous les trois ans, aprés deux frottis consécutifs normaux réalisés a un an d’intervalle. Cette
recommandation est aussi valable pour les femmes vaccinées, ménopausées ou n’ayant pas eu de

rapport sexuel récent.

Trois catégories de patientes doivent cependant suivre un dépistage plus intense en réalisant
un FCU par an. Il s’agit des femmes infectées par le VIH, des femmes sous traitement
immunosuppresseur et des femmes ayant été exposées in utero au distilbéne qui présentent un risque

de dysplasie cervicale élevé.

b- FCU anormal : place du test HPV

Le frottis cervico-utérin permet de détecter toute anomalie; dysplasie, néoplasie ou cancer.
Les frottis ASC-US (ou ASCUS) et ASC-H correspondent a des dysplasies et selon la terminologie du
systeme Bethesda, ASC signifie « Atypies des cellules malpighiennes » (Atypical squamous cells), ASC-
US signifie « Atypies des cellules malpighiennes de signification indeterminée » (Atypical squamous
cells of undetermined significance) et ASC-H signifie « Atypies des cellules malpighiennes ne
permettant pas d’exclure une lésion malpighienne intra-épithéliale de haut-grade » (Atypical

squamous cells cannot exclude HSIL).

Les recommandations sur la conduite a tenir devant une femme présentant une cytologie cervico-

utérine anormale ont été actualisées en janvier 2017 par I'Institut National du Cancer (INCA). Le test
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HPV est recommandé : (i) en test réflexe ou lors d’'un second préléevement devant toute cytologie
cervicale de type ASC-US, (ii) un an aprés une cytologie de type ASC-US, ou ASC-H suivie d’une
colposcopie satisfaisante et normale (iii) un an aprés une cytologie de type LSIL (low-grade squamous
intrapithelial lesion-lésions malpighiennes intra-épithéliales de bas-grade) suivie d’une colposcopie
satisfaisante et normale (http ://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/Recommandations-et-

outils-d-aide-a-la-pratique/Cancers-gynecologiques, mise en ligne janvier 2017)).

Pour étre conforme aux exigences de la norme CE-IVD, le test HPV doit pouvoir détecter la
présence ou I'absence d’ADN viral d’"HPV HR3%, Le test HPV reflexe peut étre réalisé 3 partir du frottis
initial en milieu liquide ; ou sur un second prélevement si le frottis initial était fixé sur lame. Si le test
HPV est négatif, une cytologie est recommandée tous les 3 ans. Si le test HPV est positif, ce qui signifie
gu’un HPV HR a été détecté, une colposcopie est recommandée, avec un prélevement biopsique si une
anomalie est identifiée. Une exérese chirurgicale des lésions par conisation pourra étre envisagée en

fonction du stade de dysplasie observé (CIN3).

De plus dans certains cas les tests de génotypage échouent a identifier ’'HPV détecté ainsi que
sa nature HR ou BR.3%3% [’"HPV détecté de génotype indéterminé est alors surnommé HPV-X. Dans ce
cas il est difficile pour le clinicien d’adopter un suivi adapté pour la patiente. L'identification des HPV-
X est un probléme a résoudre pour améliorer la prise en charge des patientes infectées par un HPV de

génotype indéterminé.

2- Prévention

Actuellement, la mesure de prévention la plus efficace contre le cancer du col de I'utérus est

la vaccination anti-HPV. En France, la vaccination contre les infections a HPV est recommandée par le
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Haut Conseil de Santé Publique (HCSP) chez les jeunes filles entre 11 et 14 ans (http
://www.hcsp.fr/Explore.cgi/avisrapportsdomaine?clefr=454), ainsi que chez les patients
immunodéprimés comme les patients transplantés d’organes solides et les patients infectés par le VIH
(http ://www.hcsp.fr/Explore.cgi/avisrapportsdomaine?clefr=552). En effet les défenses immunitaires
sont amoindries chez ces patients et les HPV appartenant au virome cutané ou de nouveaux HPV
provenant de I'environnement peuvent alors échapper aux systemes de contréle de l'infection et
devenir pathogénes. Les deux vaccins actuellement disponibles en France protegent contre 70% des
virus oncogenes, a savoir HPV16 et HPV18. Le vaccin Cervarix®, est bivalent et protége contre les
HPV16 et 18, et le vaccin Gardasil® est quadrivalent et protége contre les HPV16, 18, 6, et 11 (HPV6 et
11 étant a l'origine du développement des condylomes génitaux). Un troisieme vaccin nonavalent
Gardasil 9® incluant les HPV16, 18, 6 et 11, ainsi que 5 autres génotypes HPV a haut risque oncogéne
(HPV31, 33, 45, 52, 58) a été mis sur le marché en France au cours de I'année 2017.3 Cependant le
taux de couverture vaccinale en France est de 17%. Un taux si faible ne permet pas d’obtenir une réelle
efficacité de prévention du cancer du col de I'utérus contrairement a ce qui a été observé dans d’autres
pays (80% au Royaume-Uni) (http ://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/Facteurs-de-risque-et-

de-protection/Agents-infectieux/Prevenir-le-cancer-du-col-de-l-uterus).

3- Traitement

Concernant HPV cutanés, une large variété de traitements a été explorée pour traiter les
|ésions occasionnées, en particulier les papillomatoses invasives. Cependant nombre de ces traitement

doivent étre réitérés fréquemment pour une efficacité médiocre.

Les traitements invasifs sont en général utilisés en premiére ligne de traitement comme la
cautérisation, le curetage, I'excision chirurgicale et la cryothérapie. Des traitements au laser peuvent
étre envisagés pour les verrues récalcitrantes aux traitements classiques.®® Ces thérapies sont
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efficaces chez les individus immunocompétents et immunodéprimés. Cependant les récidives sont
fréquentes.3®® Des traitements moins invasifs par des topiques sont aussi utilisés comme I'acide

salicylique.3°

D’autres traitements conventionnels comme les traitements topiques par le 5-fluorouracil, ! le 5%
imiquimod,3'? le tacalcitol,3!3 les rétinoides systémiques associés a I'interféron alpha,?'* la cimétidine3'®

et I'acide 5-aminolevulinique topique en thérapie photodynamique3!® peuvent étre utilisés.

Au stade cancer (cutané, oro-pharyngé ou ano-génital) les traitements sont décidés en réunion
de concertation multidisciplinaire et un traitement chirurgical, de la radiothérapie et de la
chimiothérapie sont mis en place en fonction du stade d’évolution du cancer au moment de sa

découverte.

55



V- De l'identification de nouveaux HPV au concept de virome :

impact de I’évolution des techniques de séquencage

1- Clonage et cartographie des génomes viraux

Les premieres études comparatives des génomes des HPV ont été réalisées a partir d’ADN
provenant de particules virales contenues dans des verrues. Une digestion de cet ADN par des enzymes
de restriction permettait ainsi de dresser une carte physique des fragments génomiques générés,
spécifiques du génome étudié.3?’32° Dans les années 80, le développement des techniques de clonage
et de séquencage capillaire Sanger a permis d’obtenir la premiére séquence nucléotidique compléte
d’HPV1.32132 De nombreux génotypes d’intérét clinique comme HPV2, 5, 6, 8, 11, 16, 18 et 27 ont

ainsi été identifiés au cours des années 1980-1990.5°

La découverte d’un nouveau génotype HPV est confirmée lorsque le génome viral complet a
été séquencé et cloné dans un vecteur bactérien. Le clone est alors déposé au centre international de
référence des HPV (International Human Papillomavirus Reference Center) situé a 'institut Karolinska
en Suéde, en charge de vérifier la séquence et d’attribuer son identité au nouveau génotype

découvert®3* qui est numéroté en fonction de la date de dép6t de la séquence.

2- Hybridation directe

Les techniques d’hybridation directe permettent de détecter la présence d’un ou de plusieurs
HPV HR. Il n’y a pas d’identification plus précise du génotype incriminé ou de la présence potentielle

d’infections multiples. Leur principe repose sur |'utilisation d’'un ensemble de sondes spécifiques des
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génotypes HR les plus fréquemment retrouvés en association avec un cancer du col de I'utérus (Figure

14). C’est le principe de la trousse ADN Hybrid Capture® 2 HPV-haut risque (HC2) (Qiagen).

Réactif de
dénaturation Dénat ion de FADN

- ﬂ 45 minutes
Sondes HPV 65 °C
haut risque, \
(ARN) /
QS Hybridation ADN/ARN

Transfert en
microplaque

Capture des hybrides

60 minutes
2025 °C
N

1
Anticorps anti-hybrides
conjugués a la
phosphatase alcaline

45 minutes g C
20.25 °C Détection des hybrides

Substrat de la
phosphatase alcaline

15 minutes

Q 2025 °C

Lecture au luminomeétre

Figure 14: Hybridation en phase liquide (Hantz et al, 2010)
Le principe repose sur 'utilisation de sondes spécifiques des génotypes HPV HR les plus fréquemment

retrouvés dans le cancer du col de 'utérus, qui s’hybrident directement a ’ADN HPV dénaturé présent
dans I’échantillon clinique en phase liquide.
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3- Réaction en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR)

et génotypage par séquencage ou hybridation inverse

a. Réaction de PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est aujourd’hui la technique la plus fréquemment utilisée
pour la détection des HPV et autres composants du microbiote. La PCR permet I'amplification d’'une
séquence subgénomique spécifique de I'espece étudiée directement a partir de I’ADN extrait d’un
échantillon. Dans le cas des HPV, on utilise un couple d’amorces ciblant spécifiquement la séquence

subgénomique du génotype que I’'on souhaite analyser.

Des systemes multiplex ont été développés, pour lesquels plusieurs couples d’amorces, chacun
spécifique d’un génotype sont réunis au sein d’'un méme mélange réactionnel. Ces systemes multiplex

permettent d’analyser la présence de plusieurs génotypes en une seule réaction de PCR.325326

Une autre méthode consiste a utiliser des amorces consensuelles ou dégénérées ciblant
plusieurs génotypes HPV. Les génotypes ciblés appartiennent au méme genre alpha ou béta et
partagent une homologie de séquence au sein du fragment subgénomique amplifié.3?>326 Ces amorces
consensuelles ou dégénérées sont élaborées a partir d’alignements multiples de séquences
nucléotidiques ou protéiques conservées (geénes L1 ou E1) d’'un nombre important de génotypes a
tropisme muqueux ou a tropisme cutané. Certaines permettent de détecter des HPV a tropisme
mugueux comme les systémes MY09/113%7, GP5/GP63%, SPF10°%; et d’autres des HPV & tropisme
cutané comme FAP59/643%°, CUT®3°, CPI/CPlIg 33!, CN1/CN333?, BGC-PCR3*3, Elles sont modifiées
conjointement a la découverte de nouveaux HPV afin d’élargir leur spectre de détection. Ainsi, les
amorces PGMY?3* ont été remaniées 3 partir des amorces MY09/11, les amorces GP5+/GP6+%°,
BSGP5+/6+33¢ et MGP3%” 3 partir des amorces GP5/GP6, et les amorces FAP6085/6319%38 3 partir des

amorces FAP59/64 (Tableau 3).
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Tableau 3 : Principales amorces utilisées pour la détection des HPV par PCR

Amorces consensuelles utilisées pour la détection des HPV muqueux

Amorces Séquence 5'-3' Références

GP5/GP6 F:TTTGTTACTGTGGTAGATAC Snijders et al, 1990
R : GAAAAATAACTGTAAACT

MY09/11 F : CGTCCMARRGGAWACTGATC Manos et al. 1989
R : GCMCAGGGWCATAAYAATGG

GP5+/GP6+ F:TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC De Roda Husman et al, 1995
R : GAAAAATAACTGTAAACTTATTC

F(1A) : GCICAGGGICACAATAATGG
F(1B) : GCGICAGGGICATAACAATGG
Spr F(1C) : GCICAGGGICATAATAATGG
F(1D) : GCICAAGGICATAATAATGG
R(2B) : GTIGTATCIACAACAGTAACAAA
R(2D) : GTIGTATCIACTACAGTAACAAA
F(A) : ACGTTGGATGTTTGTTACTGTGGTGGATACTAC
F(B) : ACGTTGGATGTTTGTTACCGTTGTTGATACTAC
F(C) :ACGTTGGATGTTTGTTACTAAGTAGATACCACTC
F(D) : ACGTTGGATGTTTGTTACTGTTGTGGATACAAC
MGP F(31) : ACGTTGGATGTTTGTTACTATGGTAGATACCACAC Soderlund-Strand et al, 2009
R(G) : ACGTTGGATGGAAAAATAAACTGTAAATCATATTCCT
R(H) : ACGTTGGATGGAAAAATAAATTGTAAATCATACTC
R(I) : ACGTTGGATGGAAATATAAATTGTAAATCAAATTC
R(J) : ACGTTGGATGGAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
SPF10 Not published EP 1838881 A2 patent

Kleter et al, 1998
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Amorces consensuelles utilisées pour la détection des HPV cutanés

Amorces Séquence 5'-3' Références

CPI/CPII F(l) : ATGGTACARTGGGCATWTGATAA Tieben et al, 1993
R(IIG) : ATGTTAATWSAGCCWCCAAAATT
R(IIS) : ATATTGTCTGAGCCTCCWAARTT

CP62/CP69 F: GTWAATGAAAYTTGYAANTATCC Berkhout et al, 1995

CP65/CP68 R : GWTAGATCWACATTCCARAA

CN1 F(1) : AATARGTTWGATGATGCWGA Harwood et al, 1999
R(1) : AKRTARTCWGGATATTTGCA

CN2 F(2) : GGGGATATGGTTGAAACAGGT
R(2) : CAGAGGACACCATAGAGCCA

CN3 F(3) : AACTCTAAYATWGCACATG
R(3) : CAVGTRCSYTGGCAAATATC

Cc4 F(4) : GGAGATACAGAAAATCCT
R(4) : SHATCTCCATAGATATCTTT

EN1 F(1) : TATTTCCCWACHGTHAGTGGCTC Harwood et al, 1999
R(1) : TCATAYTCYTCTACATGTCT

EN2 F(2) : CTGTCAGTGGCTCATTGGT
R(2) : CATWGCATTAATTTGAGCTA

EN3 F(3) :ATGKCWAATGATGTHTATGG
R(3) : TGRTTRYYCCAYAAAATRCCATT

FAP59/FAP64 F: TAACWGTIGGICAYCCWTATT Forslund et al, 1999
R : CCWATATCWVHCATITCICCATC

FAP60/FAP63 F:CCWGATCCHAATMRRTTTGC Forslund et al, 2005
R : ACATTTGIAITTGTTTDGGRTCAA

BGC available under request Brink et al, 2005

CUT F(1) : TRCCIGAYCCIAATAARTTTG Chouhy et al, 2010

F(1A) : TRCCIGAYCCIAACAGRTTTG
F(1B) : TRCCiGAYCCIAATAGRTTTG
F(1C) : TRCCiIGAYCCIAACAARTTTG
R(1B) : TCIACCATRTCiCCRTCYT

Le test Amplicor HPV® (Roche Diagnostics) est le seul test de dépistage des HPV HR basé sur

une technique de PCR et marqué CE-IVD. Ce test permet de détecter 13 génotypes d’HPV HR,

identiques a ceux du test HC2 : HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68. Tous les

autres tests sont suivis d’'une étape de génotypage permettant d’identifier I’'HPV mis en cause.
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b- Génotypage des HPV amplifiés par PCR

i- Séquencage capillaire

En séquencage capillaire la séquence de I’ADN cible amplifié est comparée a I'ensemble des
séquences génomiques disponibles dans la banque de données GenBank a I'aide du logiciel BlastN. La
technique a pour principal inconvénient d’étre limitée a la détection de la population majoritaire HPV

présente et ne peut pas étre utilisée en cas d’infection multiple.

ii- Génotypage par hybridation inverse

Cette technologie utilise des sondes oligonucléotidiques fixées sur des bandelettes.3*° Le test
INNO-LiPA HPV GenotypingExtra II® (Fujirebio) est une technique d’hybridation inverse type LiPA (line
probe assay), marquée CE-IVD, permettant la détection spécifique de trente-deux types d’HPV dont
treize types d’"HPV a haut risque (16, 18, 31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, et 68), six potentiellement
a haut risque (26, 53, 66, 70, 73, et 82), neuf types a bas risque (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, et 81) et
guatre types non classés (62, 67, 83, et 89). Le test repose sur 'amplification par PCR d’un fragment
de 65 pb au sein de la région L1 du génome d’HPV en utilisant les amorces consensus SPF10 biotinylées
(Figure 15). Les amplimeéres biotinylés sont ensuite hybridés avec des sondes oligonucléotidiques
spécifiques de type d’HPV. Les étapes d’hybridation sont réalisées sur systeme d’automatisation. La

lecture de la position des bandes permet de définir quels types d’HPV sont présents,30340,341
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Figure 15: Principe du test InnoLipa Extra Il (Hantz et al, 2010)
Les sondes spécifiques de type d’HPV sont immobilisées en lignes paralléles sur des bandelettes de
nitrocellulose. Aprés hybridation et lavage stringent, le conjugué streptavidine-phosphatase alcaline

est ajouté et se lie a tout hybride biotinylé formé. L'incubation avec le chromogéne BCIP/ NBT forme
un précipité violet au niveau des lignes réactionnelles.

Il existe deux autres tests : le test Linear Array HPV Genotyping test® (Roche Diagnostics) et le
test Digene HPV Genotyping RH Test® (Qiagen) de génotypage par hybridation inverse, I'amplification
préalable étant réalisée respectivement avec les amorces PGMY09/11 et les amorces GP5+/GP6+. Ces
tests sont tres efficaces en pratique clinique mais sont limités par le panel de détection des sondes

HPV-spécifiques insérées dans chaque kit.

iii- Génotypage par puce a ADN

Le principe des puces a ADN est proche de celui de I’'hybridation inverse sur bandelettes mais

le support de I’hybridation, sur lequel sont fixées les sondes sous forme de spots bien distincts, est plus
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varié, de type lame en verre ou en plastique, type fond de tube tronqué et de taille différente (macro-
ou microarrays).3*>3% La révélation peut étre soit colorimétrique via la biotine, soit fluorimétrique via
un fluorochrome selon le marquage des amorces utilisées pour la PCR. Les tests PapilloCheck® (Greiner

Bio-One) et CLART HPV 2® (Genomica) s’appuient sur ce principe.

iv- Génotypage par technologie d’array en suspension (xMAP) ou

Luminex

Le principe repose sur 'utilisation de microbilles de polystyréne colorées par un fluorophore
et couplées a des sondes spécifiques pour chaque type HPV.3* L’amplicon est marqué par un autre
fluorophore. L’analyse est effectuée par cytométrie de flux a 2 lasers permettant de détecter
simultanément des réactions multiples dans un méme tube. Le test Digene HPV Genotyping LQ Test®

(Qiagen) amplifie le géne L1 a partir des amorces GP5+/GP6+ et s’appuie sur ce principe.

4- Réplication circulaire de ’ADN (Rolling-Circle Amplification, RCA)

La Rolling-Circle Amplification ou RCA pour «réplication circulaire de I’ADN » est une technique

d’amplification isotherme de I’ADN circulaire double brin ou simple brin, qui utilise I’ADN polymérase

du bactériophage phi29 et des amorces hexameériques aléatoires®

. Cette technique permet
I"amplification des génomes viraux circulaires sans connaissance préalable de la séquence
nucléotidique. L'analyse des produits de RCA est ensuite réalisée par clonage et séquencage Sanger,
ou par séquencage haut débit3*®34, Cette méthodologie a permis de découvrir de nombreux nouveaux
génotypes d’HPV appartenant principalement aux genres béta et gamma, ainsi que des PV animaux
appartenant a d’autres genres. La RCA permet aussi mais dans une moindre mesure I'amplification des

347,348

génomes linéaires , et elle est utilisée pour amplifier la totalité du génome humain. On la désigne
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alors sous le terme « amplification du génome total » (Whole Genome Amplification, WGA). On utilise
également des systemes d’enrichissement, comme I'électrophorése sur gel ou la centrifugation par

4347

gradient de densité**’, permettant la séparation des génomes circulaires des génomes linéaires avant

d’amplifier par RCA.

5- Apport des techniques de séquencage haut débit

Le séquencage haut débit (High Throughput Sequencing, HTS) ou séquencage nouvelle
génération (Next generation sequencing, NGS) désigne un ensemble de technologies plus récentes
permettant le séquencage de centaines de milliers de fragments d’ADN ou d’ARN simultanément en
un temps tres court. Le NGS permet ainsi d’analyser des librairies de séquencage correspondant soit a
des produits d’amplification obtenus par PCR ou RCA, soit au contenu génomique total d'un
échantillon ; les séquences analysées ayant été dissociées en courts fragments génomiques via des
méthodes de nébulisation ou de sonication. Les principales plateformes de séquencage haut-débit
sont Illumina (Solexa), 454 Life Sciences (Roche), lon Torrent Proton / PGM (Thermofischer) et SOLID
System (Applied Biosystems)3*, ainsi que PacBio SMRT ou Oxford Nanopore Technology Minlon,
développées spécifiquement pour le séquencage haut débit de fragments nucléotidiques trés longs.
Le NGS permet une analyse fine de la diversité des populations virales présentes, mettant en évidence
les variants nucléotidiques ou les haplotypes faiblement représentés. Cette spécificité a été mise a
profit pour détecter les infections mixtes ou plusieurs génotypes sont présents au sein d’'un méme
échantillon. En effet la sensibilité et le pouvoir discriminant du NGS sont tres supérieurs a ceux du
séquencage capillaire Sanger ; le NGS permet de détecter des variants minoritaires représentant moins
de 5% de la population cible comme cela a été démontré lors de I'étude de 'ADN mitochondrial

humain3°.
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a- Meétagénomique globale

La métagénomique globale (Whole Genome Sequencing, WGS) a été abondamment utilisée
pour caractériser la diversité microbiologique au sein d’échantillons biologiques ou environnementaux
et a permis la découverte de nouveaux agents pathogénes.”°1152 E|le consiste a préparer une librairie
de séquencage a partir de 'ADN et/ou de I’ARN total extrait d’un échantillon et fractionné de maniére
aléatoire en de nombreux fragments. Ces fragments seront ensuite amplifiés de maniére clonale par
contiguité des séquences sur la cellule de séquencage (Figure 16). Les séquenceurs lisent des
fragments de plusieurs dizaines de bases, appelés reads, la longueur des reads varie en fonction des
technologies utilisées. Une séquence continue s’obtient ensuite par assemblage des reads a I'aide de
différents programmes informatiques. La présence d’acides nucléiques provenant du génome de
I’h6te ou d’autres microorganismes commensaux peut diminuer la sensibilité de la lecture spécifique
des génomes viraux. Une soustraction préalable de ces reads est nécessaire lors du traitement

bioinformatique des données associées aux génomes viraux.
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Stratégie d’ Support solide
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Flow Cell: support en verre et lieu de I'amplification clonale (formation des clusters) et du
séquengage
Cluster: 1000 fragments de librairies

Figure 16 : NGS (lllumina), étape d'amplification clonale sur un support en verre
(http ://www.canceropole-
gso.org/download/fichiers/3606/NGS+Canceropole+GSO+mai+2016+AGros_DIFF.pdf)
Les adaptateurs Illumina sont présents a la fois sur le support de verre et a la fois sur chacun des
fragments appartenant a la librairie. Chaque fragment d’ADN inclus dans la librairie se fixe via la

séquence adaptateur sur le support de verre, puis va étre amplifié de maniére clonale par contiguité
(formation de ponts), pour former un cluster, c’est-a-dire un groupement clonal du fragment d’origine.

Cette approche a été utilisée pour déterminer la séquence génomique partielle de nouveaux virus
isolés chez I"humain mais aussi chez I"animal.l73473513% Jyusqu’a présent aucune de ces nouvelles
séquences putatives de PV n’a été complétement séquencée ni clonée. De ce fait, celles-ci ne sont
donc pas référencées par le Centre International de Référence des Papillomavirus. On peut néanmoins

avoir acces a plusieurs de ces séquences sub-génomiques dans GenBank (NCBI).

Les techniques de métagénomique globale généerent un nombre important de données et ont permis
la mise en évidence de I'existence d’un virome sur la peau d’individus sains, composant le microbiote
cutané au méme titre que les bactéries commensales, présentes sur la peau en I'absence de toute
manifestation clinique. Ce virome peut avoir un réle symbiotique, c’est-a-dire mutuellement bénéfique

a la fois pour le virome et pour I’'h6te ; ou commensal ou seul le virome tire profil de I'interaction avec
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I’h6te sans pour autant lui nuire.Le virome cutané est composé d’'une multitude de virus dont des
HPV.5153 Enfin les techniques de métagénomique globale permettent I'étude de I'intégration du

génome viral dans le génome humain.?*¢

b- Métagénomique ciblée

Une alternative a la métagénomique globale est d’enrichir le(s) génome(s) HPV ciblé(s) avant
séquencage (Figure 7). Cette stratégie a été utilisée pour analyser les produits de PCR obtenus en
utilisant des amorces consensuelles a large spectre décrites plus haut.3’3%1, La technique s’avére plus
efficace que la métagénomique globale pour étudier des échantillons avec de faibles charges virales.
Le NGS a aussi permis d’analyser les produits d’amplification par RCA347:351,352362-367 | 3 technique de
séquencage des produits de RCA présente un avantage certain pour la découverte de nouveaux
génotypes HPV. En effet le génome viral circulaire est amplifié sans avoir recours a I'utilisation
d’amorces spécifiques. Des séquences partielles correspondant a de nouveaux génotypes HPV putatifs
ont ainsi été identifiées, notamment dans des échantillons précédemment détectés comme
faussement négatifs soit par séquencage des produits de PCR consensuelles3®*3%*  soit par les tests
commerciaux destinés au dépistage des HPV HR3%., A contrario, le séquencage des produits de RCA ne
permet pas toujours de détecter les séquences HPV mises en évidence par séquencage des produits
de PCR.3* Ainsi dans une étude récente, le séquencage haut débit des produits d’amplification obtenus
avec les amorces FAP59/64 a partir d’échantillons cutanés a permis de détecter 352 séquences HPV
(ou putatives), tandis que les mémes échantillons analysés par séquencage haut débit des produits de
RCA a permis de détecter seulement 26 séquences HPV (ou putatives). Parmi ces 26 séquences, 11
correspondaient a des séquences non détectées par la premiere méthode de séquencage haut débit
des produits de PCR3473%8, || semble donc que le séquencage haut débit des produits de PCR soit plus

sensible que le séquencage des produits de RCA. Cependant la technique de RCA, ne nécessitant pas
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une connaissance préalable de la séquence recherchée, permet la détection potentielle de nouveaux

HPV.3¢?

c- Ségquencage des produits de capture

Le séquencage des produits de capture (Target enrichment sequencing / Pull-down capture
sequencing / Specific enrichment capture) est une technique d’enrichissement permettant de
séquencer directement le génome viral étudié a partir de I'extrait d’ADN, sans amplification
enzymatique préalable (Figure 17). Cette technique a été utilisée pour séquencer le génome entier de
grands virus a ADN tels que le virus de la varicelle et du zona (VZV), le virus Epstein-Barr (EBV) ou
I'herpesvirus humain type 8 (HHV-8) directement au sein d’échantillons biologiques.3”° La technique
repose sur "utilisation des sondes d’ARN ou d’ADN dont les séquences sont complémentaires a celles
du génome étudié. Pour un génome entier, la capture peut s’effectuer dans un unique tube contenant
un mélange de sondes biotinylées complémentaires chevauchantes recouvrant la totalité de la
séquence génomique. Lors d’'une réaction d’hybridation, les sondes marquées accrochées a un support
solide (par exemple des billes magnétiques recouvertes de streptavidine) capturent les séquences
complémentaires a partir des acides nucléiques totaux présents dans I"échantillon (Figure 7). La
capture est suivie par une étape de ligation d’adaptateurs spécifiques du séquenceur utilisé, puis d’'une
étape de PCR, avec un nombre de cycles d’amplification restreint, destinée a enrichir les fragments
nucléiques capturés par les sondes. Le succés de la méthode dépend de la disponibilité en séquences
de référence du virus étudié et augmente lorsqu’un large panel de séquences de référence est utilisé
pour concevoir les sondes®’:. En utilisant un mélange de sondes HPV élaborées a partir de la séquence
totale de tous les génotypes alpha, béta, gamma, mu et nu référencés par le Centre National de
Référence des HPV, la technique a été utilisée avec succés pour identifier les génotypes HPV impliqués
dans les cancers cervicaux ainsi que les sites d’intégration du génome des HPV HR dans le génome
humain.?’2374 Cependant le séquencage des produits de capture requiert une quantité importante

d’ADN, ce qui s’avére limitant lorsque I'on travaille a partir d’échantillons cutanés.
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Figure 17 : Techniques de séquencage haut débit du génome viral (Houlcroft et al, 2017)

Chaque échantillon contient un mélange de séquences d'ADN appartenant aux différents pathogénes
(en rouge) ou a I'héte (en bleu). A gauche, le séquengage génomique total permet d'obtenir une
représentation précise des séquences présentes dans I'échantillon. Au centre, le séquencage
d’amplicons nécessite des étapes d'amplification par PCR en amont et permet ainsi d'enrichir la
guantité de fragments sub-génomiques. A droite, la capture est un procédé d'enrichissement réalisé
avant séquencage a l'aide de sondes nucléotidiques biotinylées spécifiques du virus recherché.
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Les papillomavirus humains (HPV) sont de petits virus a ADN ayant un tropisme électif pour les
kératinocytes de la peau et des muqueuses. Les HPV forment I'une des familles de virus les plus
diversifiées sur le plan génétique. En effet, on compte désormais plus de 200 génotypes. De plus des
variants intra-types ont été décrits trés récemment. Les HPV représentent une composante importante
du virome cutané de tout individu dés sa naissance. Ubiquitaires et en général asymptomatiques,
certains génotypes peuvent néanmoins induire des pathologies plus ou moins séveres. Les HPV a
tropisme muqueux a haut risque oncogéene (HPV16, HPV18 et apparentés) sont impliqués dans 99%
des cancers du col de I'utérus. Les HPV a tropisme cutanés sont responsables de pathologies souvent
bénignes de la peau (verrues) mais peuvent étre associés a des cancers de la peau chez les patients

immunodéprimés.

Notre objectif principal fit de mettre au point une technique de génotypage pan-HPV par séquencage
haut-débit (HTS) afin de détecter et de caractériser au mieux les génotypes viraux qui peuvent
potentiellement co-infecter la peau et les muqueuses humaines et rendre compte des pathogénies

associées a HPV.

Plus spécifiquement, au cours de la premiére partie de ma thése, mon objectif fit a visée clinique
visant a identifier dans des frottis de col de I'utérus présentant des dysplasies de type ASCUS les HPV
dont les génotypes restaient indéterminés par la technique Inno-LiPA HPV Genotyping Extra Il ®
(Fujirebio). Cette technique fait partie des “tests HPV” utilisés en pratique clinique pour identifier les
génotypes HPV dans les FCU. Le génotypage repose sur I'amplification du génome HPV par PCR,
couplée a une hybridation inverse permettant I'identification d’un panel restreint de séquences HPV.
La diversité des génotypes HPV, la découverte constante de nouvelles séquences HPV, ainsi que

I’existence de sous-types et variants intra-types mettent a mal I'efficacité de ces tests.

Dans la seconde partie de ma theése, j'ai appliqué cette méthode a la caractérisation des génotypes

HPV cutanés avec pour objectif d’analyser la dynamique du virome HPV cutané d’un patient atteint
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d’une immunodéficience rare (Syndrome WHIM) caractérisée par une susceptibilité au
développement de pathologies associées a HPV. Les échantillons consistant en des écouvillonnages de
peau réalisés sur une période de 18 mois ont été analysés par HTS afin d’identifier les génotypes viraux
dont les charges ont ensuite été quantifiées par PCR génotype-spécifique puis d’analyser a l'aide
d’outils statistiques ad hoc des modifications éventuelles de la composition du virome HPV (qualitative
ou quantitative) au cours du temps d’étude et leur corrélation possible avec le potentiel pathogene

des génotypes HPV incriminés.

72



Résultats

ETUDE N°1: Identification by high-throughput sequencing of HPV variants and quasispecies

that are untypeable by linear reverse blotting assay in cervical specimens

ETUDE N°2 : Identification des papillomavirus humains impliqués dans les papillomatoses

diffuses d’un patient atteint de syndrome WHIM au cours d’un traitement par AMD3100 un

antagoniste de CXCR4
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Préambule

Les Papillomavirus humains (HPV) sont de petits virus a ADN qui infectent les épithéliums
cutanés et muqueux. Les HPV sont aujourd’hui reconnus comme agents étiologiques du cancer du col
de l'utérus. En effet 13 alpha-HPV muqueux sont considérés comme agents carcinogenes pour

I'Homme, les deux principaux étant HPV16 et HPV18.

Le cancer cervical invasif (ICC) est un probléeme de santé publique grave puisqu’il se place au
12%™¢ rang des cancers meurtriers de la femme en France (http://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-
sante/Depistage-et-detection-precoce/Depistage-du-cancer-du-col-de-l-uterus/Le-depistage-par-
frottis-cervico-uterin). Il correspond au stade le plus sévere de l'infection a HPV-HR. Le cancer de
I'utérus est une maladie d’évolution lente. En effet il existe une période de 15 ans en moyenne entre
le stade de dysplasie légere causée par 'infection a HPV et le développement du carcinome génital.
C’est donc cette période qu’il faut cibler pour organiser le dépistage et prendre les mesures adaptées
en cas de dysplasie. En France, I'examen cytologique des cellules recueillies lors d’un frottis cervico-
utérin (FCU) constitue le test de dépistage de référence permettant de détecter toute anomalie de la
mugqueuse génitale. La Haute Autorité de Santé (HAS) conseille d’effectuer un dépistage tous les tris
ans chez toutes les femmes agées de 25 a 65 ans (http://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-
sante/Recommandations-et-outils-d-aide-a-la-pratique/Cancers-gynecologiques, mise en ligne janvier

2017).

En principe pour étre conforme aux exigences de la norme CE-IVD, le test HPV consiste a
détecter la présence ou I'absence d’ADN viral d’HPV HR en précisant ou non le génotype de I'HPV
détecté.?° En pratique les tests de dépistage utilisés incluent aussi le génotypage des 32 HPV-HR et BR
les plus prévalents grace a des tests commerciaux basés sur I'amplification par PCR de ’ADN HPV et
I'identification du génotype par hybridation a des sondes d’ADN spécifiques du génotype recherché.

Le test INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il (Fujirebio ®) fait partie de ces tests de génotypage HPV et
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utilise les amorces SPF10 pour I'étape préalable d’amplification du génome viral. Le test a été validé
pour le génotypage HPV et présente des performances équivalentes aux autres tests utilisé pour le
diagnostic. Cependant plusieurs études rapportent environ 1% d’échec de génotypage malgré une
amplification de I’ADN correcte dans les prélevements cervicaux. Ces HPV de génotype indéterminé
sont dénommés HPVX, et semblent correspondre a des (sous)-types ou variants HPV non-typables par

la technique d’hybridation inverse utilisée

Le séquencage haut-débit a prouvé son efficacité pour le génotypage des HPV, en particulier
lors d’infections multiples ou lorsque les charge virales dans I’échantillon clinique sont faibles.
L’objectif de ce travail a été d’identifier par séquencage haut-débit les (sous)-types ou variants
présents dans les prélevements cervicaux de femmes présentant des dysplasies légéres ; non typables
par le test INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il. Un ensemble de 58 échantillons a été analysé par
séquencage haut-débit des ampliméres amplifiés avec les amorces GP5+/6+. Les reads obtenus pour
chacun des échantillons analysés ont ensuite été regroupés en unités taxonomiques opérationnelles
(OTU) et la séquence représentative de chaque OTU soumise a une analyse phylogénétique et a un

alignement multiple.

Cette approche nous a permis d’identifier de nombreuses infections multiples mettant en jeu
des HPV BR et d’identifier la présence de variants minoritaires des HPV-BR comme cela a déja été
observé pour HPV16.La présence de ces quasi-especes dans la séquence du géne L1 peut expliquer
pourquoi les test de génotypage par hybridation inverse échouent a identifier les génotypes HPV
présents, lorsqu’un variant entre en compétition avec I'HPV recherché, ou lorsque ce variant présente

une séguence non complémentaires des sondes d’hybridations utilisées dans le test.
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Objectives: The aim of this study was to elucidate by high-throughput
sequencing (HTS) the (sub)types and/or variants of human papillomavirus
(HPV) in cervical samples in which the viruses remained untypeable by the
linear reverse blotting assay INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II.
Methods: DNA of 54 samples from women with atypical squamous cells of
undetermined significance (ASC-US) and HPV-positive detection with
undetermined genotypes was amplified by modified GP5+/GP6+; the L1
region was sequenced using Illumina MiSeq. The reads were clustered into
operational taxonomic units (OTU) and quantified for relative abundance
(RA) (OTU reads/total reads per sample).

Results: Multiple infections with 2 to 7 HPV types were detected in 22/54
(40.7%) samples. Fourteen low-risk (LR) HPV types were detected (HPV6,
30, 42, 62, 67, 72, 74, 81, 83, 84, 87, 89, 90 and 114). One high-risk
(HR) HPV35 and two possibly (p)HR-HPV73 were also detected. Twenty-
two specimens contained variants characterised by 2 to 10 changes. The
presence of L1 variants with diverse RA differed in types among the
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samples. In one sample, minority variants of HPV30 reached the maximal
number of 17 OTU with RA inferior or equal to 2.7%.

Conclusions: HTS indicates that multiple infections and minority variants
are not uncommon in ASC-US samples. The presence of L1 quasispecies
can explain why genotyping by linear reverse blotting assays failed when
variants compete or do not match the specific hybridisation probes. Further
studies are needed to increase our understanding of L1 quasispecies

10 dynamics and their role in the early stages of infection.
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Abstract: 250 words

Objectives: The aim of this study was to elucidate by high-throughput sequencing (HTS) the
(sub)types and/or variants of human papillomavirus (HPV) in cervical samples in which the viruses

remained untypeable by the linear reverse blotting assay INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il.

Methods: DNA of 54 samples from women with atypical squamous cells of undetermined
significance (ASC-US) and HPV-positive detection with undetermined genotypes was amplified by
modified GP5+/GP6+; the L1 region was sequenced using lllumina MiSeq. The reads were clustered
into operational taxonomic units (OTU) and quantified for relative abundance (RA) (OTU reads/total

reads per sample).

Results: Multiple infections with 2 to 7 HPV types were detected in 22/54 (40.7%) samples. Fourteen
low-risk (LR) HPV types were detected (HPV6, 30, 42, 62, 67, 72, 74, 81, 83, 84, 87, 89, 90 and 114).
One high-risk (HR) HPV35 and two possibly (p)HR-HPV73 were also detected. Twenty-two specimens
contained variants characterised by 2 to 10 changes. The presence of L1 variants with diverse RA
differed in types among the samples. In one sample, minority variants of HPV30 reached the maximal

number of 17 OTU with RA inferior or equal to 2.7%.

Conclusions: HTS indicates that multiple infections and minority variants are not uncommon in ASC-
US samples. The presence of L1 quasispecies can explain why genotyping by linear reverse blotting
assays failed when variants compete or do not match the specific hybridisation probes. Further
studies are needed to increase our understanding of L1 quasispecies dynamics and their role in the

early stages of infection.
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Introduction

Human papillomaviruses (HPV) are DNA viruses that infect cutaneous and mucosal epithelia. The HPV
genome is a double-stranded circular DNA ~8,000 base pairs (bp) in length. The prototypical HPV
genome encodes 6 early genes (E1, E2, E4, E5, E6 and E7) and 2 late genes (L1 and L2). More than
200 HPV types have been characterised based on sequence information collected by the
International HPV Reference Centre [1]. Classification of HPV is based on the nucleotide sequence of
the L1 gene, which encodes the major capsid protein. HPV belongs to 49 species in five major genera:
alpha, beta, gamma, mu and nu [2]. Specific HPV types display less than 90% similarity to other HPV
types [3]. HPV types can be further classified into lineage variants or subtypes; these variants possess
genome sequences that empirically diverge by 1 to 10% or sublineage variants with genomes that are

0.5% to 1% divergent [4].

The 51 mucosal HPV types belonging to the alpha genus can be divided into four groups based on
their epidemiological association with cancer. (i) Group 1, which include HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51,52, 56, 58 and 59 that are carcinogenic to humans. (ii) The group 2A which include HPV68 that
is probably carcinogenic to humans. (iii) The group 2B, which include HPV 26, 53, 66, 67, 70, 73 and
82 are possibly carcinogenic to humans. The HPV types 30, 34, 69, 85 and 97 in group 2B are possibly
carcinogenic to humans based on their phylogenetic similarity to HPV types for which there is
sufficient or limited evidence of carcinogenicity in humans. (iv) There is no epidemiological evidence
that other HPV types in the alpha genus included in the group 3 (HPV6, 7, 11, 13, 30, 32, 34, 40, 42,
43,44,54,61,62,69,71,72,74, 81, 83, 84, 85, 87, 89, 90, 91, 97, 102, 106 and 114) are carcinogenic
to humans; they cause skin or genital warts, minor cytological atypia and often no apparent disease

[5].

Testing for infection with high-risk (HR) HPV is an invaluable part of the clinical guidelines for cervical
carcinoma screening, management and treatment. Despite a similar overall level of accuracy in

detecting high-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN), commercial HPV assays do not detect
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the same infections in women undergoing primary screening [6]. Their concordance in positive
results varies between 48% and 69% [7-8]. Most of these assays use sets of consensus primers or
mixtures of primers to amplify a subgenomic region of L1 or E6/E7 [7]. Among the PCR-based
methods, the GP5+/6+ (GP) primer set, which targets conserved sequences within the L1 region
flanking highly variable type-specific sequences is commonly used [9]. Full HPV genotyping is based
on the visualisation of amplicons generated by consensus primers using secondary probe

hybridisation on solid supports or sequencing.

The INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il (Fujirebio®) assay is a line probe assay that is licensed for in
vitro diagnostic use and was designed for the qualitative detection and identification of genotypes of
HPV. It is based on PCR using SPF10 primers. Biotinylated amplicons are hybridised to 32 specific
oligonucleotide probes immobilised as parallel lines on membrane strips. The assay detects 13 HR-
HPV genotypes (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59, and 68), 6 possibly (p)-HR-HPV
genotypes (26, 53, 66, 70, 73, and 82), 9 low-risk (LR) HPV genotypes (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
and 81) and 4 genotypes with unknown significance (62, 67, 83, and 89) [10-11]. INNO-LiPA HPV
assays have been proven to be valid methods for HPV genotyping that offer performance
comparable to that of other methods and are suitable for clinical and epidemiological studies [12-
13]. However, the finding in several studies that ~1% of cervical samples showed a positive signal in
HPV lines but failed to display a positive signal in subsequent typing assays and were designated as
containing HPV-X may indicate that certain (sub)types and/or variants were not available on the

respective typing blots [10, 14].

High-throughput sequencing (HTS) has been efficiently used in HPV genotyping and has enabled the
identification of multiple infections and the precise identification of sequences even in specimens
with weak viral loads [15-17]. The aim of this study was to identify by HTS the (sub)types and/or
variants of HPV present in cervical samples that were untypeable (HPV-X) using the INNO-LiPA HPV

Genotyping Extra Il system.
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Materials and methods

Specimens and controls

A selection of 252 HPV DNA-positive cervical samples with squamous cells of undetermined
significance (ASC-US) was obtained from women attending the Dupuytren Hospital (Limoges, France)
and the Bicétre Hospital (Kremlin-Bicétre, France) for cervical cancer screening. All samples were
positive for HPV with indeterminate genotype (HPV-X) according to the INNO-LIPA HPV Genotyping
Extra |l (Fujirebio®) assay. HPV16 DNA extracted from a cervical cytology specimen (sample S53) and
a purified plasmid encompassing the full-length genome of HPV16 (GenBank access number K02718;

ATCC® 45113D™) were used as positive controls.

Protocol for DNA sample library preparation and HPV typing by Illumina® MiSeq HTS

The DNA in the samples was amplified by PCR using modified GP5+/GP6+ primer pairs extended with
overhang adapter sequences required to bind the Illumina® indexes and sequencing adapters [9].
PCR was performed in 50-pL reaction mixtures containing 1X High-Fidelity Platinum buffer, 3.5 mM
MgCl,, 0.6 uM forward and reverse primers and 1 U of proofreading Tag polymerase (Platinum™ Taq
DNA Polymerase, Thermo Fisher). The cycling protocol consisted of an activation step (15 min at
95°C), 21 cycles (1 min at 94°C and 2 min at 50°C, decreased by 0.5°C per cycle to 40°C and 1.5 min at
72°C), 24 cycles (1 min at 94°C, 2 min at 40°C, 1.5 min at 72°C), and a final elongation step (4 min at

72°C) [18).

Each PCR product was dual-indexed using the KAPA HiFi HotStart Uracil + ReadyMix® (Roche
Diagnostics). The Agencourt Ampure XP beads system (Beckman Coulter®) was used to purify the
DNA libraries. The concentrations of the DNA libraries were normalised prior to pooling and
sequencing to ensure equal representation of each sample. A PhiX Control (lllumina®) spike-in at 5%

was used as an internal control to monitor sequencing quality. The combined library and the PhiX
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controls were loaded at 8 pM final concentration on MiSeq using the v3 reagent kit and sequenced

by lllumina MiSeq 2 x 300-bp paired-end sequencing.

Analysis of HTS data

FastQC were processed using CLC Genomics Workbench software V10.0.1 (Qiagen Bioinformatics).
The reads were submitted to quality control and discarded if the quality score was less than 0.05
(QC30) and/or if more than 2 ambiguous nucleotides were detected. Reads with lengths of less than
100 nucleotides were removed for further analysis. The Qiagen GS reference mapper (CLC HTS Core
Tools, Qiagen) was used to identify HPV reads by aligning the trimmed reads to the L1 region of 184
alpha-HPV reference sequences downloaded from the HPV episteme database (PaVE)

(https://pave.niaid.nih.gov/, accessed on 01-11-2017). To be assigned to an HPV type, each read was

required to align with at least 90% identity among 90% typing guidelines. The reads were clustered
into operational taxonomic units (OTU) at 99% similarity (CLC Genomics Workbench (Qiagen
Bioinformatics). OTU containing at least 200 reads were analysed, and representative sequences for

each OTU were thus extracted.

Phylogenetic analysis and detection of variants

Phylogenetic analysis was performed using the maximum likelihood method based on the Tamura-
Nei model using Mega 7 software, allowing the classification of OTU sequences into HPV type
clusters [19]. To detect intratype variants, multiple alignments were performed for the OTU
sequences that had been grouped in the same HPV cluster using ClustalW2 and BioEdit v7.2.5 [20-

21].
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Results

HPV amplification and Illlumina sequencing

The modified GP5+/GP6+ fusion primers amplified 58 (23.0%) of 252 selected samples. A total of
32,881,974 reads were obtained (Fig. 1). After trimming, 14,490,484 reads remained for analysis, and
10,987,925 (75.8%) of the trimmed reads mapped to references. The median length of HPV reads
was 139.3 bp and ranged from 138.6 to 147.4 bp. Four samples (533, S35, S40 and S41) failed to
generate more than 5,000 reads and thus did not meet the criteria to be considered as positive

samples; they were excluded from the study (Supplementary Table S1).

Identification of HPV genotypes

Among our 54 HPV-X samples, 16 different types were detected (Fig. 2). HPV83 (21/54) and HPV42
(20/54) were the most frequently detected, followed by HPV81, HPV67, HPV90, HPV74 and HPV87.
Seven HPV types (HPV30, 72, 74, 84, 87, 90, and 114) cannot be detected by the INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra Il assay because the corresponding probes are not included in the strips. All of
these are unclassifiable as to carcinogenicity in humans (group 3) except for the high-risk (HR) HPV35
found in one sample (S59) and a possible HR (pHR) HPV73 in co-infection with HPV90 or with
multiple genotypes in S17 and S18, respectively (Supplementary Table S2). Multiple infections were
detected in 22/54 (40.7%) samples; the number of types present in multiple infections ranged from 2

to 7 (Table 1).

HPV divergent sequences and variants

Reads clustering in OTU were compared to their respective HPV reference sequences; variants were
detected in 22/54 (40%) specimens (Supplementary Table S2). Sequencing of the L1 region of the
positive plasmid control (HPV16; K02718) showed only one kind of OTU with a relative abundance
(OTU reads/total reads per sample) of 100%, suggesting that the variants observed in clinical samples

are not due to random sequencing errors. Phylogenetic analysis allowed a classification of all OTU
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sequences into 16 clusters; the two positive controls (K02718) and S53 were localised in the HPV16
cluster (Fig. 3). Multiple alignments of OTU showing different homologies of sequences according to
the HPV types considered and the specimens are presented in Supplementary Fig. S1. Among the
variants, changes ranged from 2 to 10 nucleotides; in sample S19, two OTU sequences (519-V3 and
$19-V14) presented the maximum of 10 changes out of 91 nucleotides). The numbers of reported
variants in some samples were very high, reaching 15 for the divergent sequences clustering with
HPV83 in sample (S01) and 17 for the divergent sequences (S19-V3 to S19-V19) clustering with
HPV30 in sample (S19), as shown in Fig. 4A. In S19, the 17 variants have weak relative abundance
values ranging from 2.7% to 0.3%. On the other hand, clusters such as HPV42 are characterised by
low numbers of variants. Among the OTUs found in 20 specimens clustering with HPV42, all 21
amplimers except S49-V2 were highly conserved; these amplimers displayed sequences that were

100% similar to the reference sequence (Fig. 4B).

Discussion

In this study, we used HTS to identify HPV that were untypeable (HPV-X) by the INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra I/® assay in cervical specimens. Using this technique, we were able to identify HPV
genotypes in 54 of the 252 pre-selected specimens. We found multiple infections in 40.7% of the
specimens, consistent with data reported in the literature. Indeed, 20 to 40% of HPV-positive women
harbour in their cervices at least two HPV types [22]. In our study, seven LR types detected by HTS
(HPV30, 72, 74, 84, 87, 90 and 114) are not included in the INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II®
system. Furthermore, although the LiPA method amplified the viral DNA, the specific probes
employed in that system led to the misidentification of 9 types that were included in the LiPA strips:
HR-HPV35 (group 1), pHR-HPV73 (group 2) and LR HPV6, 42, 62, 67, 81, 83 and 89. Our HTS results

illustrate that the limitations in HPV LiPA typing are linked to the presence of mixed HPV types or to
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the presence of variants; these are sometimes present in samples with weak viral loads that probably

do not match the specific hybridisation probes of the blotting assays.

PCR systems using the GP5+/GP6+ primer pair, which allows the amplification of a broad range of
mucosal HPV types in a single reaction, are very common. However, the performance of these PCR
systems can be improved by the addition of eight forward broad-spectrum primers and two
backward broad-spectrum primers (BSGP5+ and BSGP6+); this has led to more homogeneous
analytical sensitivity in the detection of genital HPV types [22]. Moreover, wide variations in
sensitivities across mixed HPV types or variants are a known concern in consensus-primer-based PCR
assays and can result in missed or inconsistent HPV type-specific data reporting [23-24]. GP5+/GP6+
primers cannot amplify beta and gamma HPV species. The sum of these technical limitations may
partially explain why some HPV-X still remained untypeable in our study, which was based on the

deep sequencing of GP5+/GP6+ amplicons.

HTS sequencing is an accurate method for the identification of HPV types, the metagenomic
detection of novel putative HPV types and the analysis of minor HPV variants [25-26]. HTS permits
the characterisation of viral quasispecies as a whole; rather than focusing on dominant viral
haplotypes (e.g., sequences shared by a significant proportion of the population) or a consensus
sequence, it is far more informative to study dynamic and viral adaptation. The concept of
quasispecies consisting of numerous variants has already been proposed for HPV16. It is based on
observations of the presence of multiple variants in individuals with similar levels of observed genetic
variation in RNA viruses; the existence of such variants in individuals is difficult to understand based
on the high fidelity of the host DNA replication machinery and the general low evolutionary rate of
nucleotide substitutions in HPV, which is estimated to be 2 x 10°® per site per year [27]. The
apoliprotein B (APOBEC) 3A and APOBEC3B mRNAs, which encode proteins that convert cytosine to
uracil and induce DNA degradation or mutation if the conversion is not repaired during persistent

viral infection, are known to be involved in the hypermutation of the HPV16 long control region E2
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[28]. Selective hypermutations have been proposed to be involved in the evolution of the HPV16
genome and in rapid escape of the virus from the adaptive immune response. Our results suggest
that the concept of quasispecies could be extended to the L1 sequences of numerous alpha-HPV
species members, although it appeared to be inconstant in our study of the genotypes in ASCUS
samples. L1 hypermutation may alter the specific loop structure of the capsid that contains type-
specific immunodominant epitopes [29]. It will be of particular interest to explore how natural L1
quasispecies acquisition may result in the generation of neutralising antibodies with different binding
affinities and how it may be involved in individual viral immune evasion and in the persistence of HPV

in basal keratinocytes.

In conclusion, this study identified frequent multiple infections with LR HPV in ASC-US cervical
samples and revealed that minority variants in LR alpha HPV clusters are not uncommon. The
presence of L1 quasispecies in cervical samples can explain why genotyping by linear reverse blotting
assays fails when variants compete with or do not match the specific hybridisation probes. The role
played by the L1 quasispecies in the individual modulation of host immune response should be

explored.
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1
§ Table 1. Identification of HPV types by lllumina HTS sequencing in HPV DNA-positive cervical
A samples that are untypeable by the INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il system
5
¢7'> HPV type identified ™ Numbaofdete_aions
among 54 specimens
8 35 1
?o a2 4
n 67 3
12 74 i
13 81 2
14 83 15
15 87 3
:? 39 1
18 30 i
19 114 1
20 6,42 1
21 42,74 1
” 42,81 1
- &2,83 3
25 42,84 2
42,50 i
62,67 1
62,81 1
62,89 |
73,50 1
87,50 i
30,42, 67 1
42,67, 81 1
42,74,83 1
42,74,87 i
42,81, 83 y |
74,81, 83 |
42,67,72,88,50 1
42,67,73,74,61, 84,50 i

a Numbers in bold indicate HP\ types that are carcinogenic to humans (group 1).
& Numbers in bold and italic indicate HPV types that are possibly carcnogenic to humans [group 28).
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Total reads number:
32,881,974

Quality score: at least QC30
Maximum number of ambiguities: 2 nucleotides
Discarded reads: below length of 100 nucleotides

Trimmed reads number:
14,490,484

Lenght fraction: 0.9
Similarity fraction: 0.9

HPV mapped reads number:
10,987,925

OTU clustering: 99% of similarity
OTU sequence analysis: at east 200 reads per OTU

HPV OTU clustered reads:
3,835,508
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Figure 1. Flowchart of the NGS data analysis procedure
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Figure 2. HPV types detected in the clinical samples
HPV types are classified according to the number of detections among 54 cervical samples.
*HPV probes included in the INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il strips

17 **HR-HPV or pHR-HPV

23 Figure 3. Phylogenetic analysis of L1 variants

26 Phylogenetic analysis was performed using the maximum likelihood method based on the Tamura-
28 Nei model, which allows the classification of each OTU sequence in the HPV type clusters. ref:
30 reference sequence of each distinct cluster downloaded from the HPV episteme database (PaVE)

32 (https://pave.niaid.nih.gov/, accessed on 01-11-2017)

38 Figure 4. Multiple alignment of L1 variant sequences

41 (A) A total of 17 OTUs (HPV30-V3 to HPV30-V19) clustering with the HPV30 reference sequence

43 (HPV30_ref) were isolated by HTS in sample S19.

46 (B) Twenty-one OTUs clustering with the HPV42 reference sequence (HPV42_ref) were isolated in a
48 total of 20 different specimens. Sample 49 (S49) contains one minority variant (542-V2) that accounts

for 1.3% of the total reads.

The percentages to the right of each line correspond to the respective relative abundances of
individual OTUs.
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Figure S1. Alignment of individual OTU sequences to the HPV cluster reference genome
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1

2

3 Table S1: Trimming of lllumina reads

g The four samples $33, S35, S40 and S41 highlighted in grey correspond to negative samples for which HTS

6 failed to generate more than 5,000 reads

7

8 Sample  Total reads Total reads Trimmed HPV Percentage of Mapped reads
9 average lenght reads mapped reads mapped reads average lenght
10 (bp) (bp)
1 S1 655868 117.6 447904 341414 76.22 138.9
12 S2 870388 98.6 387776 290256 74.85 138.9
12 S3 621530 98.4 268846 176161 65.52 138.9
15 S4 507536 91.6 154924 97757 63.10 147.4
16 S5 368466 135.9 348656 303157 86.95 138.9
17 S6 448526 134.9 411616 375752 91.29 138.8
18 S7 573944 126.2 465538 419585 90.13 138.9
19 S8 815426 87.6 235144 128631 54.70 138.9
20 59 534040 125.6 106512 353333 331.73 142.0
gé S10 932288 97.5 390186 294346 75.44 138.9
23 S11 590438 84.8 129102 73724 57.11 138.9
24 S12 487602 115.5 305942 199245 65.13 144.7
25 S13 672160 104.4 337720 252990 74.91 138.9
26 S14 185764 118.3 128808 105807 82.14 138.9
27 S15 558918 96.7 220492 172081 78.04 138.9
28 S16 617794 100 266506 156990 58.91 142.8
29 S17 717756 117.3 488824 381931 78.13 138.9
g? S18 715088 129.4 612904 555693 90.67 138.8
D S19 628878 103.5 306528 215958 70.45 138.8
33 S20 583176 88 161874 86423 53.39 139
4 S21 489614 138 476798 412078 86.43 138.9
35 S22 527166 101.6 239918 192677 80.31 138.9
36 S23 558500 138.7 551176 506672 91.93 138.9
37 S24 441930 135.1 412924 370630 89.76 138.9
gg S25 427300 138.8 422246 387194 91.70 138.9
40 S26 570842 124.9 453712 398152 87.75 138.9
41 S27 839846 77.8 93102 5911 6.35 138.6
42 S28 517046 138.1 505126 448701 88.83 138.9
43 S29 615340 99.3 261444 212668 81.34 138.9
44 S30 595092 98.9 225290 163727 72.67 146.3
45 S31 797186 78.2 116528 49413 42.40 138.9
46 S32 505132 92.5 152958 102272 66.86 147.6

&4

49 S34 670644 83.7 137418 72371 52.66 138.9

S36 697698 83.5 136416 89512 65.62 138.9
S37 875662 83.2 151794 70738 46.60 149.9
S38 588424 84.7 137250 71625 52.19 138.9
S39 592124 97.4 231920 179317 77.32 138.9

CBIRAALICHES
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S42
543
S44
S45
S46
S47
548
549
S50
S51
S52
S53
S54
S55
S56
S57
S58
S59
S60

658762
608384
412622
590746
486456
269672
808594
866546
480482
797458
71940
72740
66 374
129998
70 086
46 824
52253
59 343
338296

125.5
83.9
79.6
84.1
83.5
134
85.1
82.6
126.6
97.4
146.9
147.2
147.6
126.8
147
150.7
132.7
152.8
143
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522252
120682
59284
139982
95510
236088
175434
190468
390810
312046
70 360
72020
65234
86690
69342
45950
41378
59022
329966

449063
59663
24636
44830
34549
124862
112936
85538
350593
183633
67 051
68912
62008
80309
66237
43717
38519
55212
302302

85.99
49.44
41.56
32.03
36.17
52.89
64.38
4491
89.71
58.85
933
95.68
95.05
92.64
95.52
95.14
93.54
91.62
91.62

138.9
138.9
138.9
139
138.9
139.2
138.9
138.9
138.9
138.9
139.53
139.59
39.28
139.85
139.33
142.75
139.36
142.9
142.4
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1
2
3 Table S2: Percentage of each OTU read per sample
4
5 Sample oTU HPV Cluster Relative Nucleotide
6 abundance divergence
(OTU reads/total per 100pb (%)
7 reads per
8 sample)
9 s01 S01-V1 83 87.1% 3.3%
10 S01 S01-V2 83 4.6% 2.2%
11 s01 S01-V3 83 1.5% 3.3%
12 S01 S01-V4 83 1.1% 3.3%
13 S01 S01-V5 83 0.8% 3.3%
14 S01 S01-V6 83 0.8% 3.3%
15 S01 S01-V7 83 0.6% 3.3%
s01 S01-V8 83 0.6% 3.3%
16
s01 S01-V9 83 0.5% 3.3%
17
18 S01 S01-V10 83 0.5% 3.3%
19 S01 S01-V11 83 0.5% 3.3%
20 S01 S01-V12 83 0.4% 3.3%
S01 501-V13 83 0.4% 3.3%
21 S01 S01-V14 83 0.3% 3.3%
2 S01 S01-V15 83 0.3% 1.1%
23 s02 502 90 100% 2.2%
24 03 $03-V1 42 89.7% 0.0%
25 S03 S03-V2 89 3.4% 1.1%
26 S03 S03-v3 90 2.0% 0.0%
27 S03 S03-V4 72 1.8% 1.1%
28 S03 S03-V5 72 1.7% 3.2%
29 S03 S03-V6 72 0.9% 1.1%
30 S03 S03-V7 67 0.6% 2.2%
31 S04 504-V1 89 97.9% 0.0%
S04 504-V2 62 2.1% 2.2%
32
S05 505-V1 67 87.2% 2.2%
33
S05 505-V2 62 12.8% 0.0%
A
S06 S06-V1 81 84.6% 0.0%
35
S06 S06-V2 74 14.6% 5.0%
36
S06 S06-V3 74 0.7% 0.0%
37 S06 S06-V4 83 0.2% 3.3%
38 S07 s07 83 100% 3.3%
39 508 S08 83 100% 3.3%
40 S09 S09-V1 83 99.6% 3.3%
41 S09 S09-V2 83 0.2% 3.3%
42 S09 S09-V3 83 0.2% 3.3%
43 s10 $10-V1 83 99.5% 2.2%
= . 0 . 0
s10 $10-V2 83 0.3% 1.1%
45 s10 $10-V3 42 0.2% 0.0%
46 s11 S11 83 100% 3.3%
47 s12 S12-V1 83 98.7% 3.3%
48 s12 S12-V2 83 0.7% 3.3%
s12 $12-V3 83 0.3% 2.2%
49
s12 S12-V4 83 0.3% 3.3%
50
s13 513 83 100% 3.3%
51
s14 S14 83 100% 3.3%
2
> s15 515-v1 83 99.1% 2.2%
53 s15 515-V2 83 0.9% 3.3%
4 s16 S16-V1 83 62.6% 3.3%
55 s16 $16-V2 83 31.8% 3.3%
56 S16 S16-V3 83 4.2% 2.2%
57 s16 S16-V4 83 0.7% 3.3%
58
59
60
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S16
S17
S17
S17
S17
S17
$17
S17
S17
S17
S17
s17

s17
s17
s17
s17
S18
S18
S18
S19
s19
s19
s19
S19
S19
S19
S19
s19
S19
S19
S19
S19
s19
s19
s19
s19
s19
s19
S20
S20
S21
S21
S21
S21
$22
S22
S23
S23
S23
S23
§23
S24
S24
S25
S25
S25
S26
S27

$16-V5
S17-v1
S17-V2
S17-V3
S17-v4
S17-V5
S17-Ve
S17-Vv7
S17-v8
S17-V9
$17-V10
S$17-v11
S$17-V12
$17-V13
S17-V14
S$17-V15
S$17-V16
$18-V1
$18-V2
$18-V3
$19-v1
§$19-v2
§$19-v3
$19-v4
$19-V5
$19-V6
$19-V7
$19-v8
$19-V9
$19-V10
S$19-vi11
$19-V12
§$19-V13
S$19-vi4
$19-V15
$19-V16
$19-V17
$19-V18
$19-V19
$20-V1
$20-V2
S21-v1
$21-V2
$21-V3
S21-v4
$22-V1
$22-V2
$23-vV1
$23-V2
S23-v4
$23-V5
S23-V6
S24-V1
$24-V2
$25-V1
$25-V2
$25-V3
S26
S27-V1

83
74
81
73
42
74
67
67
84
74
90
90
90
90
90
90
67
90
90
73
42
67
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
67
67
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
42
74
42
74
87
87
87
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0.6%
86.8%
3.2%
1.5%
1.4%
1.6%
0.7%
0.7%
0.5%
0.5%
0.7%
0.4%
0.4%
0.6%
0.3%
0.5%
0.2%
99.7%
0.2%
0.1%
79.8%
7.7%
2.7%
1.2%
1.0%
0.9%
0.9%
0.8%
0.7%
0.6%
0.6%
0.5%
0.5%
0.4%
0.4%
0.4%
0.4%
0.4%
0.3%
96.6%
3.4%
99.0%
0.4%
0.3%
0.2%
99.7%
0.3%
94.6%
0.5%
0.1%
0.1%
0.1%
99.8%
0.2%
99,4%
0,5%
0,2%
99.4%
0.3%
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1.1%
6.0%
0.0%
0.0%
0.0%
5.0%
6.6%
2.2%
1.1%
6.0%
0.0%
2.2%
2.2%
2.2%
2.2%
2.2%
1.1%
2.2%
0.0%
2.0%
0.0%
1.1%
11.0%
9.9%
8.8%
11.0%
8.8%
8.8%
8.8%
4.4%
6.6%
4.4%
8.8%
11.0%
4.4%
8.8%
4.4%
4.4%
4.4%
2.2%
4.4%
2.2%
2.2%
3.3%
2.2%
3.3%
3.3%
2.2%
3.3%
3.3%
3.3%
2.2%
0.0%
2.0%
0,0%
0,0%
3,3%
3.3%
3.3%
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1
2
3 S27 $27-V2 87 0.3% 3.3%
4 s28 $28-V1 87 99.7% 1.1%
5 s28 $28-V2 90 0.3% 0.0%
6 S29 $29-v1 67 98.5% 1.1%
7 $29 $29-V2 81 0.8% 0.0%
$29 $29-V3 42 0.4% 0.0%
8 $29 $29-v4 81 0.3% 0.0%
9 $30 $30-V1 81 85.1% 2.2%
10 $30 $30-V2 81 14.3% 0.0%
11 $30 $30-v3 2 0.5% 0.0%
12 s31 s31 67 100% 1.1%
13 $32 $32-V1 74 97.4% 1.0%
14 $32 $32-V2 74 2.6% 2.0%
15 s34 S34 87 100% 1.1%
16 $36 $36-V1 42 56,1% 0,0%
17 s36 $36-V2 84 43,9% 3,3%
18 $37 $37-V1 84 56.3% 3.3%
19 $37 $37-V2 84 3.5% 3.3%
20 $37 $37-V3 42 1.0% 0.0%
21 $37 $37-V4 84 0.7% 1.1%
2 s38 $38-V1 6 54.9% 0.0%
3 s38 $38-V2 42 45.1% 0.0%
$39 $39 42 100% 0.0%
24 s42 S42-V1 83 99.7% 2.2%
25 s42 S42-V2 42 0.3% 0.0%
26 s43 S43-v1 83 95.0% 2.2%
27 s43 S43-V2 42 3.1% 0.0%
28 s43 543-V3 81 1.9% 0.0%
29 s44 S44 67 100% 2.2%
30 sa5 $45-V1 42 98.2% 0.0%
31 S45 S45-V2 83 1.8% 2.2%
32 S46 S46 83 100% 2.2%
33 s47 S47-V1 83 86.3% 1.1%
2! sa7 S47-V2 74 7.1% 5.0%
35 s47 S47-V3 42 6.6% 0.0%
36 s48 S48 42 100% 0.0%
37 s49 S49-V1 42 98.7% 0.0%
38 s49 $49-V2 42 1.3% 2.2%
39 S50 S50-V1 114 98.5% 2.8%
S50 S50-V2 114 0.8% 1.9%
40 S50 S50-V3 114 0.3% 4.7%
41 S50 S50-V4 114 0.2% 0.0%
42 S50 S50-V5 114 0.2% 0.0%
43 s51 s51 42 100.0% 0.0%
44 S52 $52-V1 81 97.9% 0.0%
45 52 $52-V2 62 2.1% 0.0%
46 S53 53 16 100% 0.0%
47 S54 S54 81 100% 0.0%
48 S55 55 83 100% 1.1%
49 S56 S56 89 100% 1.1%
50 S57 S57 81 100% 0.0%
51 S58 S58-V1 42 89.6% 0.0%
52 58 $58-V2 90 10.4% 0.0%
53 S59 $59 35 100% 0.0%
01 HPV16-K02718 HPV16-K02718 16 100% 0.0%
55
56
57
58
59
60
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Etude N°2

Identification des papillomavirus humains impliqués dans les papillomatoses
diffuses d’un patient atteint de syndrome WHIM au cours d’un traitement par

AMD3100 un antagoniste de CXCR4

Lucie Molet, Delphine Girlich, Rémy A Bonnin, Carmen Gallego, Proust Alexis, Bouligand Jéréme,
Bachelerie Francoise, Deback Claire

(Ce travail fera l'objet d’une prochaine soumission, en association avec les études immuno-
hématologiques réalisées dans notre laboratoire chez le patient au cours du traitement par AMD310)
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Préambule

Il existence une prévalence importante et sélective d’infections persistantes a HPV et des
cancers associés chez les patients souffrant de certaines immunodéficiences. Cette spécificité souligne
I’existence de facteurs spécifiques présents au niveau de la cellule hote (i.e. kératinocytes, cellules
souches, cellules de jonction..), favorisant I'infection par HPV, au-dela de I'immunodéficit lui-méme.
Cette sensibilité particuliére aux infections par HPV est retrouvé dans des immunodéficits congénitaux

tels que I'Epidermodysplasie verruciforme ou le syndrome WHIM.

Le syndrome WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis) est un
déficit congénital rare dont l'incidence a été estimée a 0.23 cas par million de naissance. Une
panleucopénie profonde caractérise les patients et affecte les lymphocytes B, T, NK, et les cellules
myéloides incluant les neutrophiles. La neutropénie est accompagnée d’une hypercellularité de la
moelle osseuse associée a une accumulation de neutrophiles sénescents spécifique de la
myélokathexie. Comme conséquence de la panleucopénie. le syndrome WHIM est caractérisé par des
infections bactériennes communautaires apparaissant dés I'enfance, principalement au niveau
pulmonaire et oro-pharyngé. Une majorité de patients souffrent d’infections graves HPV. Typiquement
les verrues cutanées (verrues vulgaires et verrues planes) apparaissent des I'enfance et sont localisées
principalement sur les mains et les pieds. Les verrues génitales et condylomes apparaissent plus tard
chez le jeune adulte sexuellement actif. Contrairement aux verrues cutanées, les verrues du tractus

génital et oro-pharyngé peuvent progresser vers la cancérisation.

La prise en charge médicale des patients atteint de syndrome WHIM n’est pas standardisée
mais comprend généralement I'administration au long cours de G-CSF (Granulocyte-colony stimulating
factor) et d'immunoglobulines intraveineuses, des antibiotiques a large spectre. Jusqu’a ce jour, il n'y
a pas de molécules antivirales (cidofovir, interféron) ou immunomodulatrices (Imiquimod) ayant

démontré une efficacité probante dans le traitement des verrues chez ces patients. Seules I'exérese
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chirurgicale et les cryothérapies itératives apportent un bénéfice transitoire. Le plérixafor (AMD3100)
a été utilisé chez un patient atteint de syndrome WHIM afin de corriger la leucopénie et réduire les
Iésions dermatologiques. Dans un modele de culture 3D, ’AMD3100 en bloquant le gain de fonction a
permis d’inverser le processus de transformation et de rétablir I'expression séquentielle des protéines
virales du cycle lytique. Un effet thérapeutique potentiel de ’AMD3100 sur le développement des
verrues cutanées est supposé lorsque la molécule est associée a I'imiquimod. En considérant que
I'interaction entre le déroulement du cycle viral HPV et I’axe CXCL12/CXCR4 dans les kératinocytes est
I’élément médiateur direct des symptémes observés dans le syndrome WHIM, |'effet bénéfique de
I’AMD3100 doit intervenir sur les autres composantes controlées par I'axe CXCL12/CXCR4 et

notamment la prolifération des kératinocytes infectés au niveau de la peau.

Ce travail s’inscrit dans une étude globale des modifications virologiques et immuno-hématologiques

d’un patient atteint de syndrome WHIM au cours d’un essai thérapeutique par ’AMD3100.

Au niveau virologique, les objectifs majeurs de cette étude étaient les suivant: (1) utiliser une
technique de séquencage haut débit pour identifier les génotypes HPV retrouvés a la surface de la
peau et composant le virome cutané, (2) quantifier les génotypes HPV identifiés par qPCR afin de

caractériser les modifications éventuelles du virome au cours du traitement par AMD3100.

Pour cette étude nous avons mis au point une méthodologie originale consistant en I'amplification de
la région L1 a I'aide d’amorces dédiées a la détection d’HPV muqueux (MY09/&&) et cutanés

(FAP60/64) puis le séquengage des amplimeéres sur lllumina Miseq®.

Le séquencage haut débit nous a permis d’identifier les génotypes HPV présents a la surface de la peau
et dans les biopsies profondes de Iésions cutanées, et constituant le virome HPV du patient. Les PCR
en temps réel nous ont ensuite permis de quantifier les différents génotypes identifiés dans les
préléevements. Nous n’avons pas observé de modification qualitative du virome HPV sous AMD3100

mais des modifications dans les proportions relatives de ces génomes viraux suggérant la sélection de

110



certains types viraux. L'étude du virome au cours de I'administration d’ADM3100 a permis d’observer
des modifications de la dynamique des HPV cutanés et d’identifier la sélection d’un variant

pathologique.
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Exposé des travaux

Identification des papillomavirus humains impliqués dans les
papillomatoses diffuses d’un patient atteint de syndrome WHIM au

cours d’un traitement par AMD3100 un antagoniste de CXCR4

Introduction

Les papillomavirus humains (HPV) comptent a ce jour plus de 200 génotypes répertoriés en
cing genres alpha-, béta-, gamma-, mu- et nu-HPV.%2 Leur génome circulaire d’environ 8 kpb dont la
structure et I'organisation sont conservés parmi les HPV comprend une région régulatrice LCR (long
control région), six génes codant les protéines non-structurales E1, E2, E4, E5, E6 et E7 impliquées dans
la réplication virale et deux genes L1 et L2, codant respectivement les protéines majeure et mineure
de la capside. La taxonomie des HPV est fondée sur la phylogénie construite a partir de la séquence
génétique de L1. Les HPV sont doués d’un tropisme sélectif pour les kératinocytes. Selon le schéma
admis, les HPV infectent les kératinocytes de la couche basale de I'épithélium malpighien de la peau
ou des muqueuses. Le cycle réplicatif viral est lié au programme de différenciation cellulaire.® Celui-ci
s’effectue lors de la migration des kératinocytes vers la surface de I'épiderme jusqu’a la desquamation
de la couche cornée.* Considérés 3 la fois comme symbiotes et pathobiotes, la complexité de la
pathogénie liée aux HPV, strictement humains, reste difficile a explorer dans un contexte de relation
héte-pathogéne trés ancienne dont I'équilibre s’est constitué au fil de I’évolution des hominidés.® Les
HPV appartenant principalement aux genres béta et gamma constituent une part significative du
virome normal, persistant et silencieux, de la peau et des muqueuses.®” En pratique médicale, les HPV

a bas risque (BR) oncogénes sont connus pour étre responsables d’infections le plus souvent bénignes
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de la peau et des muqueuses, parmi lesquelles des verrues cutanées - impliquant en majorité des béta-
ou des gamma-HPV - et des condylomes impliquant des alpha-BR-HPV. A I'opposé, les alpha-HPV16,
alpha-HPV18 et apparentés a haut-risque (HR) oncogéne sont a I'origine de cancers ano-génitaux et
des voies aéro-digestives supérieures et certains béta-HPV (HPV5, HPVS8, HPV20, HPV17 et HPV38) sont
désormais classés parmi les agents possiblement carcinogenes pour 'homme, responsables en
association avec I'exposition aux ultra-violets, et ce plus volontiers au cours de déficit du systeme

immunitaire cellulaire, de kératoses actiniques et de certains carcinomes épidermoides de la peau.*®°

Le syndrome WHIM est un immunodéficit primaire rare défini par son acronyme : verrues
(Warts) hypogammaglobulinémie, infections bactériennes récurrentes, et myélokathexie - une forme
de neutropénie rare ou les polynucléaires neutrophiles sénescents sont retenus dans la moelle
osseuse. Depuis sa description pour la premiéere fois par Zuelzer en 1964, 90 cas de WHIM ont été
rapportés dans le monde.’® En 2003, ce syndrome a été associé a des mutations autosomiques
dominantes du récepteur CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4), récepteur de la chimiokine
CXCL12, un récepteur couplé aux protéines G.** Les mutations décrites au cours du syndrome WHIM
entrainent un gain de fonction par altération du processus normal de désensibilisation du récepteur
apreés la liaison avec son ligand.> Un modéle murin de syndrome WHIM a apporté la démonstration
du role étiologique des dysfonctions de CXCR4 dans la pan-leucopénie caractéristique de la maladie,
lesquelles provoquent des anomalies de développement, de localisation et de migration des cellules
lymphoides et myéloides.’® Un rdle de ces cellules dans le contréle de I'infection a HPV a été également
étayé par |I'observation en 2015 de la rémission spontanée d’une patiente atteinte de WHIM suite une
chromothripsis - un accident rare de délétion génique massive - dans une lignée myéloide, la délétion
d’une grande portion du chromosome 2 ayant emporté le géne CXCR4 muté parmi 163 autres genes

avoisinant.*

L'expression de CXCL12 et de son récepteur CXCR4 n’est pas restreinte aux cellules

hématopoiétiques et participe a la régulation de I'adhérence, la chimiotaxie, la survie et la prolifération
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de nombreux types cellulaires, y compris les kératinocytes.'® Environ 70 % des patients atteints de
syndrome WHIM connaissent le développement de verrues cutanées étendues et de papillomes ano-
génitaux qui évoluent en cancer.'® Cette susceptibilité sélective aux infections par HPV a fait suspecter
un lien entre I"axe CXCR4/CXCL12 et la pathogénie virale au sein méme des kératinocytes, ce qu’ont
confirmé les travaux menés par I'équipe de F. Bachelerie en démontrant que CXCL12 et ses récepteurs
étaient surexprimés sous la dépendance de I'expression des oncoprotéines E6 et E7 exergant une
activation autocrine de I'axe de signalisation dans des kératinocytes immortalisés par.l” Dans le
contexte du WHIM, I'expression d’un récepteur CXCR4 portant une mutation gain de fonction favorise
dans des kératinocytes différenciés la stabilisation des oncoprotéines E6 et E7 d’'HPV18, et ce aux
dépens de la réplication virale végétative, aboutissant a une altération de la prolifération des
kératinocytes et de la mort cellulaire indicatifs d’un processus actif de carcinogenése. L’ensemble de
ces travaux montre que I'axe CXCL12/CXCR4 en régulant la prolifération des kératinocytes laquelle est
étroitement liée a la réplication virale participe ainsi au contréle intrinseque du cycle biologique des
HPV-HR et fonctionne dans les kératinocytes comme un pivot dans I’équilibre entre oncogenése viro-

induite et différenciation processive des cellules infectées.®

Il n'existe pas de traitement standardisé pour le syndrome WHIM, la prise en charge
symptomatique des patients reposant sur une couverture par antibiotiques a large spectre et
I'utilisation empirique d’immunoglobulines polyvalentes et de facteur de croissance de la lignée
granulocytaire (G-CSF et GM-CSF) au long cours.'®® Les traitements par interféron alpha ou béta,
cidofovir, imiquimod topique- un agoniste de Toll-Like recepteur (TLR)7.%°- sont globalement
inefficaces sur le développement des verrues chez les patients WHIM ; seule I'exérése chirurgicale
apporte un effet suspensif mais transitoire.® Au regard des études fonctionnelles, bloquer le gain de
fonction du récepteur muté, notamment en utilisant un antagoniste sélectif de CXCR4, comme
I’AMD3100, est apparu comme une stratégie rationnelle pour limiter les symptémes du syndrome

WHIM.2! Parmi eux, ’/AMD3100 - connu aussi sous le nom de plerixafor ou Mozobil® (Genzyme, France)
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identifié dés 1997 parmi les inhibiteurs possibles de CXCR4 en tant que co-récepteur pour I'entrée du
VIH dans les lymphocytes T CD4 a recu grace a la découverte de ses propriétés hématologiques une
autorisation de mise sur le marché pour la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques dans
le sang périphérique avant leur collecte en vue d’une autogreffe chez les patients adultes atteints de
lymphome ou de myélome multiple.?>** Aprés injection, 'AMD3100 a pour effet significatif une
augmentation du titre des lymphocytes mais aussi des polynucléaires neutrophiles et des monocytes

dans le sang périphérique.>2¢

Au-dela de ses propriétés hématologiques, ’AMD3100 impacte aussi la pathogénie associée a
HPV au sein des kératinocytes. En effet, Meuris et al. montre dans ses travaux menés dans le
laboratoire que lors de la différenciation de kératinocytes dans des cultures organotypiques en trois
dimensions, ’/AMD3100 réduit I'expression des oncogenes E6 et E7 et promeut I'expression de E4 et
L1 indicatifs d’une inversion du processus pro-oncogénique vers un cycle viral végétatif.'® Dans les
modeles murins, 'administration d’AMD3100 permet de réduire le volume des tumeurs développées
par xénogreffe de cellules HPV16 issues d’un cancer du col de I"'utérus ou dans le contexte du WHIM
par injection sous-cutanée de kératinocytes HK18-HR-HPV18 exprimant un récepteur CXCR4 porteur
d’une mutation gain de fonction.!” Dans une étude pré-clinique sur son effet anti-HPV, Meuris et al.
confirme que, chez la souris transgénique K14-HPV16, ’AMD3100 réduit la sévérité des lésions et le
processus pro-inflammatoire adjacent.?” Enfin, chez ’lhomme cette fois, dans un essai de phase |
incluant trois patients WHIM, I'injection d’AMD3100 pendant 6 mois s’accompagne de |I'amélioration
des parameétres hématologiques et pour deux d’entre eux, avec I'application topique d’imiquimod, de

la guérison de certaines verrues cutanées.?

Les objectifs de cette étude étaient : (1) mettre au point une technique de séquencage a haut
débit afin d’identifier les génotypes HPV a la surface de la peau saine et des verrues d’un patient atteint

de syndrome WHIM, (2) par une approche quantitative de mesurer les éventuelles modifications
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dynamiques des HPV impliqués dans la papillomatose au cours d’un essai de traitement par AMD3100

administré durant 7 mois.

Matériels et méthodes

1- Patient et histoire de la maladie

Le patient ayant participé a cette étude avec son consentement éclairé est un homme agé de
28 ans. |l est le 4°™ enfant d’une famille de 4 enfants, sans antécédents familiaux d’infections ou
d’'immunodépression en particulier. Le diagnostic de la maladie a été porté sur un ensemble de
symptomes apparus a I'age de 5 ans, avec des verrues, des rhino-pharyngites a répétition et plusieurs
infections bactériennes a type de mastoidites. Sur le plan biologique, son tableau associe une
neutropénie, une lymphopénie et une hypogammaglobulinémie. Un syndrome WHIM a été évoqué
sur les arguments suivants : une myélokathexie sur la moelle osseuse,? des tests fonctionnels de 'axe
CXCR4/CXCL12 montrant un profil compatible avec un syndrome WHIM, avec un gain de fonction de
I'axe (travaux de K. Balabanian);%?° sur le plan génétique, il ne présente cependant pas de mutation
de CXCR4 ni des geénes impliqués dans les neutropénies congénitales différentielles GATA2,
STK4/MST1.%° L’AMD3100 (Laboratoire Sanofi Genzyme) obtenu a titre compassionnel a été administré
par voie intraveineuse sous surveillance médicale (Dr J. Donnadieu, Service d'hématologie-immuno-
oncologie pédiatrique; CHU Paris Est - Hopital d'Enfants Armand-Trousseau). La durée de traitement a

été de 7 mois.
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2- Recueil et préparation des échantillons cutanés

La surface des verrues et de la peau saine - a distance d’une |ésion - a été écouvillonnée avec un
geste appuyé a l'aide d’écouvillons stériles. Les écouvillons ont été déchargés sous agitation
mécanique dans 300uL de milieu de transport pour virus (Virocult®). Trois biopsies profondes de
verrues ont été réalisées en 2013 dans le cadre du soin (Dr Cuny, service de dermatologie, Nancy) a
I"aide d’un punch a biopsie sous anesthésie locale et placées chacune dans un tube en polypropyléne
stérile avant d’étre acheminées au laboratoire. Les biopsies et les suspensions ont été conservées a -
80°C avant analyse. Les acides nucléiques totaux ont été extraits des différents échantillons a I'aide
d’une plateforme NucliSENS® easyMAG™ (bioMérieux ®) au laboratoire de virologie de I'hopital Paul
Brousse (Villejuif), selon les recommandations du fournisseur. Les extraits ont été conservés a -20°C

avant analyse.

3- Analyse qualitative du virome HPV : préparation des librairies et séquengage haut débit

a- Amplification du géne L1

Le gene L1 des HPV a été amplifié a partir des d’acides nucléiques extraits des échantillons par
PCR en utilisant les amorces FAP6085/64 (FAP6084 5’-CCW GAT CCH AAT MRR TTT GC-3’ et FAP64 5’-
CCW ATA TCW VHC ATI TCI CCA TC-3’) et MY09/11 (MY09 5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ et
MY11 5’-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3’ modifiées en 5’ par une séquence-adaptateur nécessaire
a la ligation des index et des adaptateurs lllumina® (séquence adaptateur sens: 5’-TCG TCG GCA GCG
TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG-[amorce sens]-3’ et séquence adaptateur anti-sens: 5'-GTC TCG TGG
GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G-[amorce anti-sens]-3’. Les amplifications ont été réalisées a
I'aide de I'enzyme Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (ThermoFischer Scientific™). Le mélange
réactionnel comprenait 0,5 uM ou 0,6 uM de chacune des amorces illuMY09/11 ou illuFAP6085/64

respectivement, 0,2 mM de chaque dNTP, 6mM de MgS04 et 1U de Taq polymérase. Le protocole de
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thermocyclage comprenait une étape d’activation a 95°C pendant 15 secondes, 40 cycles
d’amplification a 94°C pendant 1 minute, 49°C ou 55°C pour les systémes illuMY09/11 ou
illuFAP6085/64 respectivement pendant 1 minute et 72°C pendant 1 minute, suivis d’'une élongation

finale a 72°C pendant 5 minutes.

b- Préparation des librairies

Une seconde PCR de 8 cycles d’amplification a ensuite été réalisée afin d’ajouter les
adaptateurs de séquencage ainsi que les deux index lllumina aux extrémités des ampliméres
précédemment obtenus. Cette réaction de PCR a été réalisée a I'aide de I'enzyme Kappa KAPA HiFi
HotStart Ur + ReadyMix (Roche diagnostics®). Les purifications des produits de PCR et des produits de
PCR indexés ont été réalisées a I'aide du kit Agencourt Ampure XP beads (Beckman®). La qualité des
ampliméres indexés a été vérifiée avec sur le systéme 4200 Agilent TapeStation, puis ils ont été
normalisés pour étre mélangés a la méme concentration avant séquencage sur lllumina MiSeq (Dr
Bouligand J., Laboratoire de Génétique Moléculaire, Pharmacogénétique et Hormonologie, Hopital
Bicétre). La librairie dénaturée (20pM) a été mélangée avec 5% de PhiX dénaturé correspondant a une
librairie controle (lllumina). L'ensemble de la suspension a été ajusté a une concentration finale de
8pM a l'aide du réactif HT1 compris dans le kit Miseq v3 ; et séquencée a I'aide d’une cartouche

[llumina Miseq 2 x 300 bp paired-end sequencing.

c- Analyse bio-informatique

Les données générées par le séquenceur Miseq ont été analysées a |'aide du logiciel CLC
Genomics Workbench software V10.0.1 (Qiagen). La qualité des reads (ou fragments de plusieurs
bases) obtenus a partir des échantillons analysés a été contrblée sur CLC et les reads présentant un

score de qualité (QC) inférieur a 30 ou plus de deux nucléotides ambigus détectés ont été éliminés. Les
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reads ont été regroupés en unités taxonomiques opérationnelles présentant 90% de similarité. La
séquence représentative de chaque OTU a ensuite été identifiée par analyse Blast (BLASTN, NCBI).
Enfin, les reads ont été réalignés par rapport aux séquences génomiques des HPV identifiées dans le

but de déterminer le nombre de reads assimilé a chaque génotype.

4- Analyse quantitative du virome

Afin de confirmer la présence des génotypes et séquences putatives d’"HPV détectés par NGS,
des PCR en temps réel spécifiques de chaque génotype identifié ont été réalisées. Les amorces et les
sondes ciblant des séquences situées dans le géne L1 ou dans le géne E6 ont été dessinées a I'aide du
logiciel Primer 3 web version 4.0.0 (Table 1). La réaction de PCR a été réalisée dans un volume total de
25uL de mélange réactionnel Quantitect probe PCR master mix (Qiagen), comprenant 0,2 uM de
chaque amorce sens et anti-sens, 0,1 uM de sonde et 5uL d’extrait. Les PCR ont été réalisée selon les
conditions suivantes : 50°C pendant 2 minutes, 95°C pendant 15 minutes, puis 50 cycles a 95°C pendant
15 seconds et 60°C pendant 1 minute. Les charges virales ont été déterminées pour chaque génotype
a l'aide de gammes standard des plasmides de référence analysé mis a disposition par le Centre
International de Référence des HPV (don de Dr Carina Eklund, Karolinska Institutet, Suede) ou a I'aide
de fragments subgénomiques synthétisés de novo (Eurofins Genomics). Les charges virales ont été
normalisées par rapport a la quantification par temps réel du géne humain HPRT1 codant
I’hypoxanthine phosphoribosyltransférase 1, et les résultats exprimées en nombre de copies d’un type
donné par cellule. Pour contréler la spécificité des différentes PCR en temps réel mis au point, 10°
copies de chaque génotype ont été utilisés a la place de la séquence HPV ciblée. Ces essais n’ont pas
permis d’obtenir de signal d’amplification génique au-dela du bruit de fond observé pour le témoin

négatif.
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Table 4 :

Séquences et position des amorces et sondes utilisées pour réaliser les PCR en temps réel

HPV GenBank Nom* Séquence (5'-3') Position L1 (nt)
HPV15 X74468.1 L1_15_F TCAGGTATTTTAGAAGACTGGCA 6921-6943
L1_15 R AGGACATTTAGTTGCCTTAGAGT 7022-7000
L1_15_P TTCCTACACCAGACAACGCT 6955-6974
HPV17 X74469.1 L1 17_F AGGCTGTGTACCTTGTATTGGA 6200-6221
L1 17 R TCACCATCTTCGATAACAGTGT 6322-6301
L1_17_P ATCAAACAGGCCTGTGTCCA 6265-6284
HPV23 U31781.1 L1_23_F GGCCGAGGTCTTAACACAAA 6829-6848
L1_23_R GTGGCCTTTGAAGCCAAATA 6954-6935
L1_23_P TGGCAGTTAGGGTTTGTTCC 6881-6900
HPV25 X74471.1 L1_25bis_F GGTAGACAACACACGCAACA 6926-6945
L1_25bis_R TCTGCCTTCAACGGTACTTT 7096-7077
L1_25bis_P TGGAACAGATGTTTCCAAAATCAC 6974-6997
HPV38 U31787.1 L1_38b_F GGCTTTGTACCYACCCCAGA 6903-6922
L1_38b_R CACGTGTTCKTGCTGTTTGT 7131-7112
L1_38b_P AAATGTCCAGATGCAGTGCC 6969-6988
HPV57 X55965.1 E6_57_F TTCCCTTATGGAGCATGTGA 273-292
E6_57_R CTCCTTCTCCTCCCAACACA 449-430
E6_57_P GACCGAGACAGGAATACCCA 368-387
HPV107 EF422221.1 E6_107_F AGGCCAAGGACAATCGTACA 301-320
E6_107_R ATGGTTGTTGTTGCAGCTGT 477-458
E6_107_P CCAGTGGAAGACTTACTGGT 343-362
HPV110 EU410348.1 L1 110 F TGGTTGTGTGCCCTGTATGG 6152-6171
L1_110_R GGACATAAACCTAACTGATTACCTGCTT 6235-6208
L1_110_P AGCATTGGGACAAAGCTCCTGTTTGTGAA 6175-6203
HPV111 EU410349.1 L1_111 F GCAAGTCAAAATGTTTATAATAGGATGTG 6077-6105
L1_111 R GCTGGTTTCCTGCATCATCA 6165-6146
L1 111 P TATGGGAGAATACTGGGACAAAGCAAAACCCT 6113-6144
HPV120 GQ845442.1 L1 120 F CAAATCAATGCAATGAACTCTGA 6579-6601
L1_120 R GTGGCCTTTGAGGCTAAATA 6688-6669
L1_120_P TAGAGAATTGGCAATTGGGC 6607-6626
HPV124 GQ845446.1 L1_124 F CAACACGCTGTCCAGAAAAA 6895-6914
L1_124 R CCTCTGGACACTGCACAAGA 7090-7071
L1 124 P TTTTTGTTTCAAGCAGGGCT 7023-7042
HPV134 GU117634.1 L1 134 F TAGGTCCTCAGTGCCACTTG 5884-5903
L1_134_R TGCCTGAGTACCTTGACCAG 6109-6090
L1_134_P ACCAGAAATGGGGTTGTAGGT 6020-6040
L1_151_F ATTAGAAAATTGGCAATTGGGGT 6891-6913
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HPV151 FN677756.1 L1_151_R TGCATCAGGACATTTTGTAGCT 6990-6969

L1_151_P TGCTGTGCACGATACCTACA 6933-6952
FA32 AF217677.1 L1_FA32_F TGCTTTGGTAGACACTGCTT 107-126
L1_FA32_R CTCAGCACCATCTCCAGGA 281-263
L1_FA32_P ATGGAAATAGGACGTGGGGG 171-190
FA89 AY081196.1 L1_FA89_F CTACGAGTCACACTGCCAGA 69-88
L1_FA89_R1 TAATGGGTTGCCAGTCGTTG 218-199
L1_FA89_P GTTGCGTGGTATGGAAGTGC 155-173
FA150 DQ418466.1 L1_FA150_F GAGGTTCCAAAGGTTTCTGCT 411-391
L1_FA150_R CCTGTGCTGCCTACTCCTAA 236-255
L1_FA150_P GTCTTGTATGGCGGTTGCAA 302-283

*F= amorce sens, R= amorce antisens, P= sonde marquée 3’-5'(FAM-TAMRA)

5- Amplification et séquencage des genes E6, E7 et L1 d’"HPV23

L'amplification et le séquencage des genes E6, E7 et L1 d’HPV23 isolé a partir d’une biopsie profonde
de verrue (S1.1) réalisé en 2013 et des prélévements par écouvillonnage de verrues (S3.3 et S4.3) de
juillet 2016 et novembre 2016 ont été réalisés en utilisant respectivement les amorces E6-HPV23—F 5’-
3" AGCCAATAATACATGCAACCG et E6-HPV23-R 5’-3' CAATGCAGGTCAATGGGCTG; E7-HPV23-F
CATTGGAAGGGAAGGTGCAG et E7-HPV23-R AGCACCAAGTACTACAGCCT ; I'amplification du géne L1 a
été réalisée a I'aide de quatre couples d’amorces ciblant des séquences chevauchantes : L1-HPV23-
F1 TTTCCCTTACCTAGTGCCCC, L1-HPV23-R1 TGTACTGCCGACCCCTAAAG, L1-HPV23-

F2 CTGCGCAGGACTTGAAATCG, L1-HPV23-R2 CTACTACACCGCCTCGAACA, L1-HPV23-
F3TTGTGCCCGAAGAGAGCAAT, L1-HPV23-R3 TGTGTTAAGACCTCGGCCTT, L1-HPV23-

F4 CAGTGTTACCAATGACAGCAGTT et L1-HPV23-R4 TGCTGGTGTTGACTTGTTCG. Les amplifications ont
été réalisées dans 25uL de mélange réactionnel contenant 0,5U de Platinum Taq DNA polymerase High
Fidelity (Thermo Fisher Scientific), 4 mM de MgSQ,, 0,2 mM de chaque dNTP, 1 uM d’amorces sens et

anti-sens. Le programme d’amplification était le suivant : 95°C 15 min, puis 45 cycles a 50 secondes a
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94°C, 50 secondes a 49°C and 50 secondes a 72°C, et finalement 7 minutes d’élongation finale a 72°C.

La séquence des amplicons a été obtenue par séquencage Sanger (Eurofins®).

6- Alignements et arbre phylogénétique

L'alignement des séquences de L1, E6 ou E7 des différents génotypes identifiés par séquencage haut
débit ou par séquencage Sanger a été réalisé en utilisant le programme ClustalWw2. L’arbre
phylogénétique a été construit en utilisant le logiciel MEGA, (Molecular Evolutionary Genetics Analysis

version 7 software).

7- Analyses statistiques

Les résultats des PCR quantitatives ont été analysés a l'aide du programme MetaboAnalyst®
(http://www.metaboanalyst.ca). Des méthodes de regroupement par analyse en composante
principale (PCA, Principal Composant Analysis) ont été utilisées. Les charges virales spécifiques de type
exprimées en nombre de copies par cellule ont été normalisées par transformation en logarithme
décimale et centrées selon le principe de Pareto. Les résultats ont été exprimés sous forme de médiane
+/- écart-type; et vérifiés a I'aide d’une procédure de validation croisée (Leave-one-out cross-
validation, LOOCV). Un test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les charges virales entre les

différents groupes ; I'hypothese nulle a été rejetée pour les valeurs de p inférieures a 0,05.
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Résultats

1- Evaluation du traitement par AM3100 sur les parameétres biologiques et les lésions

associées a HPV

Le patient présentait au début de I'étude de nombreuses verrues cutanées disséminées avec des
caractéristiques séméiologiques différentes selon la localisation anatomique (Figure 1A) : des verrues
planes, des verrues planes dyschromiques d’allure pityriasique, des verrues vulgaires (Figure 1B) et des
myrmeécies géantes. Il présente au niveau de la peau en région péri-anale une lésion ulcérée décrite
histologiquement comme un carcinome épidermoide micro-invasif se développant sur une papulose
bowenoide. Au cours des 7 mois de traitement par AMD3100, dont la séquence est présentée dans la
figure 2, lequel fut bien toléré et sans effet secondaire, il n’est pas noté de modification macroscopique
ni de I'aspect ni du nombre de verrues. En revanche, la lésion cutanée péri-anale a complétement
disparu a l'issue du schéma thérapeutique par AMD3100 associé a I'application d’imiquimod (Figure

2).

Sur le plan hématologique, le patient présentait a I'inclusion une lymphopénie sévere (80/mm3). Le
monitorage des paramétres hématologiques et immunophénotypages a été consigné parallelement a
cette étude virologique. Les résultats ne seront pas présentés de maniere exhaustive au cours de ce
travail de thése. Brievement, au cours du traitement, les polynucléaires neutrophiles (entre 3300 et
7330/mm3) et monocytes (entre 410 et 450/mm3) de ce patient restent dans des valeurs normales et
les lymphocytes (entre 250 et 580/mm3) augmentent sans atteindre de valeur normale, avec un titre
maximal de 580/mm3 au 30°™ jour de traitement; le titre des cellules dendritiques plasmacytoides

(pDC), lymphocytes B naifs, monocytes, lymphocytes T CD4+, lymphocytes T CD8+ et lymphocytes T
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NK est augmenté dans le sang circulant de 58,2, 10,2, 3,7, 3,0, 2,3 et 1,1 fois respectivement par

rapport aux valeurs de référence avant traitement.

2- Identification des HPV associés aux verrues cutanées par séquencgage haut débit : analyse

qualitative du virome HPV

L’analyse virologique a porté sur un écouvillon de peau saine et un set de 12 écouvillons de
verrues de différents types séméiologiques et différentes localisations anatomiques, prélevés un mois
avant le traitement (M-1), au premier mois (M1) et 6™ mois (M6) de traitement. Un contrdle a
distance du traitement seize mois aprés le traitement (M16) a été effectué a partir de 6 nouveaux
prélevements de verrues (Figure 2). Une biopsie de la Iésion péri-anale réalisée en cours de traitement
est en cours d’investigation ; son étude histologique et virologique compléte ne sera pas présentée

dans ce travail de these.

Les 19 écouvillons ont été analysés pour la présence d’ADN d’HPV par deux systemes de PCR
(i.e. FAP6085/64 et MY09/11) avant analyse des amplicons par séquencage haut débit sur lllumina
MiSeq®, générant 4 857 718 reads de taille comprise entre 290 et 299 nucléotides (Tables S1 et S2 en
annexe). L'analyse bio-informatique permet d’isoler au sein des échantillons, 16 génotypes répartis
dans 4 espéces : alpha-4 (HPV57), béta-1 (HPV25 et HPV124), béta-2 (HPV15, HPV17, HPV23, HPV3S,
HPV107, HPV110, HPV111, HPV120 et HPV151), gamma-7 (HPV134), et enfin trois séquences
correspondant a des HPV non classés (FA32, FA89 et FA150) (Figure 3). Chaque écouvillon comporte
un mélange de 6 a 10 génotypes (Figure 4). HPV23 est le génotype majoritaire détecté dans les 19
(100%) échantillons. FA89 est le génotype le plus rare détecté dans 2/19 échantillons (Figure 4).
L’écouvillon de peau saine réalisée un mois avant le traitement montrait la présence des HPV15,
HPV23, HPV38, HPV110, HPV111 et FA32. Tous les HPV identifiés connus pour avoir un tropisme cutané

constituent le virome HPV du patient. Les caractéristiques biologiques bibliographiques (in vivo ou in
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vitro) connues de ces génotypes sont résumées dans la table 2. Les béta-1 HPV25 et HPV124 ne sont
pas communément associés a des processus oncogenes. Les béta-2 HPV15, HPV17, HPV38 et HPV111
ont été associés a des carcinomes épidermoides (Table 2). Des propriétés transformantes de leurs
oncoprotéines E6 et E7 ont été démontrées in vitro pour les HPV17, HPV23 et HPV38.° Les propriétés
des autres béta-2 HPV107, HPV110, 120 et 151 identifiés chez ce patient et génétiquement proches
des béta-2 HPV précités ne sont pas connues. Au total, I'analyse par séquencage haut débit permet
d’identifier chez ce patient, un virome HPV constitué de 16 génotypes, majoritairement des béta-2
HPV dominé par un HPV23 détecté dans 100% des échantillons, incluant cing types associés dans la

littérature a des processus carcinogenes.

3- Analyse quantitative des génomes viraux par PCR en temps réel spécifiques de type au cours

du traitement par AMD3100

Afin de confirmer d’une part les résultats de I'analyse virologique par séquencage au débit et
d’autre part de mettre en évidence d’éventuelles modifications du virome au cours du traitement par
AMD3100, des quantifications spécifiques de types ont été réalisées par PCR en temps réel. Pour
comparer les résultats de quantification a partir des écouvillons de verrues, les résultats de charge
virale ont été normalisés par rapport a la quantification d’'un géne cellulaire; les résultats sont exprimés
en nombre de copies/cellule. Les résultats sont présentés dans la table 3. Les charges virales sont
variables selon le génotype et la localisation observés entre plusieurs millions a moins de 10
copies/cellule (Table 3). Les charges virales les plus élevées sont remarquablement observées pour
HPV23 au cours du traitement par AMD3100 dans des échantillons de verrues planes en regard du
tronc (S3.2 et S4.4) de 2,49 et 2,56 millions de copies/cellule respectivement et HPV124 dans une autre

verrue plane au niveau de 'abdomen (S4.6) de 1,81 millions de copies/cellule (Figure 5).
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Une analyse matricielle de I'ensemble des résultats a été réalisée dans I'objectif de mettre en
évidence d’éventuelles corrélations entre les données de charges virales relevées aux différents temps
de traitement (M1 et M6) et a distance du traitement par AMD3100 (M16). Pour cela une analyse
multivariée des composantes principales (ACP) a été réalisée a partir du jeu de données présenté dans
la table 3. L'ACP montre une ségrégation des données en trois groupes correspondant aux temps de
prélevements M1 et M6 pendant le traitement et M16 a distance du traitement. Les groupes de
données a M1 et M6 sont superposées (Figure 6). Cette représentation du jeu de données de 17
écouvillons met en évidence des modifications relatives dans les quantifications des constituants du
virome HPV au cours du temps, avec une ségrégation vectorielle des valeurs obtenues pendant le
traitement et a distance du traitement par AMD3100. De la méme facon, la représentation en heatmap
met en évidence des corrélations positives entre les charges virales élevées en présence du traitement
par AMD3100 a M1 et M6 par rapport a M16 (Figure 7). Les charges virales de FA32, HPV38, HPV17,
HPV124, HPV57 et HPV134 étaient les variables les plus représentatives dans les calculs des
modifications observées : leurs charges virales sont significativement plus élevées au cours du

traitement a M1 et M6 par rapport a M16 (test de Kruskall-Wallis, p<0,05) (Figure 8).

4- Etude de la stabilité du virome au cours du temps : analyse rétrospective de trois biopsies

profondes de verrues

Afin de confirmer la stabilité qualitative du virome HPV au cours du temps, une analyse
virologique a été menée rétrospectivement sur trois biopsies profondes de verrues conservées a -80°C
depuis 2013. Le génotypage des HPV par séquencage haut débit, en utilisant le méme mode
opératoire, met en évidence un ensemble de génotypes identiques. HPV23 est le génotype
prédominant (99% de reads) dans une biopsie profonde de verrue plane d’allure pityriasique (51.1),

un HPV25 (99% de reads) dans une seconde verrue plane (S1.2) et un mélange de 6 génotypes (HPV15,

126



HPV23, HPV38b, HPV57, HPV110 et HPV124 (le plus prévalents étant HPV23 et HPV124 , avec 31% a

36% des reads respectivement) dans une verrue vulgaire (S1.3) (Tables S1 et S2 en annexe).

L’'ensemble des 16 génotypes composant le virome de ce patient a été spécifiquement recherché par
les PCR spécifiques de type précédemment décrites, lesquelles confirment la présence d’HPV23
dominant (9937 copies/cellule) dans la verrue plane d’allure pityriasique (S1.1) associé a un faible
nombre de copies de FA89 (329 copies/cellule), et la co-détection d’'un HPV25 (5 copies/cellule) associé
a HPV23 (4 copies/cellule) dans la une seconde verrue plane (51.2). Les 14 autres génotypes connus

sont détectables en proportion plus faible dans I'ensemble des échantillons (Table 4).

Au total, les 16 génotypes sont détectables au sein du virome HPV trois auparavant dans des biopsies
profondes de verrues. Ceci permet de confirmer, d’une part que '’AMD3100 n’a pas modifié
gualitativement le virome HPV cutané de ce patient, stable dans sa composition dans un intervalle de
quatre ans (2013-2017) et d’autre part, I'observation quasi exclusive, en dehors d’un faible titre de
FA89 associé, du génotype HPV23 dans la biopsie profonde de la verrue plane d’allure pityriasique

étaye I'hypothése d’une sélection virale spécifique de type a I'origine du lésionnel.

5- Caractérisation de L1 et des oncogénes E6 et E7 d’"HPV23,him

HPV23 étant le génotype le plus représenté chez le patient et isolé dans une biopsie profonde
de verrue, une caractérisation des oncogenes de ce virus nommé HPV23,nm a été réalisé par
séquencage de E6 et E7 et analyse génétique comparative par rapport a la séquence HPV23 de
référence (U31781.1) (Figures 9A et 9B). Le séquencgage complet du gene L1 d’"HPV23,nm effectué en
paralléle confirme I'espéce HPV23. Les séquences d’E6, E7 et L1 d’"HPV23,nm sont identiques et
conservés dans tous les échantillons de 2013, 2016 et 2017, dans les écouvillons et la biopsie profonde,

attestant de la stabilité génétique HPV23,,nimau sein du virome de ce patient. Par rapport a la séquence
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de référence, le géne L1 d’HPV23,nim est caractérisé par une seule substitution 863A>G modifiant
I'acide aminé Q288R. Le géne E6 d’HPV23,nm porte une substitution synonyme 81 A>G et six
substitutions modifiant les acides aminés H4R, T12N, S18N, T19P, H61N et C133S. Ces mutations sont
situées en dehors des quatre motifs CXXC et motifs homologues capables de former deux doigts de
zinc trés conservés parmi les protéines E6 des HPV (Figure 9A). Le géne E7 d’"HPV23uhim porte quatre
substitutions synonymes et deux substitutions modifiant les codons Q57K et D67E, en dehors du

domaine LXCXE (acides aminés 22 -26) et du motif CXXC conservés parmi les HPV

Discussion

Cette étude représente la premiéere analyse par séquencage haut débit du virome HPV d’un
individu atteint de syndrome WHIM et de ses modifications lors d’un traitement par AMD3100 un
antagoniste de CXCR4. L’analyse par séquencage haut débit permet d’identifier un virome HPV
constitué de 16 génotypes répartis dans 4 especes : alpha-4 (HPV57), béta-1 (HPV25 et HPV124), béta-
2 (HPV15, HPV17, HPV23, HPV38, HPV107, HPV110, HPV111, HPV120 et HPV151), gamma-7 (HPV134),
et enfin trois séquences correspondant a des HPV non classés (FA32, FA89 et FA150). Chez ce patient,
HPV23 est le génotype majoritaire détecté dans 100% des échantillons cutanés, lequel présente des
charges virales particulierement élevées pendant le traitement par AMD3100 (supérieure a 2 millions

de copies/cellule) a la surface de deux verrues planes du tronc.

Il existe plus de 50 types de bé&ta-HPV plus de 70 types de gamma-HPV.3! A la surface de la

peau saine, les HPV les plus abondants appartiennent aux genres béta- et gamma-HPV détectés chez
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plus de 75% des individus. Il a été montré que ces HPV cutanés infectent les étres humains a leur
naissance ; 75% des génotypes détectés chez des enfants de moins de un an le sont aussi chez leurs
parents.3?3% Réalisant des infections multiples persistantes, ils constituent un virome silencieux.
Chaque individu peut étre ainsi porteur simultanément de un jusqu’a 17 génotypes différents a un
instant donné.?*% ’histoire naturelle et la physiopathologie des béta- et gamma-HPV cutanés sont
imparfaitement connues. Ces virus qui sont apparus il y a plus de 350 millions d’années et qui ont co-
évolué avec les vertébrés, dont |'espéce humaine, ont été parfois décrits comme des commensaux
défectifs.?® En définitive, il semble que la pathogénie de ces HPV est a prendre en considération en
tenant compte a la fois du terrain, du site d’infection et du microenvironnement cutané dans lesquels
ils se répliquent et s’expriment. Leur expression clinique, que I'on peut qualifier aujourd’hui de
dysbiose, se traduit habituellement par des verrues vulgaires, des verrues planes ou des myrmécies.
Peu séveres chez les immunocompétents, les papillomatoses cutanées sont plus fréquentes et

volontiers plus agressives chez les patients immunodéprimés.

Certains béta-HPV sont en outre suspectés d’étre en association avec I'exposition aux ultra-
violets  'origine de cancers non mélanocytaires de la peau.’” Comme tous les béta-HPV n’ont pas été
étudiés, leur catégorisation stricte en HR-béta-HPV et BR-béta-HPV est encore impossible. Leur
biologie variable tient probablement compte des propriétés biochimiques polymorphes de leurs
oncoprotéines E6 et E7 respectives — les béta-HPV ne possedent pas de gene E5 —, sur la régulation des
mécanismes de réparation de I'ADN, du cycle cellulaire et de lI'apoptose. Leurs propriétés de
transformation des cellules infectées ne sont pas aussi bien documentées que pour les alpha HR-HPV,
mais comme pour ces derniers, les E6 et E7 des béta-HPV interagissent avec de nombreuses protéines
cellulaires en ayant une affinité particuliere pour les suppresseurs de tumeurs p53 et protéine du
rétinoblastome (pRB) respectivement. Chez les alpha-HR-HPV, la conséquence dramatique de ces
interactions conduit a la dégradation médiée principalement par I'ubiquitine-ligase E6AP de ces cibles

cellulaires par le protéasome.3®3° Comme les alpha-HPV, les protéines E6 des béta-HPV d’environ 150
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acides aminés des béta-HPV possedent deux paires de motifs conservés CXXC formant deux doigts de
zinc dans les régions N- et C-terminal nécessaires a leur structure et leurs fonctions. En revanche, elles
ne posseédent pas de domaine PDZ-binding d’environ 90 acides aminés en C-terminal propre aux alpha-
HPV.%° Les études de protéomique ont montré que la protéine E6 de béta-HPV (comme HPV17, HPV38
ou HPV92) a la capacité d’interagir avec p53 ou d’en modifier son expression, et méme pour HPV49 -
I’exception parmi les béta-HPV- d’en provoquer via E6AP sa dégradation par le protéasome.*4?
D’autres mécanismes de transformation sont également décrits chez les béta-HPV. Les protéines E6
des béta-HPV5, HPV8 et HPV38 inactivent p300 un co-facteur de p53, avec pour conséquence des
modifications de la différenciation cellulaire et une altération de la réparation des dimeres de
thymidine et des cassures double brin de I’ADN cellulaire causées par les rayons ultra-violets a I'origine
de processus de transformation.*** Les protéines E7 des béta-HPV d’environ 100 acides aminés
possedent comme chez les alpha-HPV trois domaines conservés CR1-3, dont le domaine CR2 porteur
du motif conservé LXCXE essentiel pour son interaction avec pRB et en CR3 deux motifs conservés
CXXC formant une structure en doigts de zinc nécessaire a I’lhomo-di/tétramérisation et |a stabilisation
de la protéine.3®%47 | es protéines E7 des béta-HPV5, HPVS, HPV14, HPV24, HPV23, HPV38 et HPV49
ont des affinités positives diverses démontrées pour pRB dont ils alterent la stabilité et a des degrés
divers le contréle du cycle cellulaire.>*4° Ces derniéres années, la découverte grace au séquencage a
haut débit, de nouveaux béta- et gamma-HPV, dont le nombre ne cesse d’augmenter, apporte des
connaissances supplémentaires sur la complexité de la biologie de cette famille de virus. Par exemple,
les HPV101, HPV103, et HPV108 different de leurs congéneres par I'absence de séquence E6 au sein
de leur génome, I'HPV108 comportant cependant un géne E7 capable d’induire des dysplasies
cytologiques dans des cultures organotypiques de kératinocytes. Ou encore, la séquence E6 de I'alpha-
HPV117 découvert en 2010, responsable de verrues cutanées persistantes d’évolution maligne chez
des patients greffés d’organe solide, présente la singularité de ne pas comporter le deuxiéme domaine
en doigt de zinc habituellement conservé, car la séquence est altérée par une substitution de I'acide

aminé en position 105 (C105Y).>%53
130



Au cours de cette étude, le polymorphisme génétique de E6, E7 et L1 d’HPV23*N™ jllustre un
niveau de complexité supplémentaire dans la biologie de connaissance encore ténue de ces virus. Il
n’existe en effet que deux séquences génomiques complétes d’'HPV23 dans les banques données, dont
un variant d’HPV23, nommé HPV-23/Lancaster/2015, isolé chez des volontaires sains.>* Le séquencage
d’E6 d’'HPV23.nim met ici en évidence plusieurs mutations par rapport a la séquence de référence
d’HPV23 (U31781.1). Ces mutations affectent des résidus du bras N-terminal de la protéine qui sont
non essentiels a son repliement et la double substitution ST>LP en position 19-20 est un motif observé
chez plusieurs béta2-HPV comme HPV38, 110 et 145. La mutation S133C est également conservatrice,
bien qu’en position externe dans la structure, ce résidu puisse éventuellement moduler certaines
interactions. Enfin, la mutation H61N également présente chez d’autres béta-2 comme HPV38, située
entre les domaines E6N et E6C et proche du motif de liaison aux peptides LXXLL —comme par exemple
le motif LQELL de E6AP- étaye I’hypothése que cette mutation puisse influencer la reconnaissance des
protéines cibles de E6, et par la méme |'activité biologique de ce variant d’HPV23.5>°% Ainsi, dans la
continuité de ces travaux, I'affinité d’E6 d’ HPV23unm pour la protéine anti-apoptoptique p53 et
I"'ubiquitine-ligase E6AP, ainsi que d’autres peptides cibles a motif LXXLL comme IRF3, interferon
regulatory factor 3 sera mesurée par rapport aux protéines E6 d’"HPVs de référence, et ce par des tests
de complémentation protéique de la Gaussia princeps luciférase. Ces tests sont en cours
d’investigation a I'Institut de Recherche de I'Ecole de Biotechnologies a Strasbourg — (Dr Murielle

Masson).3857:58

Chez notre patient, HPV23,,him mais aussi FA32, HPV38, HPV17, HPV124, HPV57 et HPV134 ont
vu leurs charges virales significativement augmentées pendant le traitement par AMD3100, au point
de modifier leur proportion relative dans le virome HPV de ce patient. L'augmentation globale des
charges virales de ces virus étaye I'hypothése d’'un effet de I’AMD3100 sur l‘expression de ces
génotypes en particulier associés sélectivement a la papillomatose de ce patient. Ces HPV s’expriment

par des verrues (i.e. des dysplasies de bas grade) dans le micro-environnement d’un gain de fonction

131



de CXCRA4. Si cette observation est confirmée pour d’autres patients, ce résultat serait aussi le corollaire
des effets de ’ADM3100 observés dans les études pré-cliniques sur la réplication des HR-HPV16 et HR-
HPV18. En effet, dans les modeles murins et in vitro, I’/AMD3100 a un impact processif positif sur le
cycle réplicatif de ces alpha-HPV dans les kératinocytes.?”?” Ainsi, on pourrait considérer ici, en
I’absence de modéle expérimental validé pour les béta-HPV, que I'axe CXCL12/CXCR4 jouerait un role
chez ’homme de régulateur du cycle viral lié a la différenciation des kératinocytes aussi pour les béta-
HPV cutané. Enfin, grace au séquencage a haut débit et a notre quantification multivariée des
composants viraux, nous montrons qu’il est désormais possible de mesurer les modifications
dynamiques du virome HPV en fonction d’éléments inducteurs du cycle de réplication de ces virus. Les
applications en pratique médicale et dans les études épidémiologiques sont nombreuses ; cette
stratégie pourrait apporter des éléments prédictifs chez les patients a risque de développer des
papillomatoses séveres ou cancers de la peau, en distinguant au sein du virome leur dynamique

symbiotique sinon pathologique.

En conclusion, nous montrons dans cette étude qu’une analyse quantitative des constituants du
virome HPV identifié par séquencage haut débit d’un patient atteint de syndrome WHIM atteste de
modifications en proportion relative des génomes viraux suggérant un effet du traitement par
AMD3100, un antagoniste de CXCR4, sur |‘expression de certains types pouvant étre associés
sélectivement a la papillomatose. A cet égard, un HPV23,nm composant du virome cutané du patient
qui se trouve étre un des deux seuls types présents dans une biopsie profonde de verrue, étaye
I’'hypothése d’une sélection dans le processus lésionnel. Les oncoprotéines E6 et E7 d’HPV23uhim
présentent des mutations dont les conséquences biologiques sont en cours d’investigation. Enfin,
notre approche peut étre étendue a l'identification de génotypes singuliers et de variants intra-
typiques au sein du virome HPV cutané, dont il est possible aujourd’hui d’étudier la dynamique en

regard des processus physiologiques, lésionnels ou carcinogénes.
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Figure 1 : Description des verrues cutanées du patient WHIM
A. Répartition anatomique des différents types de |ésions induites par HPV.
B. Photographie de la main droite présentant de nombreuses verrues vulgaires
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Début du traitement Findu traitement
7 juin 10 Décembre

Mai ..
al | 17 juillet 5 Aoit 19 Aoiit Sept2017

e AMD3100 | 0,03 | 005 ot mokgizn —
| 001 mgkg/i2h | mgkgioh | mgkg/2h g
Interruption 6 j
‘l, M-1 ¢M 1 l M6 lm 6

5.1 Main Droite
2.1 Verrue ) 3.1 Main droite 4.1 Avtbras 5.2 Coude Droit
2.2 Peau saine ; i
3.2 Brasdroit 4.2 Avtbras 5.3 Thorax
3.3 Main gauche 4.3 Avtbras 5.4 Main Gauche
3.4Brasgauche 4.4 Abdomen 5.5 Coude Gauche

3.5 Thorax 4.5 Abdomen 5.6 Front
4.6 Abdomen

\ 4

Biopsie d'un carcinome épidermoide
micro-invasif péri-anal, se développant
surune papulose bowenoide (26 Aoit)

Figure 2 : Chronologie du traitement par AMD3100 et recueil des échantillons

Les prélevements de verrues ont été recueillis par écouvillonnage un mois avant (M-1) le début du
traitement, a deux reprises a M1 et M6 au cours du traitement et a M16, soit 9 mois apres I'arrét du
traitement. Une biopsie de la lésion péri-anale correspondant histologiquement a un carcinome
épidermoide micro-invasif qui évolue sur une lésion existant avant I'introduction du traitement a été

réalisée a M3.
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Figure 3 : Arbre phylogénique construit a partir de la séquence du géne L1 des 171 prototypes HPV
de référence. Les HPV alpha-4 (HPV57), béta-1 (HPV25, HPV124), béta-2 (HPV15, HPV17, HPV23,
HPV38, HPV107, HPV110, HPV111, HPV120 et HPV151), gamma-7 (HPV134) détectés chez le patient

sont marqués par un point rouge.
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Figure 4 : Graphique présentant le pourcentage d’échantillons positifs par génotype HPV détecté
par séquengage haut débit. HPV23 est le génotype majoritaire détecté dans les 19 (100%) échantillons.

FA89 est le génotype le plus rare détecté dans 2/19 échantillons.
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Figure 5 : Représentation graphique de la quantification génomique de chacun des génotypes HPV
dans les 19 écouvillons analysés avant et au cours du traitement par AMD3100 (M1 et M6) et a
distance du traitement (M16). Les résultats sont exprimés en nombre de copies/cellule. Ce graphe
permet de mettre en évidence les charges virales les plus élevées d’HPV23 (en jaune) au cours du
traitement a la surface de verrues planes en regard du torse (3.2) et ventre (4.4) de 2,49 et 2,56 millions

de copies/cellule respectivement ; d’"HPV124 (en bleu clair) a la surface d’une autre verrue plane de

I’'abdomen (4.6) de 1,81 millions de copies/cellule.
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Figure 6 : Analyse en composantes principales montrant la répartition des échantillons en fonction
des trois temps de prélevements : M1 « July 2016 » (groupe rouge), M6 « Oct 2016 » (groupe vert)

et M16 « Sept 2017 » (groupe bleu).
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Figure 7 : Heatmap des quantifications génomiques des 16 génotypes HPV dans les 17 écouvillons

analysés. M1 « July 2016 » (groupe rouge) et M6 « Oct 2016 » (groupe vert) par rapport a M16 « Sept

2017 » (groupe bleu).
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Figure 8 Différences relatives des charges virales au cours des trois temps de prélevements. Les
charges virales des FA32, HPV38, HPV17, HPV124, HPV57 et HPV134 sont significativement plus
élevées pendant le traitement par AMD 3100 a M1 et/ou M6 par rapport a M16. Les valeurs ont été
centrées et réduites aprés transformation logarithmique selon la méthode de Pareto. Les boites
représentent I'écart interquartile autour de la médiane. Les valeurs atypiques dépassant de 1,5 fois
I’écart interquartile sont représentées par un cercle (o). Les différences entre les trois groupes de

valeurs sont significatives (p<0,05 ; test non-paramétrique de Kruskal-Wallis).
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Figure 9 : Mutations observées entre le génome de référence HPV23 et le génome HPV23 WHIM

Alignements multiples des séquences en acides aminées correspondants aux protéines E6, E7 et L1.

Les domaines fonctionnels sont représentés en rouge (zinc finger), violet (LXCXE motif) et vert (Nuclear

export signal).
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Discussion et perspectives

Identification des HPV de génotype indéterminé dans les frottis cervico-utérins
Identification des papillomavirus humais impliqués dans les papillomatoses diffuses
d’un patient atteint de syndrome WHIM au cours au cours d’'un traitement par
AMD3100 un antagoniste de CXCR4

Conclusion
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|- Identification des HPV de génotype indéterminé dans les frottis

cervico-utérins

1- Etat du sujet

Le cancer de 'utérus est une maladie d’évolution lente, permettant la mise en place d’un
dépistage organisé des lésions dysplasiques précancéreuses du col de I'utérus chez les femmes de 25
a 65 ans, via un frotti cervico-utérin ; et en cas d’ASCUS, la recherche d’"HPV HR. Un dépistage positif
entrainera la mise en place d’examens complémentaires comme la colposcopie et la biopsie si une
dysplasie est retrouvée. En cas de dysplasie sévere, la résection chirurgicale de la zone dysplasique est
réalisée. En France, le dépistage des HPV HR est couplé a un génotypage HPV a l'aide de « tests
HPV » basés sur I'amplification du génome par PCR avec des amorces telles que GP5+/6+, MY09/11,

372 |’identification du génotype incriminé est

SPF10, les premiéres étant les plus couramment utilisées.
basée sur la visualisation des amplimeres générés par hybridation inverse. Ces tests HPV commerciaux

ne détectent pas les mémes infections chez les femmes subissant un dépistage primaire.’* Leur

concordance dans les résultats positifs varie entre 48% et 69%.136373

L'INNO-LiPA HPV Génotypage Extra Il (Fujirebio ®) fait partie des « tests HPV » homologués. Il est congu
pour la détection et l'identification de 32 génotypes HPV : 13 génotypes HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35,
39,45, 51,52, 56, 58,59 et 68); 6 génotypes (p) -HR-HPV (26, 53, 66, 70, 73 et 82); 9 génotypes de VPH
a faible risque (LR) (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 et 81) et 4 génotypes de signification inconnue (62, 67,
83 et 89).13 || est basé sur la PCR utilisant des amorces SPF10 et une hybridation sur 32 sondes
oligonucléotidiques, et présente des performances comparables aux autres « tests HPV ». Cependant,
dans plusieurs études, environ 1% des échantillons cervicaux détectent un signal positif pour HPV mais

échouent a génotyper I’'HPV incriminé, désigné HPV-X.
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Les nouvelles techniques de séquencage haut débit ont démontré I'existence de multiples génotypes
HPV jusqu’alors inconnus, mais aussi des sous-types et des variant intra-type (HPV16) non inclus dans

le panel des génotypes reconnus par les tests HPV utilisés pour le diagnostic.

2- Résumé des travaux

L'un des objectifs de ma thése a été d’identifier les génotypes correspondant aux HPV-X rendus
par le test INNO-LiPA HPV Génotypage Extra Il (Fujirebio ®). Le séquencage haut débit a démontré son
efficacité pour identifier des génotypes HPV dans des échantillons méme en cas d’infections multiples
ou en présence d’une charge virale faible.3’*3”> Nous avons donc développé une technique de
séquencage HTS des ampliméres obtenus en utilisant les amorces GP5+/6+ les plus couramment
utilisée dans les « tests HPV » pour I'amplification du génome HPV, et le séquencage haut débit pour
I'identification des séquences HPV incriminées; supprimant ainsi tous les écueils associés a

I’hybridation inverse.

En utilisant cette technique nous avons identifié les génotypes HPV impliqués dans 54 échantillons
cliniques sur 252 échantillons analysés. Des infections multiples ont été trouvées dans 38% des
échantillons. Nous avons identifié 7 HPV-BR non inclus dans le panel de detection de I'INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra 11®; et 9 génotypes dont un HPV-HR35 et un HPV-(p)HR73 non identifiés malgré la
présence de sondes spécifiques inclues dans le test. Ces résultats montrent les limites des tests HPV
utilisés en diagnostic liés a différents facteurs comme la présence de plusieurs génotypes au sein d’un
méme échantillon, de faibles charges virales ou la présence de variants ne s’hybridant pas

correctement avec les sondes.3”®
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3- Meécanismes mis en jeux et conséquences

Le séquencage HTS est une technique tres efficace pour analyser toutes les séquences HPV,
méme les séquences minoritaires d’'un méme génotype et a permis de mettre en évidence la présence
de variants intra-types ou quasi-especes. Ce concept de quasi-espéce a déja été proposé pour HPV16.
En effet il existe de nombreux variants d’'HPV16 présentant des niveaux de variation génétique
identiques a ceux observés chez les virus a ARN. Cette observation est surprenante étant donné le haut
niveau de fidélité transcriptionnelle de la machinerie cellulaire et le taux d’évolution faible des
substitutions nucléotidiques chez les HPV estimé 2 x 102 par site et par an. Ces variants HPV16
suggerent l'existence d’hypermutations sélectives permettant une évolution rapide du génome
d’HPV16 et I'’échappement viral aux mécanismes de défense de I’hdte. Nos résultats suggerent que le
concept de quasi-especes peut étre étendu a la séquence L1 des autres génotypes appartenant aux
alpha-HPV. Des hypermutations de la séquence L1 entraineraient des modifications de la structure des

boucles hypervariables de la protéine de capside contenant I'épitope immunitaire majeur.3””

La présence de quasi-especes de L1 nous met face aux limites des “tests HPV” pour la détection et le
diagnostic d’infections a HPV, incitant a explorer les infections a HPV-X afin de déterminer le ou les
génotypes impliqués ainsi que leur pouvoir oncogéne afin d’améliorer la prise en charge des femmes

concernées.

Sur un plan plus fondamental, les quasi-espéces pourraient entrainer la production d’anticorps
neutralisants d’affinité différente et donc d’efficacité variable permettant I'échappement viral et la

persistence d’"HPV dans les kératinocytes de la couche basale.
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lI- Syndrome WHIM : Dynamique du virome HPV au cours d’un

traitement par AMD3100

1- Etat du sujet

Le syndrome WHIM est un déficit congénital rare dont I'acronyme signifie « Warts,
Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis » et résume les principales caractéristiques
cliniques du syndrome WHIM,3% soit des verrues profuses siégeant préférentiellement au niveau du
visage des pieds et des mains, une hypogammaglobulinémie et des infections bactériennes récurrentes
en rapport avec une leuco-neutropénie associée a une rétention anormale de neutrophiles matures
dans la moelle osseuse ou myélokathexie. Cet immunodéficit congénital rare est causé dans la majorité
des cas (98%) par une mutation gain de fonction de CXCR4, récepteur de la chimiokine CXCL12. Les
mutations décrites au cours du syndrome WHIM entrainent un gain de fonction par altération du
processus normal de désensibilisation du récepteur aprés la liaison avec son ligand.?3? ’AMD3100 est
un antagoniste spécifique de CXCR4 ; son utilisation chez les patients atteints de syndrome WHIM est
pertinente puisqu’il cible de maniére spécifique I'axe CXCR4 et a des retentissements aussi bien sur les

symptdmes immuno-hématologiques que sur les symptémes dermatologiques associés a HPV.333

2- Résumé des travaux

L'analyse par séquencage haut débit a permis d’identifier un virome HPV constitué de 16
génotypes, majoritairement des béta-2 HPV chez le patient atteint de syndrome WHIM. Les 16
génotypes ont aussi été identifiés dans des biopsies profondes de lésions prélevées trois ans
auparavant; ces résultats montrant la stabilité du virome HPV dans un intervalle de quatre ans.

Chaque écouvillon comportait un mélange de 6 a 10 génotypes.
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Le traitement par AMD3100 n’a pas modifié qualitativement le virome HPV cutané du patient.
Par contre les PCR spécifiques de type ont mis en évidence des modifications des quantités relatives
des constituants du virome HPV en présence du traitement par AMD3100 a M1 et M6 par rapport a
M16 (6 mois apres l'arret du traitement). On remarque en particulier une augmentation des charges

virales de FA32, HPV38, HPV17, HPV124, HPV57 et HPV134.

D'autre part, le virome du patient est largement dominé par le génotype HPV23, celui-ci étant retrouvé
de maniére quasi exclusive dans la biopsie profonde de la verrue plane d’allure pityriasique et dans
tous les écouvillons analysés. Les séquences d’E6, E7 et L1 d’"HPV23whim sont identiques et conservées
dans tous les échantillons, attestant de la stabilité génétique HPV23whim au sein du virome de ce

patient.

3- Meécanismes mis en jeux et conséquences

L'augmentation globale des charges virales des virus HPV38, HPV17, HPV124, HPV57 et
HPV134 et FA32 suggére un effet de ’AMD3100 sur |‘expression de ces génotypes en particulier,
associés au développement de la papillomatose du patient. Cette observation étaye I'hypothéese selon
laquelle I'AMD3100 favoriserait le cycle réplicatif des HPV au détriment du processus carcinogene,
comme cela a été montré dans les études pré-cliniques sur la réplication des HR-HPV16 et HR-

HPV18.73333

Enfin I'observation quasi exclusive du génotype HPV23 dans la biopsie profonde de la verrue
plane d’allure pityriasique, et sa présence constante dans tous les écouvillons analysés suggére une
sélection virale spécifique de type a l'origine du processus Iésionnel. Les mutations observées dans la
séquence du gene E6 affectent des résidus du bras N-terminal de la protéine. La mutation H61N est

particulierement intéressante. Observée chez d’autres béta-2 HPV comme HPV38, elle est située entre
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les domaines E6N et E6C et proche du motif de liaison aux peptides LXXLL, et pourrait influencer la

reconnaissance des protéines cibles de E6, et par la méme I'activité biologique de ce variant d’"HPV23.

l1I-Conclusion

Ces travaux ont été organisés en trois axes : mise au point d'une technique de génotypage des
HPV par séquencage haut débit et applications : (1) dépistage des HPV de génotype indéterminé dans
les frottis cervico-utérin classés ASCUS et (2) analyse du virome HPV cutané d'un patient WHIM au
décours d'un traitement par AMD3100. La technique de séquencage haut-débit a montré son efficacité
pour identifier des génotypes HPV connus, des séquences putatives HPV et des variants HPV, méme

en cas de multi-infections ou de concentrations faibles en HPV.

Les applications en pratique médicale sont nombreuses. Citons en exemple la prise en charge

des femmes atteintes de dysplasies du col de I'utérus ou le pronostic des cancers liés a HPV.

L'étude du virome cutané HPV pourrait apporter des éléments prédictifs chez les patients a
risque de développer des papillomatoses séveres ou cancers de la peau, en distinguant au sein du
virome des dynamiques symbiotiques potentiellement pathologiques ; et permettrait aussi d'identifier

des HPV semblant posséder des propriétés pathogenes particulieres.

Enfin la mise en évidence de variants HPV suggere |'existence de quasi-espéces et permet d'améliorer

la compréhension des mécanismes d'évolution des HPV, et d'échappement au systéme immunitaire.
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UnIVGFSIté .In.r*l.uv.a.tiozn.therapeutique:

PARIS-SACLAY du fondamental a I'appliqué

Mots clés : HPV, Séquencage haut-débit, WHIM syndrome, Virome

Résumé : Les papillomavirus humains (HPV) sont classés en 5 genres a, B, v,
W et n. Leur génome comprend six génes précoces dont deux oncogénes E6
et E7 et deux génes tardifs codant les protéines de capside. Les B- et y-HPV
constituent une part importante du virome cutané. Généralement
asymptomatigues ils peuvent se manifester par des papillomatoses et sont
associés a certains cancers de la peau, en particulier chez I'immunodéprimé,
Les a-HPV ont un tropisme muqueux ; les a-HPV a haut risque (HR) HPV16 et
18 sont impliqués dans 99% des cancers du col de 'utérus.

La détection des a-HR-HPV dans les frottis cervico-utérins lors d'atypie
cellulaire de signification indéterminée (ASCUS) constitue une information
décisive dans le dépistage du cancer du col de I'utérus, bien que les tests de
génotypage ne ciblent que les types les plus fréquents. Le génotypage des 6-
et y-HPV devient nécessaire pour I'étude du virome notamment dans des
contextes de susceptibilité aux pathogénies HPV {syndrome WHIM : Warts,
Hypogammaglobulimemia, Infections and Myelokathexis). Cet immunodéficit
congénital rare causé par une mutation gain de fonction du récepteur CXCR4
se manifeste dans 70% des cas par des papillomatoses cutanées étendues et
ano-génitales évoluant souvent en cancer. Des études du loboratoire ont
identifié le réle intrinséque de Faxe CXCL12/CXCR4 dérégulé dans la
pathogeénie virale en démontrant notamment I'action bénéfique du blocage de
cet axe par un antagoniste de CXCR4 (AMD3100) in vitro et in vivo sur
Foncogenése due a HPV.

Nos objectifs étaient : (i) d'identifier dans des FCU ASCUS, les HPV dont le

génotype n'avait pu étre déterminé (HPV-X) par un test classique (INNO-LIPA

HPV Genotyping Extra I1®), (i) de caractériser le virome HPV d'un patient

atteint de WHIM au cours d’un essai thérapeutique par AMD3100 administré

atitre compassionnel pendant 7 mois avec pour objectif d'évaluer son impact

sur les anomalies associées & HPV.

Dans les deux cas, nous avons mis au point une méthode de génotypage par
séquencage haut débit sur lllumina Miseq®. La distribution des génotypes et
leur polymorphisme nucléotidique ont &té &tudiés par analyses comparatives
et phylogénétiques. (i) Notre stratégie a permis d'identifier dans 54
ASCUS/HPV-X étudiés une majorité d'HPV bas risque réalisant dans 41% des
cas une infection a multiples génotypes (2 & 7), et aussi 'existence de quasi-
espéces (41% des FCU) comprenant jusqu'a 17 variants pour un méme
génotype. Ainsi, de probables compétitions ou défauts d’hybridation des
variants minoritaires peuvent expliguer le mangue de performance du test
INNO-LIPA. (ii) Chez le patient WHIM, le séquencage a été complété par des
gPCR spécifiques de types, permettant une étude gualitative et quantitative.
L’AMD3100 n'a pas modifié qualitativement le virome HPV cutané composé
de 16 types, principalement des B- et y-HPV, déja présents 3 ans auparavant
dans des wverrues cutanées analysées rétrospectivement. En revanche,
I'analyse quantitative montre des modifications en proportion relative des
génomes viraux suggérant un effet du traitement sur l'expression de certains
types pouvant étre associés sélectivement a la papillomatose. A cet égard, un
des HPV composant le virome cutané du patient qui se trouve étre un des deux
seuls types présents dans une biopsie profonde de verrue, étaye 'hypothése
d’une sélection dans le processus lésionnel. De plus, les protéines oncogénes
E6 et E7 de ce virus présentent des mutations, en comparaison a la séquence
du génome HPV de référence, qui pourraient favoriser |e potentiel pathogéne
de ce varian; hypothése en cours d'investigation.

En conclusion, les techniques de séquencage haut débit que nous avons
développées ont permis de mieux caractériser la composition du virome HPV
démontrant a la fois sa complexité en génotypes viraux ou en dérivés de
ceux-ci (concept de quasi-espéces) et sa dynamique d"évolution qui
pourraient sous-tendre le potentiel pathogéne de ce virome HPV.

Keywords : HPV, High-throughput sequencing, WHIM syndrome,
Virome

Abstract : Human papillomaviruses (HPV) are classified into 5 genera a, B,
y, p and n. Their genome comprises six early genes including two
oncogenes £6 and E7, and two late genes encoding the L1 and L2 capsid
proteins. B- and y-HPV constitute an important part of the cutaneous
virome; usually asymptomatic, they can manifest as papillomatosis like
warts and are associated with certain skin cancers, especially in
immunocompromised patients. a-HPV has a mucosal tropism; high-risk
(HR) a-HPV16 and 18 are involved in 99% of cervical cancers.

Detection of a-HR-HPV in cervical samples guide the management of
women whose Pap smear result shows atypical squamous cells of
undetermined significance (ASCUS), although genotyping targets only the
most commaon HPV types. Genotyping of B- and y-HPV becomes necessary
for the study of the virome especially in contexts of susceptibility to HPV
pathogenesis (i.e. WHIM syndrome (for Warts, Hypogammaglobulimemia,
Infections and Myelokathexis)). WHIM syndrome is a rare congenital
immunodeficiency caused by a gain-of-function mutation of the CXCR4
receptor of the chemokine CXCL12 and manifests in 70% of cases by
extensive cutaneous papillomatosis and ano-genital lesions that often
evolve into cancer. Studies in our laboratory have identified the intrinsic
role of the dysregulated CXCL12/CXCR4 axis in viral pathogenesis by
demonstrating in particular the beneficial action of the blocking of this axis
by an antagonist of CXCR4 (AMD3100) in vitro and in vivo on HPV-
associated oncogenesis.

Our objectives were: (i) to identify HPV whose genotype could not be
determined (HPV-X) by a conventional test (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra
11®) in cervical samples with Pap smear report of ASCUS (ii) to characterize
the HPV virome of a patient suffering from WHIM syndrom during a 7-month
compassionate AMD3100 clinical trial to assess its impact on HPV-associated
abnormalities,

In both cases, we have developed a high-throughput sequencing
genotyping method on lllumina Miseq®. The distribution of genotypes and
their nuclectide polymorphism were studied by comparative and
phylogenetic analyzes. (i) Our strategy identified in the 54 investigated
ASCUS/HPV-X a majority of low-risk HPV, achieving a multiple infection (2
to 7 genotypes) in 41% of cases, and also the existence of quasi-specie
(41% of FCU) comprising up to 17 variants for the same genotype. Thus,
probable competitions or hybridization defects of the minority variants
may explain the lack of performance of the INNO-LIPA test. (i) In the WHIM
patient, sequencing was supplemented with type-specific gPCRs, allowing
a qualitative and quantitative study. AMD3100 did not qualitatively modify
the cutaneous HPV virome composed of 16 types, mainly B- and y-HPV. In
contrast, the quantitative analysis shows changes in the relative
proportions of viral genomes suggesting a treatment effect on the
expression of certain types that can be selectively associated with.
papillomatosis. In this respect, one of the HPVs belonging to the cutaneous
virome of the patient was found to be one of only two types present in a
deep wart biopsy. This result supports the hypothesis of HPV selection in
the lesion process. In addition, the oncogenic proteins E6 and E7 of this
virus have mutations which could promote the pathogenic potential of this
viral variant in comparison with the sequence of the reference HPV
genome; a hypothesis that is under investigation.

In conclusion, the high throughput sequencing techniques that we have
developed have made it possible to better characterize the compaosition
of the HPV virome demonstrating both its complexity in viral genotypes

or in derivatives (i.e. quasi-species concept). The dynamics of which may
underlie the pathogenic potential of this HPV virome.
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