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Résumé  
Le cancer du col utérin (CCU) est dans plus de 99% des cas provoqué par une infection avec 

le virus du papillome humain (VPH), dont le potentiel oncogénique réside dans l'expression 

des proto-oncogènes viraux E6/E7. Le potentiel carcinogénique de ces protéines virales réside 

essentiellement dans leurs actions sur les produits des gènes suppresseurs de tumeur p53 et 

RB. Les produits de ces gènes, p53 et Rb, font parti des voies de signalisation de réponse aux 

dommages de l'ADN cellulaire (RDA) et leur perte entraine une perte de fonctionnalité qui 

mène à une instabilité génomique. À long terme et en présence de d'autres facteurs ceux-ci 

mèneront au développement d'un cancer. Les protéines E6 et E7 sont constitutivement 

exprimées dans les cellules du CCU ainsi que dans les cellules de tout autre cancer induit par 

le VPH et seulement dans ces dernières. La prise en charge des cas avancés de ces cancers se 

fait principalement par radiothérapie et chimiothérapie concomitante. La chimio-radiothérapie 

utilisée en traitement est efficace mais résulte en un taux élevé de morbidité et un nombre 

important de patientes récidiveront.  

Nous proposons que l'exploitation de l'expression spécifique d’E6 et d’E7 dans les cellules du 

CCU permette d’envisager une stratégie de létalité synthétique afin d'amplifier l'effet létal de 

l'irradiation sur les cellules CCU. Ceci permettrait potentiellement d'augmenter l'efficacité du 

traitement et de diminuer les récidives, ainsi que la morbidité liée au traitement. En s'appuyant 

sur cette hypothèse, notre objectif est d’identifier des composés dont l'action seule ou couplée 

à l'irradiation provoquerait préférentiellement la mort des cellules exprimant les protéines E6 

et E7 du VPH. Les cellules testées comprennent des cellules isogéniques humaines issues de 

kératinocytes normaux que nous avons modifiées séquentiellement pour obtenir les 

modifications associées aux cellules CCU (hTERT, E6 et E7), ainsi que les lignées de cellules 

de CCU HeLa et CaSki .Nous avons procédé à la mise au point et à la validation du protocole 

de criblage et des méthodes d’évaluation de la sensibilisation, qui se définit comme une perte 

de viabilité, un arrêt ou ralentissement de la croissance, par détection d’ATP ainsi que par 

coloration d’ADN génomique au DRAQ5. Suite à un criblage ciblé impliquant des inhibiteurs 

connus de la voie de réparation des dommages à l’ADN, nous avons identifié l’inhibiteur de 

mdm2, Nutlin-3, comme étant un composé sensibilisant et radio-sensibilisant 
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préférentiellement les cellules exprimant E6 et E7 du VPH. La Nutlin-3 a été testée sur des 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7, des cellules CaSki et HeLa. L’effet de sensibilisation et de 

radio-sensibilisation a été confirmé dans ces trois lignées. Tel que suggéré par son action sur 

mdmd2, la Nutlin-3 permet la stabilisation de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 et 

CaSki et sa réactivation dans les lignées cellulaires HeLa et CaSki. Malgré cette stabilisation 

de p53, de façon surprenante, l’effet de la Nutlin-3 sur la sensibilisation et la radio-

sensibilisation des cellules HeLa et CaSki semble indépendant de p53, tel qu’observé en 

utilisant des cellules HeLa-GSE et CaSki-GSE dont le p53 est déficient. In vivo la Nutlin-3a 

montre dans un essai préliminaire l’inhibition de la croissance tumorale des xénogreffes HeLa 

chez des souris RAG2γc. Ce résultat reste à confirmer avec un essai impliquant un nombre 

d’échantillons plus grand. À plus long terme, nous comptons étudier l’implication de mdm2 

dans l’effet de sensibilisant de la Nutlin-3 dans les cellules CCUs, ainsi que les autres cibles 

pouvant être impliquées dans la création de cet effet sensibilisant observé.  

 

Mots-clés : Cancer du col de l’utérus, VPH, Nutlin-3, E6, E7, Réactivation de p53, 

Radiothérapie.  
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Abstract 
More than 99% of uterine cervical cancer (UCC) are caused by human papillomavirus (HPV) 

infections. The oncogenic potential of this virus lies in the expression of the proto-oncogenes 

E6/E7. These viral proteins are considered carcinogenic because of their effects on tumor 

suppressor proteins p53 and Rb. E6 and E7 promote p53 and Rb inactivation resulting in a loss 

of function in the DNA damage response pathways (DDR), genomic instability, and cancer 

development. The E6 and E7 proteins are expressed constitutively and specifically in cervical 

cancer cells and in the cells of other HPV-induced cancers. The treatment of advanced UCC is 

based on simultaneous radiotherapy and chemotherapy. Although these strategies are 

somewhat efficacious, there are still significant co-morbidities and cancer relapses. We 

hypothesized that the specific expression of E6 and E7 in cervical cancer cells can be 

exploited in a synthetic lethality strategy to amplify the lethal effect of irradiation. Thus, the 

efficacy of treatment could be increased, while reducing the cancer recurrence and treatment-

related morbidities. Our objective is to identify chemical compounds that if used alone or 

coupled with irradiation, would preferentially induce the death of cells expressing proteins E6 

and E7 of HPV. We used a cellular model of human keratinocytes that were modified to 

obtain the genetic signature associated with cervical cancer cells (the expression of E6 and 

E7). We then proceeded to the optimization and validation of the methods used to evaluate the 

sensitization of the tested cells. To measure sensitization, we evaluated the quantity of cellular 

ATP by ATPlite assay and the cellular DNA content with the DNA stain DRAQ5. After 

establishing a screening protocol, we proceeded to a low-density screening to identify a 

compound that can sensitize or radio-sensitize cervical cancer cells expressing the HPV 

proteins E6 and E7. We identified Nutlin-3 a mdm2, inhibitor, as a radio-sensitizing 

component for cells expressing E6 and E7 of HPV. Nutlin-3 was tested and sensitization 

confirmed in HEKn-hTERT-E6-E7 and in the cervical cancer cell lines HeLa and CaSki. We 

confirmed by Western-Blot the stabilisation of p53 in HEKn-hTERT-E6-E7 and CaSki cells 

treated with Nutlin-3. Moreover, Nutlin-3 promotes p53 reactivation in the HeLa and CaSki 

cell lines. Surprisingly, the effect of Nutlin-3 on the sensitization and radio-sensitization of the 

HeLa and CaSki cell lines appears to be p53-independent. This is based on the observations 

made using p53-deficient HeLa-GSE and CaSki-GSE cell lines, which were also sensitized by 
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Nutlin-3. In addition, preliminary experiments showed that Nutlin-3a inhibits in vivo tumor 

growth, as seen using xenografts of HeLa in mice with a RAG2γc genetic background. This 

remains to be confirmed using an extended cohort of mice. In the future, it will be important to 

examine the implication of mdm2 in the sensitization effect of Nutlin-3 in cervical cancer cells 

and to find others possible targets that may play a role in the sensitization effect of Nutlin-3 

observed in cervical cancer cells. 

 

Keywords : HPV, Cervical Cancer, E6, E7 , p53 reactivation, Nutlin-3, Radiotherapy.  
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1.1.  Épidémiologie  

Le cancer du col utérin est le quatrième cancer le plus commun chez la femme dans le monde. 

En effet, en 2012 on a diagnostiqué 527 000 nouveaux cas dans le monde, ce qui représente 

8% des nouveaux cas de cancer enregistrés chez la femme au niveau mondial.[1]. Parmi, les 

cas diagnostiqués, 86 %, ce qui correspond à environs 8 femmes sur 10, proviennent des pays 

en voie de développement [2]. Cette variation géographique de la distribution de la maladie est 

due à la prévalence des cas d’infection par le virus du papillome humain (VPH), principale 

cause du développement du cancer du col de l’utérus (CCU), dans ces régions du monde [2]. 

Outre l’infection préalable par le VPH, des causes environnementales sont aussi impliquées, 

telles que la prise de contraceptifs oraux pour une période prolongée, la consommation de 

cigarette, l’affaiblissement du système immunitaire par la prise en continu de médicaments 

suite à une transplantation ou une maladie touchant le système immunitaire telle que le SIDA 

[3]. La prévalence du cancer du col utérin, plus importante dans les pays en développement, 

est liée à l’inaccessibilité des moyens de dépistage de la maladie. En effet, la pratique du 

dépistage (test PAP) ainsi que la vaccination (Gardasil, Cervarix) pour la prévention du VPH 

présentent les causes majeures dans le recul du nombre de cas de CCU répertoriés dans les 

pays industrialisés. [4,5]  

 
 

 

Figure 1. Répartition mondiale des taux d’incidence et de mortalité  du VHP [1] (Autorisé par l’auteur) 
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Au Canada, et malgré le développement des vaccins contre le VPH, ainsi que la pratique 

systématique du dépistage, le CCU représente toujours 1,2 % des mortalités par cancer 

féminin et 2% de nouveaux cas de cancer répertoriés en 2008 [6]. On estimait d’ailleurs 

qu’une femme sur 150 s’attendrait à développer un cancer du col de l’utérus au cours de sa vie 

et que parmi ces femmes, 1 sur 423 allait en mourir [6].  

En 2013, on prévoyait que 1450 canadiennes recevraient un diagnostic de cancer du col de 

l’utérus et 380 en mourraient [6] 

 

 

 

 

Figure 2 : Taux d’incidence (Bleu) et de mortalité (Rouge) du cancer du col de l’utérus au Canada, 

normalisés selon l’âge couvrant la période de 1972 à 2004  [7] (Autorisée  par l’auteur) 
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1.2   Le cancer du col de l’utérus et le VPH 

Le CCU prend naissance dans les cellules qui tapissent l’épithélium du col de l’utérus. Les 

virus du papillome humain (VPH) et plus précisément les VPHs à haut risque ont été identifiés 

comme étant le facteur étiologique majeur impliqué dans le développement du CCU [8]. Des 

évidences épidémiologiques ont démontré que dans plus de 99% des cas, le CCU est provoqué 

suite à une infection préalable au VPH [9].  

Les virus du papillome humain infectent la couche de cellules épithéliales basales. Ils sont 

classés en deux types : cutané et muqueux. Les VPHs cutanés infectent les kératinocytes de la 

surface de la peau, ciblant la peau des mains et des pieds. Les VPHs de la muqueuse infectent 

la bouche, la gorge, le tractus respiratoire et l’épithélium du tractus ano-génitale [10].  

La famille des virus du papillome humain regroupe plus de 150 virus. Le groupe α comprend 

la superfamille des VPHs transmissibles sexuellement [11]. Les types 6 et 11 de ce groupe 

sont connus majoritairement comme affectant 1% de la population active sexuellement 

[12].Ces virus peuvent aussi affecter les sites oraux ou ils sont généralement associés à des 

papillomes bénins. Par contre, les VPHs à haut risque de la superfamille α, comme le VPH 16 

et 18 causent des lésions de la muqueuse qui peuvent conduire chez certaines personnes au 

développement de néoplasme de haut grade ainsi qu’au CCU [9, 13, 14, 15, 16]. En effet, Les 

VPHs de type 16 et 18 sont responsables de plus de 70 % des cancers du col de l’utérus, du 

vagin, de l’anus et approximativement de plus de 30 à 40 % des cancers de la vulve, du pénis, 

de la tête, du cou et de l’oropharynx [17]. Les autres cancers dont la causalité est liée au VPH 

sont le cancer de la peau non-mélanome et le cancer de la conjonctive [15]. 
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Figure 3: Les VPHs et leurs associations avec le cancer du col de l’utérus [18]. 
(A)  Les VPHs sont regroupés en 5 catégories. Les VPHs qui infectent le col de l’utérus font partie du 
groupe α qui comprend 60 membres. Les VPHs de types  Beta, Gamma, Mu et Nu  infectent plus 
majoritairement les sites cutanés. 
(B) Les VPHs du groupe α sont classifiés en trois sous-groupes (haut risque, bas risque et cutané) selon 
leur prévalence dans la population et la fréquence à laquelle ils provoquent un cancer du col de l’utérus 
(Voir colonne de droite) [15]. Les VPHs pour lesquels aucun pourcentage n’a été indiqué ne sont 
généralement pas associés au cancer du col de l’utérus.  (Figure Autorisée par l’auteur) 
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Tel que mentionné précédemment, l’infection persistante avec un VPH de haut risque a été 

établie comme étant une étape nécessaire pour le développement d’un cancer du col de 

l’utérus [19]. Les molécules indispensables pour l’initiation et la progression de ce cancer sont 

les oncoprotéines E5, E6, et E7. Ces protéines virales agissent comme des facteurs qui 

permettent de surpasser les mécanismes biologiques de contrôle de la prolifération propre à la 

cellule hôte et permettent l’induction de l’instabilité génomique, un des marqueurs clé des 

cancers associés au VPH [20,21].  

Lorsque le VPH est transmis au tractus génital suite à un contact sexuel, les facteurs de risque 

pour qu’il y ait infection et développement de lésions cervicales précancéreuses sont les 

mêmes que pour les autres maladies transmises sexuellement. Le facteur de risque le plus lié 

aux infections génitales par le VPH et donc au développement d’un cancer du col de l’utérus, 

est le nombre de partenaires sexuels. De plus, d’autres facteurs liés au comportement des 

individus, à leur génétique ,ainsi qu’à l’environnement peuvent contribuer à la formation d’un 

cancer du col de l’utérus [15, 22]. 

1.3  Le virus du papillome humain 

Le virus du papillome humain est un virion non enveloppé contenant un ADN circulaire 

double brin de 8 Kb codant pour 8 gènes, associés à des protéines histone – Like, protégé par 

une capside formée par deux protéines tardives (late protein L1 et L2) [23,24,25]. 

 

 

 

Figure 4: Structure du virus du papillome humain (VPH) [26]. (Figure autorisée par l’auteur) 
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Le génome du VPH est constitué de régions codantes et non codantes. La partie non codante 

se trouvant en amont du génome joue un rôle dans la régulation de la transcription des gènes 

viraux E6 et E7. La partie codante comprend deux sections, appelées précoce (Early Region) 

et tardive (Late Region). La région précoce, Early Region (ER) contient six cadres de lecture 

ouverts (ORF). Cette région code, pour les gènes précoces : E1, E2, E4, E5, E6, et E7, des 

protéines non-structurales impliquées dans les processus de réplication virale et dans 

l’oncogenèse. La région tardive, Late Region (LR), code pour les protéines structurales L1 et 

L2, qui constituent la capside.[23, 27].) (Figure 5). 

 

 

 

 

Figure 5 : Génome  du VPH 16  (7904 pb)  montré en noir. 

 Les  promoteurs des régions précoces (p97) et des régions tardives (p670) sont montrés par des flèches 

noirs. Les régions précoces (E1, E2, E4 et E5 en vert et E6 et E7 en rouge) sont exprimées de p97 ou  de 

p670 aux différentes étapes de la différenciation des cellules épithéliales. La région tardive, the late ORF 

est montrée en jaune, elle code pour les protéines structurales L1 et L2. La région LCR a été grossie pour 

montrer le site d’intégration d’E2 [18]. (Figure autorisée par l’auteur) 



 

8 

 

 

1.4 Le cycle virale du VPH  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.1 Phase d’attachement et d’entrée du virus  

Le processus d’infection du papillomavirus requiert que le virus ait accès à la couche 

épithéliale basale et qu’il pénètre les cellules basales en division. Bien que, la nature du 

récepteur nécessaire pour l’entrée du virus reste toujours ambiguë [18, 29], il a été suggéré que 

les héparines sulfate protéoglycanes peuvent jouer un rôle dans l’initiation de la liaison et/ou 

de l’entrée du virus [18, 29, 30]. Comme d’autres virus [18, 31, 32], il semble que l’infection 

au VPH requière la présence d’un récepteur secondaire pour être efficace. Il a été suggéré que 

ce rôle de récepteur secondaire est joué par l’intégrine α6 [18, 33, 34]. Suite à la liaison du 

virus à la membrane des cellules de la couche épithéliale basale, les particules du virus sont 

lentement internalisées dans la cellule [18, 35]. Dans le cas du VPH 16, l’internalisation du 

Figure 6 : Présentation des différentes phases du cycle de virale du VPH. La localisation de 

l’expression des protéines virales présentées à droite de l’image  est illustrée à gauche par la couleur qui les 

représente. E6 et E7 en rouge, E1, E2, E4 et E5 en vert et L1 et L2 en jaune [28]. (Figure autorisée par 

l’auteur) 
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virus se fait par endocytose de la particule de virus enveloppée de clatherine [18, 36]. 

Toutefois, le mode d’entrée du virus peut ne pas être conservé dans tous les VPHs. En ce qui 

concerne le VPH3, il a été suggéré que son internalisation dans la cellule pourrait être l’œuvre 

de caveolae [18, 37]. Les particules virales du VPH se désassemblent en endosomes tardifs 

et/ou lysosomes, avec le transfert de l’ADN viral au noyau de la cellule qui est facilité par la 

protéine de la capside L2 [18, 36, 38]. 

1.4.2 Phase de maintenance : Rôles des protéines E1 et E2 dans la réplication de 

l’ADN viral 

Une fois le virus entré, il faut qu’il y ait établissement du génome viral sous forme d’épisome 

stable (sans intégration dans le génome de la cellule hôte) dans les cellules de la couche 

basale. Cette phase nécessite l’implication de deux protéines virales de réplication, E1 et E2.  

La protéine E2 joue plusieurs rôles importants pendant l’infection productive. Sa présence est 

requise dans les cellules basales afin d’initier la réplication de l’ADN viral, ainsi que la 

ségrégation du génome [18]. E2 se lie à l’ADN grâce à son site de liaison à l’ADN et permet 

l’initiation de la réplication de l’ADN viral en recrutant l’hélicase E, qui à son tour recrute et 

lie des protéines cellulaires nécessaires à la réplication du virus [18, 39, 40]. E2 se dissocie par 

la suite de l’origine virale de la réplication, ce qui permet l’assemblage d’E1 en une structure 

circulaire hexamèrique permettant ainsi la réplication de l’ADN viral. L’ADN viral se 

multiplie dans les cellules basales pendant la phase S en même temps que l’ADN cellulaire. 

Les deux copies de l’ADN viral se divisent de manière équitable dans les deux cellules filles 

nouvellement formées [18, 41].  

En plus de son implication dans la réplication et la ségrégation du génome viral, E2 joue le 

rôle de facteur de transcription et peut réguler le promoteur viral précoce p97 dans le VPH 16, 

le p99 dans le VPH 31 et contrôler l’expression des oncogènes viraux E6 et E7. Lorsqu’elle 

est présente à des niveaux plus bas, E2 agit comme un activateur transcriptionnel tandis que 

quand elle est présente à des hauts niveaux, E2 agit comme un répresseur de l’expression d’E6 

et E7 [18, 42, 43]. 
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1.4.3 Phase de prolifération cellulaire : Rôles des protéines E6 et E7 

Suite à l’inoculation des cellules épithéliales avec le papillomavirus, une augmentation de la 

prolifération des cellules dans les compartiments cellulaires basaux et supra-basaux a été 

observée avec la formation de verrues visibles à 4 semaines post-infection [18, 44, 45]. Le 

temps entre l’infection initiale et l’apparition de papillome productif varie dépendamment du 

titre, de la nature et du type de virus infectant. Il a été suggéré que la phase de latence peut être 

le résultat d’une inoculation avec un virus à faible titre [18, 46, 47]. Dans les lésions cervicales 

causées par le VPH, l’augmentation de la prolifération dans les cellules épithéliales supra-

basaux est attribuée à l’expression des oncogènes viraux, E6 et E7 (Figure 6). 

 

 

  

 

 

Figure 7 : Stimulation de la progression dans le cycle cellulaire par les VPHs à haut risque [18]. 

A) Présentation d’un épithélium normal. L’expression des protéines nécessaires pour la progression dans le 

cycle cellulaire est régulée par pRb. Dans les cellules normales en absence de signal prolifératif pRb 

empêche la progression dans le cycle cellulaire en s’associant avec la famille de facteurs de transcription 

E2F. La famille E2F dirige l’expression des protéines impliquées dans la progression en phase S.  p16 

régule le niveau de CyclinD/Cdk dans la cellule, ce qui procure un mécanisme de rétro-action qui régule le 

niveau de MCM, PCNA (proliferating-cell nuclear antigen) et cycline E qui sont importants pour l’entré en 

phase S. p14Arf, dont l’expression est directement liée à celle de p16 , régule l’activité de l’ubiquitine ligase 

de mdm2 , qui maintient les niveaux de p53 plus bas que le niveau nécessaire pour provoquer l’arrêt du 

cycle cellulaire ou l’apoptose .B) Présentation d’un épithélium infecté au VPH à haut risque. Dans un 

épithélium infecté au VPH, la progression dans le cycle cellulaire ne dépend plus des signaux 

extracellulaires, mais plutôt de l’action d’E6 sur p53 et d’E7 sur pRb [18]. (Figure autorisée par l’auteur) 
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Durant l’infection naturelle, l’activité de ces gènes permet au petit nombre de cellules 

infectées de s’amplifier, ce qui conduit à une augmentation du nombre de cellules qui vont 

produire des virions infectieux. L’habileté des protéines virales E6 et E7 à faire progresser les 

cellules en phase S, avec l’aide des protéines E1 et E2 est nécessaire pour la réplication des 

épisomes viraux dans la couche supra-basal [18, 50]. Normalement, les cellules supra-basaux 

sortent du cycle cellulaire et commencent le processus de différentiation cellulaire qui leur 

permet de former la barrière protectrice qui représente normalement la peau [18, 48]. 

Cependant, dans les kératinocytes infectés au VPH, il y a une perte du contrôle de la 

progression dans le cycle cellulaire et le processus normal de différentiation terminale ne peut 

pas se dérouler [18, 49]. Le mécanisme de base par lequel le papillomavirus stimule la 

progression du cycle est bien connu et implique les oncoprotéines E6 et E7 [18, 50]. Les 

oncoprotéines virales E6 et E7 sont des protéines qui sont connues pour avoir une activité 

transformatrice. Ces protéines ont une fonction pléiotropique et sont impliquées dans plusieurs 

processus comme la signalisation transmembranaire, la régulation du cycle cellulaire, la 

transformation des lignées cellulaires établies, l’immortalisation des lignées cellulaires 

primaires, ainsi que la régulation de la stabilité chromosomale [50]. E6 et E7 ont été reconnues 

comme étant des protéines nécessaires à la transformation maligne des cellules infectées par le 

VPH [50]. Les propriétés oncogéniques des protéines E6 et E7 des VPHs à haut risque 

résident dans leurs actions sur les protéines gardiennes du génome p53 et Rb [50].  

 

1.4.3.1 La protéine E7  

La protéine E7 s’associe avec la protéine de rétinoblastome (Rb) ainsi que d’autres membres 

de cette famille et empêche l’association entre Rb et la famille de facteur de transcription E2F 

et cela en ne tenant pas compte de la présence de facteurs de croissance externes (Figure 7). 

E2F trans-active les protéines cellulaires requises pour la réplication de l’ADN viral comme 

les cyclines A et E. En plus de son association avec Rb, la protéine virale E7 s’associe aussi 

avec d’autres protéines impliquées dans la prolifération cellulaire incluant des histones 

déacetylases [18, 51], des composantes du complexe de transcription AP1 [52], et les 

inhibiteurs de kinases cyclines dépendantes p21 et p27 [53]. Cependant, durant l’infection 
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naturelle, l’habileté d’E7 à promouvoir la prolifération cellulaire est inhibée dans certaines 

cellules, et cela dépendamment du niveau des inhibiteurs de kinases cyclines dépendantes de 

p21 et p27 (Figure 7). La présence d’un niveau élevé de p21 et de p27 dans des kératinocytes 

différenciées peut mener à la formation de complexes inactifs avec E7 et Cycline E à 

l’intérieur de la cellule. Il semble que l’habileté de E7 à pousser les cellules d’un épithélium 

différencié à rentrer en mitose est limitée au cas des cellules ayant un faible niveau 

d’expression de p21 et de p27 ou aux cellules qui expriment un niveau suffisant de E7 pour 

pouvoir échapper au contrôle du cycle cellulaire [54].  

La protéine E7, codée par les VPHs à haut risque comme VPH 16 et 18, se lie au Rb avec une 

affinité beaucoup plus importante que dans les cas des VPHs à bas risque, comme le VPH 6 et 

le VPH 11[50]. 

E7 se lie à une région de Rb en forme de poche, communément appelé « the pocket domain » 

[9]. La séquence des acides aminées composant le « pocket domain » de Rb est importante 

pour son activité de suppresseur de tumeur [18]. En effet, cette dernière est importante pour la 

reconnaissance et la liaison à la famille E2F-like, et la plupart des mutations naturelles 

amenant à une perte de fonctionnalité de Rb sont présentes dans cette région [18]. Dans une 

cellule normale, Rb agit comme un suppresseur de tumeurs en se liant à E2F et en le 

séquestrant. E2F est un facteur important pour la transcription de gènes codant pour des 

protéines importantes pour la réplication en phase S et pour le contrôle du cycle cellulaire dans 

la transition de phase G1/S. Parmi ces gènes régulés par E2F, on retrouve l’ADN polymérase 

α, la thymidine kinase, la dihydrofolate réductase, cdc6, HsORC1, et MCM5.[18,172]. Rb 

inhibe la progression du cycle cellulaire dans une cellule présentant une lésion à l’ADN en 

empêchant cette dernière de répliquer son ADN endommagé en bloquant la progression du 

cycle cellulaire en G1 [55]. Dans les cellules exprimant E7 des VPHs à haut risque, comme 

dans les cellules du cancer du col de l’utérus VPH induit, E7 se lie avec une très haute affinité 

à Rb dans sa poche de liaison à E2F, ce qui inhibe la liaison de Rb à E2F [50]. E2F étant libre 

sous sa forme transcriptionnellement active, peut alors remplir son rôle de promoteur de la 

réplication et de la division cellulaire. Ceci vient appuyer l’observation relevée plus haut selon 
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laquelle les kératinocytes, qui expriment constitutivement E7, restent toujours compétents au 

niveau de la réplication et de la différenciation [56].  

 

1.4.3.2 La protéine E6  

 La fonction de la protéine virale E6 vient complémenter celle d’E7. Dans les VPHs à haut 

risque, les deux protéines sont exprimées à partir d’un seul ARN messager polycistronique 

[57]. E6 est constituée de 158 acides aminés et contient deux motifs à doigts de zinc [58]. 

Dans le cas des VPHs à haut risque, E6 promeut la prolifération cellulaire en stimulant la 

dégradation de p53 via la formation d’un complexe trimérique contenant E6, p53 et l’enzyme 

d’ubiquitination cellulaire, E6AP [58]. La dégradation du p53 dans le protéosome par E6 

amène à la perte du point de contrôle cellulaire maintenu par p53 [59]. 

En effet, p53 est une protéine jouant un rôle important dans le maintient de l’intégrité du 

génome de la cellule. p53 remplie différentes fonctions cellulaires. Un de ses rôles les plus 

importants est celui de facteur de transcription [146]. Dans des conditions physiologiques (en 

absence de stress), p53 est maintenu à des niveaux faibles dans la cellule, assez pour permettre 

l’activation de la transcription de gènes impliqués dans la glycolyse, la respiration cellulaire, 

ainsi que le maintient du bassin cellulaire en dérivés réactifs de l’oxygène, ce qui sauvegarde 

l’homéostasie de la cellule [173, 174]. Le niveau basal de p53 est maintenu par sa dégradation 

au protéasome. La dégradation de p53 se fait suite à son interaction avec une E3 ubiquitine 

ligase, la plus connue est celle codée par mdm2. Cette interaction est soumise à une 

importante régulation via des modifications (phosphorylation, acétylation, sumoylation, 

méthylation, etc.) de p53 et compétitionne avec d’autres protéines (ex: p14ARF) [175]. Ces 

modifications subviennent en réponse à différents signaux et viennent diminuer l’affinité de 

l’interaction mdm2/p53. Une fois l’interaction intérrompue le niveau de p53 augmente dans la 

cellule [175]. 

Ces différentes modifications permettant l’augmentation du niveau de p53 surviennent en 

réponse à différents facteurs de stress cellulaire. Ces facteurs peuvent être endogènes ou 

exogènes et comprennent l’irradiation, les dommages à l’ADN (bris, distorsion, modification 
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ou mésappariement de bases), les problèmes d’adhésion cellulaire, distorsion du cytosquelette, 

hypoxie, etc. La réponse cellulaire amenant à une augmentation du niveau de p53 dépend en 

grande partie de la gravité de la lésion ainsi que du type de cellules ayant subit une lésion 

[146]. 

 

Dans le cas ou la lésion n’est pas importante, p53 sous sa forme de tétramère actif phosphorylé 

arrête le cycle cellulaire et agit comme activateur du processus de la réparation. Une fois le 

dommage réparé, p53 revient au niveau basal suite à l’activation de la transcription par mdm2 

et dégradation au protéasome. Le rôle majeur joué par p53 dans l’arrêt du cycle cellulaire en 

G1 est dû à son rôle de facteur de transcription de CDKN1A qui code pour l’inhibiteur de 

kinase cycline dépendante p21. p21 interagit avec les kinases cyclines dépendantes CDK2, 

CDK1, CDK4/6 et empêche la transition de phase G1/S. Aussi, p53 régule la transcription de 

d’autres gènes (GADD45, 14-3-3-[sigma], REPRIMO, etc.) dont l’activité facilite l’arrêt du 

cycle cellulaire en G1, G2, S ou M [146, 176].  

Dans les cas ou les lésions à la cellule sont trop importantes et résultent en une altération 

importante de la physiologie de la cellule, comme un dommage à l’ADN irréparable, 

mutations, ou infection par un virus créant une distorsion de l’activité normale de la cellule, 

p53 déclenche le processus de mort cellulaire programmée par apoptose [177]. Agissant 

comme un facteur de transcription, p53 régule la transcription de plusieurs composantes de 

différentes voies apoptotiques. Ces composantes incluent APaf-1, une protéine activatrice de 

la cascade apoptotique caspase dépendante, ainsi que Bax et Puma des protéines pro-

apoptotiques à domaine BH3. p53 agit aussi comme activateur des récepteurs apoptotiques 

Apo/Fas et Killer/DR5, et est impliqué dans l’augmentation de la production et excrétion des 

espèces réactives oxygénées. Outre son rôle de facteur de transcription p53 agit comme un 

activateur direct de l’apoptose en interagissant directement avec les composantes 

mitochondriales stimulant la transition conformationnelle de Bax en sa forme active pro-

apoptotique [178].  
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De part sa fonction biologique, p53 joue un rôle important dans la prévention de la 

prolifération des cellules anormales en présentant une barrière à l’accumulation de mutations 

et à l’induction de la carcinogénèse [146]. Le produit d’une perte de mécanismes de contrôle 

dirigés par p53 est une accumulation d’aberrations et de lésions génétiques qui progresserait 

en des pathologies comme le cancer. En effet, dans plus de la moitié des cas de cancers 

humains p53 se trouve muté et dans l’autre moitié ce dernier se retrouve inactif ou des 

mécanismes p53 dépendants sont altérés [146].  

Sachant l’implication de p53 dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose, la protéine 

virale E6 par son action sur p53 résulte en une perte de voies de défense cellulaires contre le 

cancer maintenues par p53. 

On pense que la perte de fonctionnalité de p53 induite par E6 vient remédier à l’arrêt de 

croissance et l’entrée en apoptose provoqués par l’activation de la voie de signalisation ARF 

(ADP-ribosylation factor) [18]. L’activation de la voie de signalisation ARF par la cellule est 

un mécanisme de défense contre l’effet pro-prolifératif d’E7 (Figure 7) [18]. Le rôle anti-

apoptotique d’E6 a été encore mis de l’avant par la découverte de son association avec les 

protéines pro-apoptotiques Bak [60] et Bax [61]. Ce rôle (anti-apoptotique) d’E6 contribue 

significativement au développement du CCU (Cancer du Col de l’Utérus), et cela par son 

action sur p53 qui compromet l’efficacité de la voie de réponse aux dommages à l’ADN 

(RDA), permettant ainsi l’accumulation de mutations dans la cellule [18]. La protéine E6 des 

VPHs à haut risque joue aussi un rôle dans la prolifération cellulaire qui est indépendant d’E7. 

La protéine E6 contient en son extrémité C-terminale un domaine de liaison aux protéines 

contenant le domaine PDZ (PSD-95, Dlg, ZO1) [18]. L’interaction d’E6 avec ces protéines 

promeut la prolifération cellulaire des cellules supra-basaux [18]. Cette prolifération anormale 

des cellules supra-basaux résulte en la perturbation de l’adhésion cellulaire ce qui facilite le 

développement métastatique [18, 62, 63,64]. 
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1.4.4 Phase d’amplification   

La prolifération cellulaire est requise pour avoir une formation de lésions et un maintien du 

génome viral. Toutefois, pour avoir une production de virions infectieux, les papillomavirus 

doivent procéder à l’amplification, ainsi qu’à l’assemblage de l’ADN viral dans une capside. 

Les mécanismes qui déclenchent l’amplification du génome viral, son assemblage en capside 

et la relâche des virions infectieux restent méconnus, mais semblent être initiés par des 

changements dans l’environnement cellulaire lors de la migration de ces cellules infectées vers 

la surface épithéliale [18]. La régulation positive des promoteurs dépendant de la 

différenciation est une étape critique dans le processus d’amplification [18,65,66]. 

L’activation de ces promoteurs dépend des changements dans la signalisation cellulaire plutôt 

que de l’amplification génomique [18, 65, 66], et amène à une augmentation de l’expression 

de protéines virales nécessaires à la réplication (E1-E5).  

 

1.4.4.1 Le rôle de la protéine E2 

Comme il a été mentionné précédemment (Chapitre 1.4.2 ) , E1 et E2 jouent un rôle important 

dans l’initiation de la réplication du génome viral. Outre son implication dans la réplication, 

E2 joue un rôle de régulateur à la fois de l’expression d’E6 et d’E7 et de l’amplification du 

génome. En effet, dépendamment de ses niveaux d’expressions, E2 peut agir en réprimant ou 

en activant l’expression des protéines E6 et E7, ce qui explique le faible niveau 

d’amplification dans le VPH 16 comparé au VPH 1 [67]. Rappelant ici qu’E4 et E5 sont deux 

autres protéines virales qui jouent un rôle important durant la phase d’amplification.  
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1.4.4.2 Le rôle de la protéine E5  

E5 est une protéine transmembranaire qui réside de manière prédominante dans le réticulum 

endoplasmique mais qui peut s’associer avec l’ATPase à proton des vacuoles et ainsi retarder 

le processus d’acidification des endosomes [68, 69]. Cette fonction d’E5 pourrait avoir un 

effet sur le recyclage des récepteurs de facteurs de croissance se trouvant à la surface 

cellulaire. Ceci amènera à une augmentation de la signalisation par les récepteurs du facteur de 

croissance épidermique EGF permettant ainsi le maintien d’un environnement cellulaire 

propice à la réplication dans les cellules épithéliales supérieures [70].  

 

1.4.4.3 Le rôle de la protéine E4 

Le rôle d’E4 dans l’amplification du génome reste quant à lui encore mal défini. E4 

s’accumule dans les cellules pendant la période d’amplification du génome viral et son 

accumulation semble être indispensable aux stades finaux du cycle viral [71, 72]. E4 semble 

interagir avec le complexe cyclinB/Cdk1 pour le relocaliser dans le cytoplasme [73, 74]. Ceci 

empêcherait l’accumulation nucléaire de CyclinB/Cdk1 qui est nécessaire pour l’entrée en 

mitose. E4 permet ainsi de bloquer le cycle cellulaire en G2 et ce blocage entraine 

l’amplification du génome viral et inhibe par conséquence l’effet d’E7 [18]. 

 

1.4.5 Phase d’assemblage et de relâche : Rôles de L1 et L2 

Le stade final dans le cycle viral du VPH est l’assemblage de l’ADN viral amplifiée dans des 

capsides pour former des particules virales qui vont être relâchées à la surface épithéliale. 

Cette phase requière l’intervention des deux protéines structurales L1 et L2, avec l’aide de la 

protéine E2. L’action de E2 se traduit par une augmentation de l’efficacité du processus 

d’encapsidation du génome viral durant l’infection naturelle [75, 76, 77].  
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1.5  L’infection avortée comme précurseur du cancer  

Les cancers induits par des virus surviennent dans les cas où une infection productive n’a pas 

pu aboutir, ce qui implique que cette dernière n’a pas pu compléter un cycle viral normal, c’est 

ce qu’on appelle une infection avortée. Ce type d’infection survient dans des lieux ou la lésion 

ne peut pas supporter la synthèse et l’amplification du virus [18]. En effet, certains VPHs à bas 

risque (VPH2 et VPH 4) causent l’apparition de verrues bénignes lorsque le site de lésions est 

la peau, mais peuvent aussi être à l’origine de cancers lorsque le site de lésions est une 

muqueuse [18]. Un VPH à bas risque peut mener à la formation d’un cancer si le site 

d’infection n’est pas propice à ce dernier [18].  

Les VPHs à haut risque proviennent pour la plupart des groupes 7 et 9 de la famille alpha 

(Figure 3B). Parmi ces VPHs à haut risque le VPH 16 et le VPH 18 sont les plus 

prédominants. Ces virus ont été retrouvés chez des femmes sans anomalie cytologique, chez 

des femmes avec néoplasme inter-épithéliale de bas grade ou LSIL (low grade squamous 

inter-epithelial neoplasia), chez des femmes avec des néoplasmes inter-épithéliales de haut 

grade ou HSI (High grade squamous inter-epithelial neoplasia), ainsi que chez des femmes 

souffrant de lésions cancéreuses [81, 82].  

L’ADN du VPH 16 a été détecté dans 26 % des LSIL [83] et 63 % des SCCL (carcinome 

squameux du col de l’utérus) [84]. Le VPH 18 est le deuxième VPH le plus associé au cancer 

du col de l’utérus après le VPH 16 avec 10 à 14% de cas de détection dans les SCCL, par 

contre il est le premier VPH associé à l’adénocarcinome du col causant 37 à 41 % des cas 

comparativement au VPH 16 qui en cause 26 à 37% [84]. L’ADN de ces VPHs a aussi été 

identifié dans des lignées cellulaires dérivées du cancer du col de l’utérus : L’ADN du VPH 16 

dans les lignées cellulaires CaSki et Siha, VPH 18 dans les lignées HeLa, C4-1 et SW756 [85, 

86,87, 88]. 

 

 



 

19 

 

 

1.6  Intégration de l’ADN viral et carcinogénèse  

Le développement du cancer du col de l’utérus est un processus de carcinogénèse à plusieurs 

étapes. Toutefois, les évènements qui entourent la progression d’un néoplasme inter-

épithéliale de bas grade (LSIL ou CIN1) en un carcinome restent toujours méconnus.  

Le développement d’un néoplasme cervical de haut grade survient chez les femmes pour 

lesquelles l’infection devient non résolue et persistante pendant les années et décennies suivant 

l’infection initiale. Chez ces femmes, la stimulation continuelle de l’entrée en phase S et de la 

prolifération par E7, couplée à la perte de p53 causée par E6, mènera à l’accumulation de 

mutations dans le génome cellulaire ce qui conduira, éventuellement, au développement d’un 

cancer [18].  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Présentation des changements dans le profil d’expression de protéines virales, qui 

accompagnent la progression vers un cancer du col de l’utérus [18]. En CINI (LSIL), L’ordre de 

progression des évènements est généralement similaire à celui qui est observé dans les lésions productives. 

Dans les lésions  CIN2 et CIN3 les évènements tardifs du cycle viral sont retardés. Aussi, même si l’ordre de 

progression du cycle virale reste le même, la production de virions infectieux devient plus restreintes et se 

trouve limitée à des petites régions proches de la surface épithéliale. L’intégration de l’ADN virale dans le 

génome de la cellule hôte, fait partie des changements majeurs amenant à un cancer du col de l’utérus.. Cette 

intégration de l’ADN viral provoque un changement dans le profil d’expression des oncoprotéines virales 

(E7 est présentée ici), suite à la perte de l’expression d’E2. Aussi dans les cellules CCU, il y a perte de 

l’étape productive du cycle virale et les épisomes viraux sont habituellement perdus [18]. (Figure autorisée 

par l’auteur) 
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L’ADN viral du VPH a été retrouvé intégré dans le génome de la cellule hôte dans la plupart 

des cancers invasifs, ainsi que dans un sous-groupe de lésions de haut grade [91,92], de même 

qu’il peut aussi se retrouver dans certaines lésions CIN1. Il a été avancé que son intégration 

est un évènement précoce dans la chronologie de la progression du cancer du col de l’utérus 

[93]. Le site d’intégration dans le génome cellulaire semble être aléatoire, sachant que l’ADN 

viral intégré a été rapportée dans plusieurs sites différents dans différents chromosomes [94]. 

Toutefois, dans certaines lignées cellulaires, le site d’intégration a été retrouvé à proximité 

d’un oncogène connu [95]. 

L’étude des lignées cancéreuses dérivées de cancer du col de l’utérus où le nombre 

d’intégrations de génome viral est assez bas pour effectuer une étude détaillée a permis de 

révéler une spécificité remarquable du site où l’ADN génomique viral intégré est ouvert et 

modifié suite à son intégration [94]. L’intégration se passe principalement via la région E1/E2 

du génome viral [96,97] ce qui vient modifier le profil de régulation transcriptionnelle du 

génome viral dirigé par E2. Comme il a été mentionné plus haut (Chapitre 1.4.4.1), E2 a une 

double activité de régulation de l’expression d’E7 et E6 qui peut être positive ou négative 

dépendamment de ses niveaux d’expressions [98]. Dans les HPV 16 et 18, E2 apparait 

principalement comme étant un répresseur du promoteur des protéines E6 et E7 [99,100]. Par 

contre dans les lignées cellulaires dérivées du CCU, le génome viral est transcriptionnellement 

actif, menant à un profil d’expression spécifique et régulier, qui implique l’expression 

constitutive et spécifique des protéines E6 et E7 [101, 102]. Donc, il a été proposé que 

l’intégration du génome viral dans les cellules CCU a amené une modification dans le gène E2 

allant même jusqu’à la perte de ce dernier, ce qui mène à une augmentation soutenue de 

l’expression des protéines E6 et E7 donnant à la cellule un avantage prolifératif sélectif [94]. 

En effet, un niveau élevé d’expression des protéines E6 et E7 a été détecté dans des lésions 

CIN1, CIN2 et CIN3 montrant des évidences d’intégrations [103, 204]. Les protéines E6 et E7 

ont été prouvées comme étant indispensables pour le maintien du phénotype carcinogénique. 

Ceci a été démontré dans une étude impliquant les lignées cellulaires dérivées du CCU, les 

lignées HeLa et SiHa. Ces cellules rentrent en apoptose en présence de molécules inhibant la 

fonction d’E6 [105, 106]. E6 et E7 des VPHs à haut risque se lient au p53 et Rb avec une 

meilleure affinité que les mêmes protéines codées par les VPHs à bas risque [18]. 
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Figure 9 : Présentation des cibles biologiques d’E7 [21]. Figure  autorisée par l’auteur. 
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1.7  L’implication d’E6 dans la voie de réponse aux dommages à l’ADN. 

Parmi les principales caractéristiques associées à la carcinogénèse on retrouve l’évasion à 

l’apoptose, l’évasion au contrôle des gènes suppresseurs de tumeurs, et le maintien d’un signal 

pro-prolifératif [110]. Ces caractéristiques résultent en grande partie de l’effet de 

l’accumulation de mutations et de l’instabilité génomique. Ces dernières, dans le cas des 

cancers induits par le VPH, sont les conséquences de l’action d’E6 et E7 sur les produits de 

gènes suppresseurs de tumeurs p53 et RB. En effet, les pertes de fonctionnalité de p53 et Rb, 

causées par l’action d’E6 et E7 dans les cellules infectées au VPH à haut risque résultent en la 

perte de fonctionnalité de la voie de réponse aux dommages à l’ADN (RDA) entrainant une 

accumulation de mutations et une instabilité génomique qui favorisent la carcinogénèse [110, 

18,111]. 

Figure 10 : Présentation des cibles biologiques d’E6 [21] (Figure autorisée par l’auteur) 
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1.7.1 Les dommages à l’ADN  

Chacune des cellules qui composent le corps humain reçoit approximativement 10 000 

dommages à l’ADN par jour [112]. Ces dommages peuvent survenir physiologiquement, on 

parle alors de lésions à l’ADN causées par des problèmes rencontrés lors de la réplication, des 

réactions hydrolytiques ou de méthylation non enzymatiques, ainsi que par des radicaux libres 

oxygénés [113]. Ces composés chimiques attaquent l’ADN et conduisent à la formation 

d’adduits à l’ADN, qui mènent à une distorsion dans la structure de l’ADN conduisant à des 

problèmes d’appariement de nucléotides. Elles peuvent aussi conduire à la délétion de bases 

azotées et au blocage des processus de la réplication et de la transcription ce qui peut résulter 

en des bris simples brins de l’ADN (BSB). De plus, quand deux bris simples brins se 

retrouvent à proximité ou que la machinerie de réplication rencontre un BSB, ce dernier peut 

se transformer en un bris double brins (BDB). En effet, durant la réplication, quand la fourche 

de réplication rencontre une matrice d’ADN contenant un bris à l’ADN simple brin, ce bris 

sera convertit en un bris double brins dans une des chromatides sœurs. Les bris double brins à 

l’ADN (BDB) sont plus difficiles à réparer et sont toxiques pour la cellule comparé au bris 

simple brins [114]. Les bris doubles brins sont causés de manière directe ou indirecte. Dans les 

cas de cause directe, cette dernière peut être de source exogène (radiation ionisante) ou de 

source endogène (respiration oxydative, inflammation). En ce qui concerne les causes 

indirectes, on parle de lésions causées par un blocage de la machinerie de la réplication qui ne 

sont pas réparées [115]. Les bris doubles brins peuvent être causés par les radiations UV, ainsi 

que par les composés utilisés en chimiothérapie comme les agents inhibiteurs de la 

topoisomérase II, tel que la doxorubicine [115]. Les bris doubles brins non réparés résultent en 

la délétion de gêne et des réarrangements chromosomiques qui facilitent l’accumulation de 

mutation et la mort cellulaire [115]. Pour réparer les dommages causés par les bris doubles 

brins deux mécanismes sont employés, qui sont la réparation par jonction des extrémités non 

homologues (NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) [115]. La NHEJ est un mécanisme 

qui n’est pas exempt d’erreur, mais pouvant intervenir à n’importe quel point du cycle 

cellulaire [116]. La recombinaison homologue (HR) quant-à-elle est un mécanisme exempt 

d’erreur, mais qui ne peut généralement intervenir que dans les phases G2 et S, car ce 
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mécanisme implique dans son procédé de réparation la participation des chromatides sœurs 

comme matrice afin d’assurer la fidélité de la réparation [117].  

 

1.7.2 La voie de signalisation en réponse aux dommages à l’ADN et les points de 

contrôles cellulaires.  

Afin de garder l’intégrité de son génome et d’assurer le transfert de copies fidèles d’ADN aux 

générations futures, la cellule emploie une cascade de réponse aux dommages à l’ADN (RDA) 

en réponse aux BDBs [118]. La RDA est composée d’un entrelacement de réseaux protéiques 

contenant des facteurs de réparation des dommages à l’ADN et des régulateurs du cycle 

cellulaire [118]. Étonnamment, cette cascade de réponse converge préférentiellement vers une 

protéine : p53. Bien que p53 ne soit pas l’unique régulateur et exécuteur de la RDA, la perte 

de p53 compromettrait d’une part la réparation de lésion à l’ADN, et d’autre part l’exécution 

en temps opportun de la décision concernant le destin de la cellule [118]. La réparation des 

lésions générées par les modifications chimiques aux bases d’ADN, comme les lésions 

oxydatives ou les adduits à l’ADN sont rapidement traitées par les voies de réparation par 

excision de nucléotides (NER) ou par réparation par excision de base (BER) [118]. Dans les 

cas où les voies NER ou BER sont déficientes, les lésions sont la plupart du temps converties 

en BDBs. 
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Les BDBs initient la RDA en recrutant la kinase ATM, qui comme la kinase ATR, 

phosphoryle et active p53 [122, 123]. Le stress de la réplication en phase S peut dans le cas où 

il y a un effondrement de la machinerie de la réplication créer des BSBs ce qui va recruter et 

activer ATR et dans les cas où le bris simple brins persiste et progresse en bris double brins 

recruter ATM [120, 124]. Suite à la création d’un bris double brin, la RDA est initiée par deux 

kinases qui sont la DNA-PK (DNA dependent protein kinase) et ATM. DNA-PK active p53 

par phosphorylation sur les sérines 15 et 37 et promeut la réparation par NHEJ [125]. ATM 

peut activer p53 directement par phosphorylation et via CHK2, une autre kinase de point de 

contrôle qui peut aussi phosphoryler p53. ATM et ATR permettent l’initiation de la réparation 

Figure 11 : Cascade de réponse au dommage à l’ADN (RDA). (Modifiée à partir de Daniela Huhn 

[121], autorisée par l’auteur) 
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par recombinaison homologue (HR) [119, 125]. Bien que les différentes kinases impliquées 

dans la RDA ont comme cibles d’autres substrats ayant une implication importante dans la 

réparation de l’ADN et l’arrêt du cycle cellulaire, p53 reste un acteur et une cible clé de la 

RDA [118, 119]. La multitude de phosphorylations de p53 par les composantes de la RDA 

réduit son affinité de liaison à son inhibiteur biologique mdm2, ce qui permet la stabilisation et 

l’activation de p53 [126]. Une fois p53 activé, et dépendamment de la sévérité du signal de 

stress, du profil des modifications post-traductionnelles qu’auraient subit p53 et du contexte 

cellulaire, ce dernier peut promouvoir la réparation ou la mort cellulaire . Il peut migrer à la 

mitochondrie et promouvoir l’apoptose ou il peut directement aller sur le site du dommage et 

initier la réparation [127,131,128]. C’est ainsi que p53 décide du destin de la cellule 

endommagée. p53 promeut aussi la transcription de mdm2. Ce dernier se lie à l’extrémité N-

terminale de p53 et inhibe son activité transcriptionnelle. Aussi, mdm2 de par son activité 

ubiquitine ligase provoque la dégradation de p53 par le protéosome agissant comme un signal 

de rétroaction négative pour p53 [129, 130].  

1.7.3 Le destin cellulaire  

L’activation de la RDA résulte normalement, soit en la réparation du dommage, soit en 

l’élimination de la cellule endommagée dans le cas où ce dommage est irréparable. Ce 

processus de réparation ou d’élimination de la cellule endommagée doit être respecté afin 

d’éviter le développement de pathologie. Lorsqu’une cellule normale se retrouve avec un 

dommage à l’ADN, une série d’évènements biologiques se retrouve enclenchée. Ces 

évènements comprennent la RDA (décrite plus haut) qui implique l’activation du p53. Pendant 

le traitement du dommage, les points de contrôle du cycle cellulaire activés par CHK1, CHK2 

et p53 provoquent un arrêt temporaire du cycle cellulaire [119]. Tandis que le traitement initial 

de la lésion continue, p53 est localisé au site de la lésion et induit la réparation [131]. En 

même temps, p53 stimule la transcription de facteur impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire 

(inhibiteur des kinases cyclines dépendantes p21). Aussi, pour les lésions dont la réparation est 

plus lente, p53 induit la transcription des facteurs impliqués dans la réparation de dommages à 

l’ADN complexes incluant GADD45[132]. Une fois ce processus enclenché, la cellule peut 
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faire face à plusieurs destins différents dépendamment de la nature de la cellule et de la 

sévérité du dommage.  

La première possibilité implique un arrêt temporaire de la cellule couplé à une réparation 

réussie. Ce cas représente le meilleur scénario pour la cellule et l’organisme. Dans le cas où le 

dommage n’est pas sévère, la cellule réussit à le réparer et s’en sort avec peu (ou pas) de 

conséquences [118].  

 

La deuxième possibilité implique le cas où le dommage est très sévère et la cellule n’arrive pas 

à le réparer. Dans ce cas, afin d’essayer de protéger l’organisme la cellule à le choix de suivre 

un des deux scénarios suivant :  

L’apoptose (mort cellulaire programmée) : Dans le cas où le dommage est sévère et non 

réparable, p53 agit comme activateur et régule positivement la transcription de gènes 

impliqués dans la promotion de l’apoptose tels que ceux de la famille des BH3-unique (Puma, 

Noxa et Bax) et réprime aussi la transcription de gènes impliqués dans la répression de 

l’apoptose tels que Bcl-2 et Survivin [128]. Les protéines nouvellement exprimées de la 

famille BH3-unique migrent vers la mitochondrie ou elles déclenchent une cascade de 

réactions biologiques pro-apototiques qui commence à la membrane mitochondriale [133]. De 

plus, p53 lui-même peut migrer à la mitochondrie où il induit la cascade pro-apoptotique en 

interférant directement avec le facteur anti-apoptotique Bcl-2 [134]. L’apoptose est un 

mécanisme physiologique qui a une importance majeure en embryogenèse et qui garde son 

rôle important chez les cellules adultes en permettant d’éliminer les cellules endommagées 

[118].   
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La sénescence (arrêt de croissance permanent) : Comme il a été mentionné précédemment la 

décision de la cellule quant à son destin suite à un dommage à l’ADN varie dépendamment du 

type cellulaire et du contexte physiologique. Par exemple, en réponse à un dommage non 

réparé, les lignées cellulaires lymphoïdes opteraient pour l’apoptose [136], tandis que les 

lignées cellulaires épithéliales et stromales opteraient plutôt pour la sénescence [137]. La 

sénescence est un programme génétique complexe qui induit l’arrêt permanent de croissance 

cellulaire. La sénescence est une réponse cellulaire qui amène des altérations dans le 

métabolisme de la cellule, ce qui induit un changement dans le profil de sécrétion des 

protéines entrainant la modification du microenvironnement des tissus [138]. Dans la majorité 

des types cellulaires, l’activation de p53 est indispensable pour initier la sénescence en 

réponse à un dommage à l’ADN. Dans certains types cellulaires, p53 est aussi important pour 

maintenir l’arrêt de croissance (sénescence). Dans d’autres types de cellules, l’activation de 

Figure 12 : Présentation des deux voix apoptotiques induites par p53 et menant à l’apoptose caspases 

– dépendantes [135].  A) La voie extrinsèque implique la liaison d’un ligand de mort extracellulaire à un 

récepteur de mort, ce qui active la cascade des caspases.  B) La voie intrinsèque est enclenchée lorsque des 

protéines pro-apoptotiques, telle que Bax, permettent le relâchement du cytochrome c à l’extérieur de la 

mitochondrie. S’en suit l’activation des caspases. (Figure tirée du mémoire de Geneviève Synnott, 2007, 

autorisée par l’auteur) 
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p53 est seulement requise pour initier la sénescence, qui devient ensuite irréversible et cela 

indépendamment de p53 [139].  

Ces différents destins cellulaires sont gouvernés par la signalisation au p53 et permettent dans 

le cas où la réparation est impossible de supprimer la possibilité du développement de cancer. 

L’apoptose et la sénescence sont donc des mécanismes naturels de suppression de tumeurs. 

Dans les cellules infectées au VPH où il y a eu intégration de l’ADN viral et donc expression 

des oncoprotéines virales, l’expression des protéines E6 et E7 amène une perte de 

fonctionnalité de p53 et de Rb. Comme on vient de le décrire, la protéine p53 est impliquée 

dans la RDA. Le p53 gouverne les processus de réparation et dans le cas où le dommage est 

irréparable, cette dernière déclenche le processus d’apoptose ou de sénescence pour éviter 

l’accumulation de mutations pouvant mener au développement d’un cancer. Dans les cellules 

exprimant E6 du VPH, il y a une perte de fonctionnalité de p53, qui par l’intermédiaire d’E6 

se fait dégrader par le protéosome. Le p53 est un acteur clé de la RDA et des décisions 

cellulaires qui en résulte. La perte de p53 dans les cellules exprimant E6 du VPH résulte en 

une perte de fonctionnalité de la RDA, une déficience dans la réparation, l’apoptose et la 

sénescence; trois destins cellulaires impliquant p53. Donc, dans ces cellules un quatrième 

scénario est rencontré. Celui-ci implique une persistance du dommage. La perte de p53 et de 

Rb résulte en une persistance du dommage qui en l’absence de mécanisme d’apoptose et de 

sénescence mène à une accumulation d’aberrations chromosomiques qui promeut le 

développement du cancer [118]. 
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Figure 13 : Altération de  la voie de réparation des dommages à l’ADN suite à l’expression d’E6 

[121]. E6 forme un complexe avec E6AP et p53 et amène la dégradation du p53 dans le protéasome, ce 

qui cause  une perte des réponses biologiques normales. (Modifiée à partir de Daniela Huhn et all, 2013, 

autorisée par l’auteur) 
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1.8 Déficience de la RDA des cellules du cancer du col de l’utérus et 

traitement de la maladie. 

Pour les cancers du col de l’utérus, la prise en charge de la maladie implique souvent trois 

types de traitements qui sont la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie.  

 

 Problématique associés aux traitements actuels 1.8.1

Dans les cas avancés de la maladie, la chimiothérapie et la radiothérapie restent les traitements 

les plus appropriés. Ces deux modes de traitements agissent en créant des dommages à l’ADN 

et ont prouvés leurs efficacités dans le traitement de différents cancers [144, 145]. En effet, les 

cellules cancéreuses sont pour la plupart déficientes en réparation des dommages à l’ADN et 

ces dernières se multiplient à une vitesse beaucoup plus importante que les cellules normales 

(la phase S, phase de réplication d’ADN, étant le temps durant lequel la cellule se retrouve la 

plus vulnérable aux dommages à l’ADN). La radiothérapie et la chimiothérapie conduisent à la 

création de BDBs qui sont très toxiques pour la cellule. Le nombre important de ces bris 

doubles brins (BDBs) crées et l’impossibilité de les réparer détruisent les cellules cancéreuses. 

Toutefois, il faut noter que les cellules normales restent sensibles à la chimio et radio-thérapie 

et ce même si cette sensibilité est beaucoup moindre que pour les cellules cancéreuses [144, 

145]. Donc, une déficience en RDA des cellules cancéreuses est positivement corrélée avec la 

réussite du traitement. Ceci est vrai, sauf dans le cas des cellules déficientes en p53 et en 

d’autres protéines pro-apoptotiques. En effet, une déficience en p53 résulte, le plus souvent, en 

une résistance au traitement [144,145]. 

Pour le CCU, les cellules cancéreuses sont déficientes en p53 et Rb. Cette déficience amène 

une perte de fonctionnalité de la réparation, et aussi des mécanismes de sénescence et 

d’apoptose. Cet état de fait conduit à ce que ces cellules soient sensibles au traitement de 

chimio-radiothérapie. Par contre, cette sensibilité se manifeste surtout à des doses élevées, ce 

qui sensibilise, aussi, les cellules normales et conduit à un taux important de toxicité. Cette 

toxicité touche en particulier les cellules normales à vitesse de prolifération rapide, tel que les 

cellules hématopoïétiques et les cellules épithéliales intestinales. Elle consiste, le plus souvent, 
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en des réactions de stress qui mènent à la fibrose, ainsi qu’à un vieillissement prématuré des 

tissus [146]. Aussi, la perte du p53 et du Rb se traduit par une perte du mécanisme de 

sénescence et de l’apoptose dans les cellules cancéreuses, ce qui augmente la résistance à la 

maladie et les récidives [115].  

 

 La létalité synthétique : solution possible  1.8.2

Les traitements existants (radiothérapie, chimiothérapie) ne sont pas des traitements 

spécifiques aux cellules cancéreuses. En effet, ces traitements visent toutes les cellules en 

division rapide, ce qui touchent même les cellules normales et provoquent des effets 

secondaires comme des nausées, de l’anémie et des problèmes d’immunosuppression [146]. 

Aussi, le traitement utilisé n’est pas complètement efficace et les risques de résistance et de 

récidives restent importants. Ce qui soulève le besoin de développer une thérapie plus 

spécifique aux cellules du cancer et dans notre cas aux cellules des cancers induits par le VPH. 

Ceci nous amène à nous intéresser à la létalité synthétique. La létalité synthétique se présente 

dans le cas où on se retrouve en présence de deux gènes synthétiquement létaux. Des gènes 

que l’on désigne comme étant synthétiquement létaux sont des gènes dont la mutation de l’un 

des deux gènes donne naissance à une déficience qui est viable pour la cellule, mais la 

présence d’une mutation dans les deux gènes synthétiquement létaux en concomitance donne 

naissance à une cellule non-viable [147]. 

La perte de fonctionnalité de la RDA est un évènement commun dans le développement de 

plusieurs cancers. La RDA est composée comme il a été décrit précédemment de plusieurs 

voies de réparation complémentaires et compensatrices. Dans le cas ou il y a une perte de 

fonctionnalité d’une voie quelconque de réparation, le RDA réagit en impliquant une voie 

alternative procurant les mêmes résultats que la voie de réparation devenue dysfonctionnelle 

[179]. Dans une cellule cancéreuse, suite à la perte d’une voie de réparation, la cellule réagit 

en régulant positivement et donc sur activant la voie de réparation compensatrice [179].  

Les cellules cancéreuses deviennent alors dépendantes de cette voie de réparation alternative. 

Cette dépendance a été baptisée la non oncogene addiction. La dépendance à cet élément 

compensatoire de la RDA crée une vulnérabilité chez les cellules cancéreuses qui pourrait être 
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exploitée par l’inhibition de cet élément dans une application pratique du principe de létalité 

synthétique [179]. Aussi, la sur activation de la voie compensatrice procure aux cellules 

cancéreuses une résistance aux traitements chimio radio-thérapeutiques. L’exploitation des 

inhibiteurs de la RDA dans le but de contrer ces voies alternatives dans une stratégie de létalité 

synthétique nous permettrait d’une part de procurer un traitement spécifique et d’une autre 

part de contrer la résistance à la chimio radiothérapie [179]. 

Plusieurs inhibiteurs visant différents éléments de la RDA pourraient être utilisés dans des 

stratégies de létalité synthétique et parmi ces inhibiteurs plusieurs visent des éléments des 

voies de réparations des dommages doubles brins.  

 

Parmi les inhibiteurs développés ciblant la voie de réparation par jonction des extrémités non 

homologues (NHEJ), on retrouve la wortmanin. La cellule est perméable à la wortmanin. À 

des concentrations nano-molaires, la wortmanin inhibe spécifiquement et irréversiblement la 

PI-3 kinase avec peu à pas d’effet sur les autres molécules de signalisation cellulaire. Si 

présente à des concentrations micro-molaires, la wortmanin devient non spécifique à la PI-3 

kinase et montre un effet inhibiteur sur DNA-PK, une des kinases apparentées à la famille des 

PI3-kinases. DNA-PK a un rôle important dans la voie de réparation NHEJ. Elle est recrutée 

au site de la lésion d’ADN par la liaison de l’hétéro-dimère KU à l’ADN. Suite à son 

recrutement et à l’activation de sa sous-unité catalytique, DNA-PK se joint à l’hétéro-dimère 

KU afin de former une holoenzyme trimérique. La formation de la holoenzyme est nécessaire 

pour l’activité de DNA-PK et pour le recrutement des éléments nécessaires à la réparation par 

NHEJ. La présence de la wortmanin inhibe DNA-PK, ce qui retarde la jonction des BDBs et 

augmente la vulnérabilité des ces cellules à l’irradiation et aux drogues inhibitrices de la 

topoisomérase II [179, 180].  

 

Outre les inhibiteurs visant la réparation des BDBs par NHEJ, des inhibiteurs visant 

différentes composantes de la réparation homologue ont été développés. La majorité des 

recherches se sont focalisées sur les kinases ATM et ATR, composantes importantes 
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impliquées dans l’acheminement de la signalisation du dommage à l’ADN aux points de 

contrôles du cycle cellulaire [179].  

La kinase ATM est une composante importante de la RDA. Une fois activée et recrutée au site 

de lésion, cette dernière permet le transfert du signal de réparation vers les protéines contrôles 

du cycle cellulaire. ATM a été reconnue comme étant une cible thérapeutique intéressante 

dans la recherche sur le cancer. Toutefois, la recherche dans ce sujet a été limitée par la non-

disponibilité de petites molécules ayant un effet inhibiteur efficace. En se basant sur la 

similarité structurelle entre la kinase ATM et la PI3-kinase, Ku-55933 une molécule 

inhibitrice sélective d’ATM, a été développée à partir du LY294002, un inhibiteur de la PI3K 

[179].  

Ku-55933 inhibe les effets d’ATM induit par l’action de l’irradiation. En effet, en inhibant 

ATM, Ku-55933 inhibe la phosphorylation de p53 par ATM et donc son activation, ce qui 

sensibilise la cellule à l’irradiation, ainsi qu’à l’action des drogues inhibitrices des 

topoisomérase I et II [179, 181, 182].  

La perte du point de contrôle en G1/S est une caractéristique commune à plusieurs cellules 

cancéreuses. Elle se présente souvent par une déficience dans les gènes suppresseurs de 

tumeurs p53 et RB ou par une déstabilisation dans les niveaux de cyclines, des kinases 

cyclines dépendantes, ou dans leurs inhibiteurs. Cette perte du point contrôle en G1/S résulte 

en une augmentation de l’importance du point de contrôle en G2/S. Ce dernier, devient 

indispensable pour les cellules cancéreuses déficientes en point de contrôle en G1/S, car il 

permet d’éviter la transmission de dommages aux cellules filles. Cette vulnérabilité de ces 

cellules liée à leur dépendance au point de contrôle en G2/S, rend ce point de contrôle une 

cible intéressante à exploiter dans la recherche contre le cancer [179,183].  

 

Une étude génétique impliquant une inhibition de type dominant négative d’ATR dans des 

cellules cancéreuses a montrée une perte du point de contrôle en G2/S, et une sensibilisation 

des cellules à plusieurs agents chimio-thérapeutiques. Toutefois, les inhibiteurs existants 

d’ATR ne se sont pas montrés spécifiques et efficaces. En effet, la caféine, inhibiteur 

prototype utilisé pour l’étude, s’est montré faible et non spécifique, par contre son utilisation a 
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permis la cueillette d’un nombre satisfaisant de données pour cimenter l’intérêt que présente 

cette cible [179].  

Sachant le rôle important d’ATR dans le contrôle G2/S et l’effet des inhibiteurs d’ATM (Ku-

55933) dans la sensibilisation des cellules cancéreuses à l’irradiation ainsi qu’à la 

chimiothérapie, Il était d’une grande importance de développer un inhibiteur visant ATR et 

ATM ,et ainsi le CGK-733 a été développé. CGK-733 est un dérivé thio-urée ayant un effet 

inhibiteur spécifique sur les kinases ATM et ATR avec un IC50 de 200 ηM pour les deux 

kinases [184].  

D’autres éléments de la RDA ont été ciblés tel que la kinase CHK1 par l’inhibiteur UCN-01. 

UCN-01 inhibe CHK1, une sérine thréonine kinase jouant un rôle important dans la réponse 

aux dommages à l’ADN et le contrôle de la progression G2/M. UCN-01 est un inhibiteur 

ayant une large fenêtre d’action englobant toutes les protéines kinases C. UCN-01 augmente 

l’effet l’irradiation, de la cisplatine, et des inhibiteurs de la topoisomérase. Cet inhibiteur s’est 

montré très prometteur in vitro et in vivo chez l’animal pour utilisation comme un agent radio-

sensibilisant et chimio-sensibilisant. Toutefois, UCN-01 n’a pas montré des effets significatifs 

en clinique chez l’humain [179, 185]. 

 

Outre les kinases impliquées dans la RDA, p53 représente une cible de choix dans la thérapie 

du cancer. Ce dernier a fait l’objet de plusieurs études visant sa réactivation [146].  

En effet, p53 est muté dans 50% des cancers. Pour ceux qui réussissent à maintenir un p53 

sauvage (wild type, wt), ce dernier se retrouve soumis à une régulation étroite et maintenu à 

des niveaux variant de minimes à indétectables dans la cellule. p53 a un temps de demi-vie de 

20 minutes [156] maintenu par l’autorégulation négative par mdm2. mdm2 se lie à p53 et 

provoque via son activité ubiquitine ligase son transport du noyau au cytoplasme et sa 

dégradation dans le protéasome [157, 158]. mdm2 lie p53 à son site de liaison à la machinerie 

transcriptionnelle ce qui inhibe son action transcriptionnelle [159] 

De par son rôle important dans l’inhibition de l’activité de p53, mdm2 se présente comme une 

cible intéressante pour la réactivation de p53 dans les tumeurs p53 wt [160]. 
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En 2004, Vasilev et ses collègues rapportaient un groupe de composés imidazoles appelés 

Nutlins dont l’action serait d’inhiber la liaison mdm2-p53 et cela avec une haute affinité et 

sélectivité [161]. Parmi le groupe de Nutlins inhibiteurs de mdm2 (Nutlin-1, Nutlin-2, Nutlin-

3), Nutlin-3 a été identifiée comme étant l’inhibiteur ayant la meilleure activité inhibitrice. À 

ce jour, Nutlin-3 est la petite molécule inhibitrice de l’interaction mdm2/mdmX- p53 la plus 

étudiée et publiée.  

 

Nutlin-3 est un mélange racémique de Nutlin-3a (énantiomère actif) et Nutlin-3b (énantiomère 

inactif). L’affinité de Nutlin-3a pour le mdm2 est 150-fois plus forte que celle de Nutlin-3b 

[161]. Le mdm2 contient une poche profonde qui permet au p53 de se lier via 3 acides aminés 

(phe19, Trp23, Leu26), qui sont indispensables pour la formation de l’interaction p53-mdm2. 

Ces acides aminés se lient de manière étroite et très spécifique dans cette poche de mdm2 

[162]. Nutlin-3 interagit avec ces trois acides aminés et se lie au mdm2 en son site de liaison 

au p53, ce qui empêche l’interaction p53-mdm2 [161,163]. En 2004, Vassilev a testé l’effet de 

Nutlin-3 sur l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose des lignées cellulaires cancéreuses 

provenant de différentes tumeurs, incluant colorectal (HCT116 et RKO), poumons (H460 et 

A549), seins (MCF7), prostate (LnCap et 22Rv1), mélanome (Lox), ostéosarcome (SJSA-1), 

et du cancer du rein (A498) [164]. Après 24 heures de traitement avec Nutlin-3, les auteurs ont 

noté une déplétion et une réduction dans la fraction cellulaire en phase S, ainsi qu’un arrêt en 

G1 et G2 dans les cellules ayant un p53 wt. Par contre, l’effet pro-apoptotique de Nutlin-3 sur 

ces mêmes lignées est variable d’une lignée à l’autre [161]. 

 

Outre son effet sur le cycle et la survie cellulaire, Nutlin-3 a d’autres caractéristiques 

intéressantes qui ne cessent de ressortir depuis 2004. En effet, contrairement à l’irradiation et 

aux composés classiques utilisés en chimiothérapie, Nutlin-3 est un agent non-génotoxique 

[161,165]. Les cellules normales sont relativement insensibles à la Nutlin-3 [165]. En effet, 

Nutlin-3 induit l’apoptose dans les cellules cancéreuses ayant un p53 wt, tandis que dans les 

cellules normales, elle provoque seulement un arrêt du cycle cellulaire, ce qui pourrait 

permettre de procurer une protection contre l’effet très agressif de la radio-chimiothérapie sur 

les cellules normales. Ceci indique que Nutlin-3 pourrait agir comme agent radio-chimio 

protecteur sur les cellules normales in vivo [166]. Ces caractéristiques font de Nutlin-3 un 
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agent intéressant à exploiter dans une stratégie de létalité synthétique dans des cellules 

exprimant un p53 sauvage déficient, comme dans le cas des cellules exprimant la protéine E6 

du VPH.  
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 Figure 14 : Présentation du concept de létalité synthétique [149].  

A) Présentation d’un modèle de létalité synthétique générale. 

B) Présentation d’un modèle de létalité synthétique appliqué aux cellules CCU, ainsi qu’aux cellules 

exprimant les protéines virales E6 et E7 du VPH (Modifiée à partir de Chan et Giaccia, 2011, autorisée 

par l’auteur) 



 

39 

 

 

 

Hypothèse et objectifs  

Les cellules CCU, ainsi que les cellules de tous les cancers induits par le VPH expriment E6 et 

E7 et sont, donc, déficientes en p53 et Rb, ce qui conduit à une perte de la fonctionnalité de la 

RDA. La prise en charge de la maladie fait souvent appel à la radiothérapie ainsi qu’à la 

chimiothérapie. Les doses importantes utilisées en chimiothérapie et radiothérapie entrainent 

un fort taux de morbidité. Pour remédier à ces problèmes, nous cherchons à augmenter la 

spécificité du traitement afin d’augmenter son efficacité et de diminuer la morbidité qui lui est 

associée. Pour y parvenir notre hypothèse consiste à exploiter la perte de fonctionnalité de p53 

et Rb associée à l’expression des oncoprotéines virales E6 et E7 dans les cellules cancéreuses 

CCU afin d’identifier des composés qui permettent la sensibilisation de ces cellules.  

Nos objectifs seront d’effectuer un criblage à faible débit impliquant des inhibiteurs de la voie 

de réponse aux dommages à l’ADN, d’identifier des cibles intéressantes et d’étudier leurs 

effets biologiques seules et en synergie avec l’irradiation in vitro et in vivo. Différentes doses 

des composés sélectionnés seront étudiées. Les composés présentant une sensibilisation 

préférentielle en présence d’irradiation seront étudiés plus profondément au niveau de leur 

cible biologique. L’effet de sensibilisation sera étudié sur des cellules modèles CCU 

développées en laboratoire, les cellules HEKn-hTERT-E6-E7, ainsi que sur des lignées CCU 

dérivées de patientes (HeLa et CaSki). Les composés d’intérêts seront aussi étudiés in vivo 

dans des xénogreffes chez la souris afin d’étudier leurs effets sur la croissance tumorale.  
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes  
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Matériel et Méthodes des expériences IN VITRO 

2.1  Lignées cellulaires et conditions de culture  

2.1.1 Lignées cellulaires  

Durant mon projet de recherche différentes lignées cellulaires ont été utilisées. Le tableau I 

présenté ici-bas regroupe les différentes lignées utilisées tout au long du projet ainsi que leurs 

caractéristiques.  

Lignées Nature Type 
Milieu de 

culture 
Particularité 

BJ-U Fibroblaste Primaire DMEM - 

HCA2 Fibroblaste Primaire DMEM - 

HEKn Épithéliale Primaire Epilife Contrôle 

HEKn-hTERT Épithéliale Primaire Epilife Contrôle  

HEKn-hTERT-E6-E7 Épithéliale Primaire Epilife Modèle 

HEKn-hTERT-E6-E7-

GFP 
Épithéliale Primaire Epilife 

Protéine de fusion fluorescence 

(GFP) 

HeLa Épithéliale CCU DMEM 
lignée cancéreuse dérivée de 

cancer du col de l’utérus  

CaSki Épithéliale CCU RPMI 
lignée cancéreuse dérivée de 

cancer du col de l’utérus  

CaSki – GSE Épithéliale CCU RPMI p53 non fonctionnel 

HeLa – GSE Épithéliale CCU DMEM p53 non fonctionnel. 

 

Les lignées cellulaires HCA2 et BJU ont été utilisées dans les premiers stades d’optimisation 

des méthodes de détection de la sensibilisation des cellules testées. L’effet de sensibilisation se 

Tableau I : Lignées cellulaires utilisées tout au long du projet et leurs caractéristiques 
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définit par un arrêt, une perte ou diminution de la croissance cellulaire. Les HEKns sont des 

lignées cellulaires humaines isogéniques issues de kératinocytes normaux modifiés par 

infection par lentivirus. Nous avons ajouté l’expression de la sous-unité hTERT par vecteur 

Hygro-hTERT, afin de les immortaliser. Les cellules HEKn et HEKn – hTERT ont été 

utilisées comme cellules contrôles, représentant les cellules épithéliales normales dans les 

expériences de sensibilisations et d’études de composés sensibilisants in vitro. Les cellules 

HEKn-hTERT ont été ensuite séquentiellement modifiées par l’ajout de l’expression de la 

protéine du VPH E6 par infection par lentivirus-néomycine, et l’ajout de l’expression d’E7 du 

VPH par lentivirus BLAST-icidine. Nous avons ainsi obtenu nos cellules modèles CCU 

(Chapitre 3.3.1, Figure 25, Section Résultat). Les cellules HeLa et CaSki sont des lignées 

cellulaires directement dérivées de cancer du col de l’utérus. L’utilisation de ces cellules nous 

permet de tester la robustesse de l’effet de sensibilisation, observé dans nos cellules modèles 

et dans des cellules du cancer du col de l’utérus. Nous avons ensuite modifié les cellules HeLa 

et CaSki en ajoutant par infection au lentivirus le Genetic suppressor element pour p53 (GSE-

22), un peptide inhibiteur dominant négatif de p53. Ces biomolécules dérivées du gène de p53 

agissent comme des inhibiteurs de la fonction biologique de p53, en empêchant sa 

tétramérisation et relocalisation au noyau ce qui inhibe sa fonction biologique [81]. Le p53 se 

retrouve bloqué sous sa forme monomérique non active et ne peut plus remplir ses fonctions. 

Nous avons, donc, obtenu les lignées HeLa – GSE et CaSki – GSE, des lignées dont le p53 est 

complètement inactif, ce qui nous permet d’étudier l’importance de son implication [81]. 

 

 

 

  

2.1.2 Conditions de culture  

Les cellules ont été maintenues dans des incubateurs à une température de 37ᵒC dans des 

conditions atmosphériques humide à 5 % de CO2. Sauf, en ce qui concerne les cellules HEKn 

et HEKn-hTERT qui ont été incubées à 7 % d’O2. 
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Les fibroblastes primaires HCA2 et BJ-U ainsi que les cellules cancéreuses HeLa et HeLa – 

GSE ont été cultivées dans un milieu DMEM faible en glucose (Multicell, Wisent inc), 

complémenté avec 8 % de FBS (Sérum de veau fœtal) et de 5% d’antibiotiques pénicilline et 

streptomycine 10 000 µg/ml (Wisent inc). Les cellules cancéreuses CaSki et CaSki-GSE ont 

été incubées dans un milieu RPMI 1640 1X (Wisent), complémenté avec 8 % de FBS (Sérum 

de veau fœtal) de 5% d’antibiotiques pénicilline et streptomycine 10 000 µg/ml (Wisent inc). 

En ce qui concerne les cellules épithéliales primaires HEKn, HEKn – hTERT, HEKn – 

hTERT – E6 – E7 et HEKn – hTERT – E6 – E7 – GFP, elles ont été cultivées dans un milieu 

Epilife (cascade biologique, Gibco Life technologie), complémenté de 5 ml de HKGS 100 X 

(Human Keratinocyte Growth supplement, Gibco, Life technologie) et de 5% d’antibiotiques 

pénicilline et streptomycine 10 000µg/ml (Wisent inc).  

 

2.2  Protocole et condition de criblage à faible débit 

Les cellules sont ensemencées de 48 à 72 heures précédant le criblage dans des plaques de 96 

puits. Le temps 0 heure correspond à 30 minutes après le traitement, ce qui a été jugé comme 

étant le temps requis pour observer un effet de sensibilisation de nos inhibiteurs sur nos 

cellules contrôles et modèles, que ça soit du niveau métabolique ou au niveau du cycle 

cellulaire. Les cellules sont traitées avec les différents composés testés (Section résultats, 

chapitre 3.3, Tableau III) et sont ensuite incubées à 37ᵒC dans des conditions 

atmosphériques humides à 5 % de CO2. Après 30 minutes d’incubation, l’évaluation du temps 

0 est effectuée. En même temps, nous procédons à l’irradiation des cellules testées pour l’effet 

de synergie avec l’irradiation. Le milieu est changé aux 72 heures. L’évaluation de l’effet de 

sensibilisation a été effectuée aux temps assignés dans le protocole de criblage, telle que 

présentée dans la section résultats, chapitre 3.3, Figure 25.  

 

2.3  Méthodes d’évaluation de l’effet de sensibilisation 

Nous utilisons deux méthodes d’évaluation de l’effet de sensibilisation des composés testés 

sur nos cellules. Ces deux méthodes sont le test ATPlite et la coloration d’ADN par DRAQ5. 
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2.3.1  Test ATPlite (Trousse d’essai ATPlite, Perkin elmer). 

Cette méthode permet l’évaluation du contenue d’ATP cellulaire. Les cellules ont été mises en 

culture préalablement dans des plaques blanches de 96 puits (Micro assay – plate Chimney, 

Greiner Bio One). Les plaques blanches ont été validées dans notre laboratoire, comme étant 

les meilleures surfaces de culture à utiliser pour la détection de la luminescence. La trousse 

d’essai ATPlite comprend une solution de lyse et une solution de substrat. La réaction 

enzymatique sur laquelle se base le principe de l’essai ATPlite implique l’enzyme luciférase, 

le substrat luciférine et l’ATP cellulaire. Le produit de la réaction est de l’énergie lumineuse. 

Les cellules sont traitées 5 minutes avec la solution de lyse, puis 5 minutes avec le substrat. 

Les cellules sont ensuite incubées 10 minutes dans le noir avec agitation et une fois 

l’incubation complétée, nous mesurons la luminescence par spectrométrie (Perkin elmer 

luminescence spectrometer ls50b). 

 

2.3.2 DRAQ5 

Cette méthode implique l’évaluation du contenue d’ADN cellulaire. Les cellules sont fixées 

par une solution de formaline 10 % (Sigma, solution ph neutre). Elles sont ensuite marquées 

avec un colorant d’ADN fluorescent dans le rouge lointain, le DRAQ5 (Far-red fluorescent 

live cell permenent DNA dye, 5mM, Cell signaling) à une concentration de 0,5µM pendant une 

heure. Suite au lavage avec une solution de PBS1X et de Tween 1%, on procède à la lecture 

du signal fluorescent par spectrométrie (Li-COR Odyssey infared system).  

 

 

2.4  Extraction de protéines  

Les protéines ont été extraites à partir de cellules en culture fraichement sorties de 

l’incubateur. L’extraction s’est déroulée à 4◦C en utilisant la solution de lyse M-PER 

Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo-Science).  
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2.5  Méthodes d’analyse de protéines  

Afin d’étudier la cible cellulaire du composé sensibilisant identifié, nous avons employé deux 

méthodes d’analyse de protéines qui sont le buvardage de western et l’immunofluorescence.  

 

2.5.1  Buvardage de western  

Anticorps utilisés : 

Protéines ciblées Anti- corps primaires Anti-corps secondaires 

p53 p53(DO-1) Santa Cruz Biotech, monoclonal Anti- mouse -HRP 

p21 p21 (SX-118) BD pharmagen,, monoclonal Anti-mouse-HRP 

COX IV COXIV (3E11) Cell signaling Anti-Rabbit-HRP 

GAPDH GAPDH (14C10) Cell signaling Anti-Rabbit-HRP 

β-actine  β-actine (AC – 15) Abcam, monoclonal Anti-mouse-HRP 

 

 

Les anticorps primaires ont été utilisés à une concentration de 1/500 pour le p53 (DO-1), 1/100 

pour le p21 (SX-118), 1/5000 pour COXIV (3E11) et 1/5000 pour GAPDH (14C10) et la β-

actine (AC-15). Les anticorps secondaires anti-mouse et anti-rabbit IgG HRP (Cell signaling) 

ont été utilisés à une concentration de 1/5000. La révélation s’est faite par chimiluminescence 

avec la trousse de peroxydase, Amersham ECL prime Western-blotting reagent 

(Geolifescience).  

 

2.5.2  Immuno-fluorescence  

Les cellules ont été fixées à la formaline 10% (Sigma) deux heures et demi suite au traitement. 

Le noyau des cellules a été coloré en bleu par le marqueur d’ADN DAPI qui est une sonde 

fluorescente dans le bleu. Les cellules ont été traitées avec un anticorps contre p53, le p53 

(DO-1), à une concentration de 1/500. Le p53 (DO-1) a été marqué en rouge par l’anticorps 

secondaire Alexa Fluor 594 Donkey anti-Goat IgG (H +L). Les lames ont été montées avec 

Tableau II : Anti-corps utilisés en buvardage de western. 
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l’aide du milieu Vectashield (VECTASHIELD Mounting Media for Fluorescence, Vector 

laboratories). 

 

 

Matériels et Méthodes des expériences IN VIVO 

2.6  Injection de cellules tumorales chez la souris (Xénogreffe HeLa). 

2.6.1  Matériels : 

• Matrigel froid (BD Matrigel Basement Membrane Matrix, Bioscience)  

• Embouts froids 

• Aiguille 25 G 

• Seringues 1cc froides. 

• Souris RAG2γC 

2.6.2  Méthode : 

Les souris ont été injectées en sous-cutané avec 4 millions de cellules HeLa dans les 

flancs droit et gauche, avec et sans matrigel.  

 

2.7 Protocole de traitement des souris RAG2γC avec la Nutlin-3a  

2.7.1 Matériel 

• DMSO (Sigma Aldrich)  

• Nutlin – 3a 10 mg/kg (Sigma) 

• IR 6 Gy. 
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2.7.2 Méthode  

Le traitement s’étend sur 18 jours. Les souris sont divisées en 4 groupes comme présentés 

dans le tableau V au chapitre 3.5 de la section résultat. On a donc un groupe (contrôle) 

DMSO, un groupe IR + DMSO, un groupe Nutlin-3a 10 mg/kg, et un groupe IR + Nutlin-3a 

10 mg/kg. La voie d’administration de la Nutlin-3a et du DMSO utilisée est la voie intra-

péritonéale (I.P). La fréquence est de un jour sur deux à un volume de 50 µl et une 

concentration pour la Nutlin-3a de 10 mg/kg. Pour le groupe IR, les souris sont soumises à une 

dose unique d’irradiation de 6 Gy, le corps entier. Pour le groupe IR + Nutlin-3a, les souris 

sont traitées avec la Nutlin-3a, une journée avant l’irradiation. Les dernières doses de Nutlin-

3a administrées ont été de 5 mg/kg, les souris ont été sacrifiées la journée suivante. 

La croissance tumorale est déterminée en mesurant le volume de la tumeur qui est calculé en 

multipliant la longueur par la largeur par la profondeur de la tumeur. Le poids des souris ainsi 

que les points limites établis par le protocole du comité institutionnel de protection des 

animaux (CIPA) sont suivis et vérifiés à chaque prise de mesure de la croissance tumorale.  
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Chapitre 3 : Résultats  
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3.1  Présentation et validation du modèle cellulaire  

Afin d’augmenter l’efficacité du traitement par radiothérapie des patientes du cancer du col de 

l’utérus et afin de diminuer le taux de morbidité associé au traitement, nous cherchons à 

développer un traitement spécifique en identifiant des agents sensibilisants ou radio-

sensibilisants qui permettent de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses induites par le 

VPH. Pour y parvenir, nous proposons l’exploitation de l’expression des oncoprotéines virales 

E6 et E7 qui est spécifique aux cellules CCU, ainsi qu’à tout autre cancer induit par le VPH. 

Ces protéines sont exprimées de manière spécifique et constitutive dans les cellules CCU et 

seulement dans ces dernières. En effet, pour être en mesure d’identifier un composé 

sensibilisant préférentielle aux cellules CCU, il faut viser les protéines E6 et E7, ainsi que leur 

cibles cellulaires.  

 

3.1.1  Présentation du modèle cellulaire  

Avant de procéder au criblage à faible débit pour identifier des composés sensibilisants, nous 

avons procédé à la validation des méthodes d’évaluations de la sensibilisation, ainsi que du 

protocole de criblage. Les cellules utilisées pour la validation des méthodes d’évaluation de la 

sensibilisation, du protocole de criblage, ainsi que pour l’identification des composés 

sensibilisant sont des cellules HEKn-hTERT-E6-E7, des cellules CCU – like développées au 

laboratoire. Pour développer ce modèle cellulaire nous avons utilisé des cellules isogéniques 

humaines issues de kératinocytes normaux, les cellules HEKns, que nous avons 

séquentiellement modifiées par lentivirus afin d’obtenir leur immortalisation suite à 

l’expression de la sous unité télomerase hTERT, obtenant les cellules contrôles HEKn-

hTERT. Nous avons ensuite ajouté grâce à des infections séquentielles par lentivirus 

l’expression des oncoprotéines virales E6 et E7, obtenant ainsi les cellules modèles HEKn-

hTERT-E6-E7 (Figure 15).  
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Les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 sont utilisées dans les différentes expériences du projet à un 

doublement de population (pd) de 44 à 48, ce qui correspond comme nous le voyons dans la 

figure 16 à une phase dans laquelle les cellules sont en croissance linéaire exponentielle.  

 

Figure 15 : Présentation du développement du  modèle cellulaire, HEKn-hTERT-E6-E7 

Les ajouts  de l’expression de la sous-unité télomérase;  hTERT, de la protéine E6 et E7 se sont fait de 

manière séquentielle par infections au lenti-virus (Adapté d’une figure tirée du mémoire de maitrise de 

Monika Knapik 2014, laboratoire du Dr. Rodier, autorisée par l’auteur). 
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Une fois le modèle cellulaire développé, nous avons procédé à sa validation vis-à-vis de 

l’expression et de la fonction biologique des protéines virales E6 et E7. La validation de 

l’expression d’E6 et E7 a été effectuée par la méthode quantitative de RT-qPCR. L’ensemble 

des résultats de cette expérience ont été présentés dans le mémoire de l’étudiante Monika 

Knapik, l’ARN d’E6 et d’E7 a été confirmé dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7. Sachant 

que l’expression des ARNm de E6 et E7 a été préalablement validée, j’ai procédé à la 

validation de leur effet biologique.  

 

 

 

Figure 16 : Courbe de croissance des cellules HEKn-hTERT-E6-E7-GFP 

Nous avons en ordonnée le doublement de population (pd) des cellules en culture. En abscisse, nous avons le 

temps passé en culture. Les points correspondent au doublement cumulatif de population des cellules après  

un temps X passé en culture. L’encadré rouge représente la fenêtre de pd auquel les cellules sont utilisées. 

L’expérience a été répétée 3 fois. Chaque point correspond au pd d’un flasque de cellule ayant subit un 

passage.     
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3.1.2 Validation du modèle cellulaire  

3.1.2.1 Validation de la fonctionnalité d’E6 

Tel qu’expliqué précédemment (Chapitre 1.4.3.2) E6 interagit avec p53 et provoque sa 

dégradation dans le protéasome. Afin de valider la fonctionnalité d’E6, nous avons procédé à 

la validation de son effet sur p53. Pour ce, nous avons investigué l’expression de la protéine 

p53 dans les cellules modèles HEKn-hTERT-E6-E7 par buvardage de western. Nous avons 

utilisé comme contrôle de référence les cellules HEKn-hTERT. Les protéines ont été extraites 

en même temps pour toutes les conditions, ce temps correspondant à 2h30 après traitement. 

Les cellules ont été irradiées avec une dose de 16 Gy afin de servir de contrôle positif pour la 

stabilisation de p53. Pour la validation de l’effet d’E6 sur p53, nous nous intéressons 

seulement aux premiers et derniers puits de chaque lignée, encadrés en rouge dans la figure 

17. Notez la stabilisation de p53 par l’irradiation dans les cellules normales HEKn-hTERT et 

la perte totale de p53 (en absence ou en présence de l’irradiation) dans les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7. L’absence de l’expression de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 

comparativement aux cellules HEKn-hTERT confirme donc la fonctionnalité de 

l’oncoprotéine E6 dans nos cellules modèles.  
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3.1.2.2 Validation de la fonctionnalité d’E7 

Ensuite nous avons procédé à la validation de la fonction d’E7 dans les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7. La protéine virale E7 inhibe la fonction de Rb et provoque sa dégradation au 

protéasome. Dans les cellules normales, une accumulation de p16, en réponse à un stress 

cellulaire, promeut la sénescence via Rb [170]. Dans les cellules RB ou Rb déficientes la 

surexpression de p16 ne devrait avoir aucun effet sur la prolifération des cellules. Nous avons 

évalué la fonctionnalité de Rb, par l’investigation de sa capacité à induire la sénescence en 

réponse à un haut niveau de p16. Pour ce, nous avons évalué la prolifération des cellules 

modèles HEKn-hTERT-E6-E7, suite à l’induction de la surexpression de p16 par lentivirus. 

L’évaluation de la croissance cellulaire a été effectuée sur une période de 9 jours.  

 

Figure 17: Validation de la fonction biologique de la protéine E6 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7. 

Nous avons validé la fonctionnalité d’E6 en explorant son effet sur le niveau d’expression de p53 dans les 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7. Les cellules irradiées et non irradiées ont été traitées avec du DMSO (solvant). 

Les cellules ont été exposées à une dose d’irradiation de 16 Gy. Les protéines ont été extraites 2 heures post-

irradiation. Le p53 cellulaire a été marqué avec un anti-corps monoclonal de souris anti-p53 (clone DO-1) à une 

concentration de 1/500. La β-actine, une protéine ubiquitaire a été utilisée comme contrôle et a été marquée 

avec l’anticorps anti-β-actine (AC-15) à une concentration de 1/5000. L’expérience a été répétée trois fois.  
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Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits. La quantité d’ADN présente 

dans chaque puits a été évaluée sur une période de 9 jours. L’ADN des cellules a été marquée 

au DRAQ5, un colorant d’ADN fluorescent dans l’infrarouge, chaque point rouge dans le 

puits correspond au noyau d’une cellule. Un logiciel de traitement traite le signal fluorescent 

émit dans chaque puits et lui attribut un chiffre, plus le nombre de cellules est important, plus 

le signal est important. Le contenue d’ADN a été normalisé au temps 0. Les cellules contrôle 

IR, ont été exposées à une dose d’irradiation de 8 Gy, et servent de contrôle positif de 

l’induction de p16. Nous pouvons observer dans la figure 18 l’arrêt de croissance des cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7 suite au traitement à l’irradiation, ou à l’induction de p16.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Validation de la fonction biologique d’E7 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 

Nous avons validé la fonction biologique d’E7 en investiguant son effet sur sa cible biologique Rb. Nous 

avons examiné la capacité de Rb à induire la sénescence suite à une augmentation du niveau de p16 

cellulaire. Nous avons présenté en ordonnée le contenue d’ADN normalisé au jour 0 des cellules HEKn-

hTERT-E6-E7. Le contenu en ADN des cellules a été coloré au  DRAQ5 (1/10 000) après 0, 6 et 9 jours de 

culture cellulaire. Des cellules non traitées ont  servi de contrôle négatif, des cellules exposées à une dose 

d’IR de 8 Gy ont servi de contrôle positif pour la surexpression de p16. Chaque barre correspond aux 

moyennes normalisées au jour 0. Les moyennes ont été calculées à partir de trois réplicas ayant subit le 

même traitement à un temps donné. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type calculée à partir des 

écarts type de chaque triplicat. L’expérience a été répétée trois fois.	
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En résumé, nous avons procédé à l’investigation de la perte de fonctionnalité de Rb induite par 

E7, en se penchant sur la capacité de Rb à induire la sénescence en réponse à une sur 

activation de p16. Nos résultats nous indiquent que les cellules arrêtent leur prolifération suite 

à une augmentation du niveau de p16, ce qui implique que Rb est toujours fonctionnel. Donc 

la protéine E7, bien que exprimée dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7, ne remplit pas sa 

fonction biologique. D’ailleurs, Monika Knapik a soulevé le faible niveau d’expression d’E7 

en comparaison avec E6 par RT-qPCR.  

Sachant que le Rb est toujours fonctionnel dans notre modèle cellulaire. Nous allons viser 

comme cible thérapeutique les voies associées au p53 et cela car nos cellules ont été 

confirmées comme exprimant une E6 fonctionnelle. Donc nous pouvons déjà avancer que tout 

effet de sensibilisation préférentielle que nous pourrons identifier relèverait de la fonction 

d’E6 dans nos cellules. Aussi, la non fonctionnalité de E7 dans notre modèle fait en sorte de 

limiter les composés utilisés en criblage à faible débit à des voies cellulaires associées à 

l’action de p53 plutôt que Rb.  

 

Ayant mis au point et caractérisé les forces (E6) et faiblesses (E7) de notre modèle cellulaire, 

nous allons maintenant procéder à la validation des méthodes d’évaluation de la 

sensibilisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

56 

 

 

3.2  Validation de la méthodologie 

3.2.1. Validation des méthodes d’évaluation de la sensibilisation  

En criblant pour un sensibilisant des cellules HEKn-hTERT-E6-E7, nous cherchons à 

identifier un composé qui cause l’arrêt, la diminution, ou la perte de croissance des cellules 

CCU traitées. La sensibilisation cellulaire sera évaluée sur une période de temps allant de 0 à 

192 heures. Avant de procéder au criblage, il est nécessaire de mettre au point et de valider la 

méthodologie utilisée pour évaluer la sensibilisation des cellules HEKn-hTERT-E6-E7. 

 

3.2.1.1 Évaluation de la sensibilisation : Test ATPlite 

La première méthode utilisée pour évaluer la sensibilisation de nos cellules modèles est l’essai 

ATPlite. Le test ATPlite est un test de luminescence qui permet la quantification de l’ATP 

cellulaire. L’ATP est un marqueur de viabilité cellulaire et est présente dans toutes les cellules 

biologiquement actives. Le système d’essai ATPlite se base sur la production de lumière 

causée par la réaction enzymatique impliquant l’enzyme luciférase en présence d’ATP et de 

son réactif D-luciférine.  

 

 

ATP + D-Luciférine + O2                          Oxyluciférine + AMP + PPi + CO2 + Lumière  

 

 

 

 

Afin de valider le test ATPlite comme méthode d’évaluation de la sensibilisation des cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7. Nous avons procédé à l’évaluation de la linéarité, quantitativité, et de la 

limite de détection de la méthode. Nous avons ensemencé différentes concentrations de 

cellules allant de 625 à 10 000 cellules et nous avons effectué un test ATPlite après 24 heures 

de culture.  
 

 

Luciférase 
Mg2

Figure 19 : Réaction enzymatique sur laquelle se base le système ATPlite. 
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Les résultats présentés à la Figure 20 montrent la linéarité et la reproductibilité de la méthode 

sur une grande fenêtre avec des barres d’erreurs très étroites. La méthode est linéaire et 

quantitative. Elle est sensible à jusqu’à 625 cellules par puits et commence à perdre de la 

sensibilité vers 10 000 cellules. 

Sachant, que nous voulons cribler pour un composé radio-sensibilisant, nous avons voulu 

investiguer, par l’intermédiaire du test ATPlite, l’effet de l’exposition à des doses croissantes 

d’irradiation (2 Gy, 4 Gy et 8Gy), pour une période de 96 heures, sur la croissance des cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7. Les cellules ont été ensemencées à une densité de 800 cellules. Après 

48 heures d’incubation, les cellules ont été irradiées.  
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Figure 20 : Détermination de la sensibilité de la méthode de quantification cellulaire ATPlite pour les 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7 (CCU).  

Les dilutions des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 permettent de générer une courbe standard et de valider la 

sensibilité de la technique pour nos cellules. Les différentes concentrations de cellules ensemencées par puits 

(dans une plaque de 96 puits) sont indiquées en abscisse. La valeur de luminescence détectée pour les 

différentes concentrations est rapportée en ordonnée. Les points représentent la moyenne et l’écart-type sur 

trois réplicas expérimentaux.  
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Les résultats (Figure 21) montrent une baisse de la prolifération des cellules HEKn-hTERT-

E6-E7 suite à l’irradiation entre 48h et 72h. Toutefois, l’exposition à une dose d’irradiation de 

2 Gy ne semble pas avoir un effet observable sur les cellules HEKn-hTERT-E6-E7.  

Les cellules exposées à une dose d’irradiation de 4 et 8 Gy se remettent à proliférer après 72h 

et comme pour les cellules exposées à une dose d’irradiation de 2 Gy, il semblerait qu’après 

72 heures de culture, les cellules irradiées prolifèrent plus rapidement que les cellules non 

irradiées, ce qui n’est pas vraisemblable. En effet, ayant procédé au suivie par microscopie de 

la croissance des mes cellules lors des 96 heures qu’a duré l’essai, je peux affirmer avoir 

observé de la mort cellulaire dans les premiers 48 heures de culture suivit d’une diminution 

Figure 21: Effet de l’irradiation sur la croissance des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 mesuré par 

ATPlite. 

Les cellules ont été traitées avec des doses de 0, 2, 4 et 8 Gy. La quantification des cellules a été effectuée 

par ATPlite. Nous avons en abscisse le temps post-irradiation passé en culture. La valeur de luminescence 

mesurée au temps X est rapportée en ordonnée. Chaque point correspond à la moyenne de luminescence 

pour trois réplicas (Dans une plaque de 96 puits). Chaque barre d’erreur correspond à l’écart-type associé 

aux trois réplicas correspondant à un point donné.   

0"

5000"

10000"

15000"

20000"

25000"

0" 20" 40" 60" 80" 100"

Lu
m
in
isc

en
ce
)

Temps)(h))

0)Gy)

2)Gy)

4)Gy)

8)Gy)



 

59 

 

 

notable de la prolifération des mes cellules qui était directement proportionnelle à la dose 

d’irradiation à laquelle elles ont été exposées.  

 

Aussi, l’essai d’induction de la sénescence par Rb suite à une augmentation du niveau de p16 

en réponse à l’irradiation démontre dans la Figure 18, que les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 

arrêtent leur croissance en réponse à l’irradiation.  

 

De plus, préalablement à ce projet afin de comprendre et de caractériser notre modèle 

cellulaire, une étude de l’effet de l’irradiation sur les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 a été 

effectuée. Nous avons exposé ces cellules à une dose d’irradiation de 10 Gy et nous avons 

observé leur morphologie après 96 heures de culture.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 
 

 

 

 

 

 

On peut observer dans la figure 22 une nette différence entre les cellules irradiées et non 

irradiées. En effet, suite à l’irradiation, les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 prolifèrent beaucoup 

moins que les cellules non-irradiées et leur forme est modifiée. Elles ont grossies et aplaties 

adoptant une morphologie semblable à celles des cellules sénescentes [150]. Il y peu de 

cellules flottantes suggérant une réponse de sénescence plutôt que de mort cellulaire. Il aurait 

été pertinent de confirmer le phénotype de sénescence dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 

avec un marquage de l’activité de la sénescence associated β–galactosidase, qui est un 

Figure 22: Réponse à l’irradiation des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 

 Photos prises par microscope sous lumière blanche des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 96 heures après avoir été 

exposées ou non à une dose d’irradiation de 10 Gy. L’expérience a été effectuée deux fois indépendamment en 

triplicas. 
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marqueur connu de la sénescence, malheureusement nous n’avons pas effectué cette 

expérience. Par contre, nous pouvons de par nos observations par microscopie et par les 

résultats obtenus dans la figure 18 avancer que nos cellules HEKn-hTERT-E6-E7, subissent 

un arrêt de croissance cellulaire suite à leur exposition à l’irradiation.  

 

En se fiant qu’à la figure 21, nous serions porté à croire que nos cellules modèles continuent à 

croitre à une vitesse semblable à plus grande que celle des cellules normales. Or sachant les 

dommages à l’ADN subit et la perte de fonctionnalité de p53 dont souffrent les cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7 cela semble improbable. Aussi, sachant que Rb est toujours fonctionnel, 

nous nous attendions à un arrêt du cycle cellulaire et entré en sénescence des cellules. Cette 

réponse serait le résultat de l’action de Rb en réponse à l’augmentation du niveau de p16 en 

réponse au stress engendré par l’irradiation [170]. Nous pouvons observer cet arrêt de 

croissance Rb dépendant engendré par une augmentation du niveau de p16 suite à l’irradiation 

dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 dans la figure 18. Donc, suite au traitement à 

l’irradiation des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 nous devons avoir une diminution (mort 

cellulaire) couplé à un arrêt de croissance de nos cellules (sénescence). Ceci devait se traduire 

par un plateau dans la figure 21 et cela du moins pour la dose de 8 Gy, ce qui n’est pas le cas. 

Or, il ne faut pas oublier que le test ATPlite se base sur la détection de la quantité d’ATP 

cellulaire. Par conséquent, les données communiquées par cette méthode dépendent de 

l’activité métabolique cellulaire. Sachant que l’activité métabolique peut augmenter en 

réponse au stress ou dans le cas de la sénescence [152], nous devons utiliser une autre 

méthode afin de s’assurer de la robustesse de nos résultats. Le test ATPlite a été tout de même 

utilisé comme méthode d’évaluation de la sensibilisation lors du criblage à faible débit 

impliquant des inhibiteurs de la RDA, et cela à cause de la non disponibilité d’une méthode 

alternative permettant d’effectué un criblage de cette taille importante au début du projet. 

Aussi, la dose d’irradiation et le temps post-traitement choisi ne nous ont pas permis de relever 

les lacunes de la méthode soulevées ci-dessus. Toutefois, l’effet du composé sensibilisant 

identifié a été confirmé avec une autre méthode avant de procéder à la suite de l’étude.  
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3.2.1.2 Évaluation de la sensibilisation : Coloration DRAQ5 

 Cette technique d’évaluation de la sensibilisation se base sur la mesure de la quantité de 

cellules en fonction de la quantité d’ADN détecté dans les cellules.  

Les cellules d’intérêt sont tout d’abord fixées à la formaline, puis colorées au DRAQ5 

(composé synthétique avec une haute affinité pour l’ADN). Le colorant DRAQ5 permet une 

coloration des noyaux des cellules tout en émettant un signal fluorescent dans le rouge. La 

fluorescence est mesurée par spectromètre infrarouge (Li-COR Odyssey). 

 

Comme pour l’essai ATPlite, nous avons procédé à l’évaluation de la sensibilité, de la linéarité 

et des limites de la méthode. L’essai consiste en un ensemencement de différentes densités de 

cellules et l’étude après 24 heures de culture de la quantité de fluorescence détectée en 

fonction de la densité de cellules. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Détermination de la sensibilité de la méthode de quantification cellulaire par coloration 

d’ADN au DRAQ5 pour les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 (CCU).  

Les dilutions des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 permettent de générer une courbe standard et de valider la 

sensibilité de la technique pour nos cellules. Les différentes concentrations de cellules ensemencées par puits 

(dans une plaque de 96 puits) sont indiquées en abscisse. La valeur de fluorescence détectée pour les 

différentes concentrations est rapportée en ordonnée. Les points représentent la moyenne sur trois réplicas 

expérimentaux. Les cercles verts montrent les concentrations limites de la technique. L’encadré rouge 

montre l’intervalle de sensibilité de la méthode 
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Les résultats (Figure 23) montrent, d’une manière générale, une forte augmentation de la 

fluorescence avec le nombre de cellules. La relation est quasi linéaire pour des concentrations 

allant de 5000 à 20 000 cellules (fenêtre en rouge sur le diagramme de la figure 23). Au-delà 

de 20 000 cellules, la méthode perd sa quantitativité et en dessous de 5000 cellules (cercle vert 

dans le diagramme de la figure 23) nous ne pouvons plus différencier entre le résultat et le 

bruit de fond de la méthode.  

 

Ensuite, comme pour le cas de la méthode ATPlite, nous avons investigué la croissance des 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7 sur une période de 96 heures suite au traitement avec 

l’irradiation à des doses de 2 Gy, 4 Gy et 8 Gy, afin d’évaluer la capacité de la méthode à 

mesurer la sénescence.  

                                                                                                                                                  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Effet de l’irradiation sur la croissance des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 évalué par 

coloration au DRAQ5. 

Les cellules ont été traitées avec des doses d’irradiation de 0, 2, 4 et 8 Gy. La quantification des cellules a été 

effectuée par coloration d’ADN au DRAQ5 (Li-core). Nous avons en abscisse le temps post-irradiation passé 

en culture. La valeur de fluorescence mesurée au temps X est rapportée en ordonnée. Chaque point correspond 

à la moyenne de fluorescence pour trois réplicas (Dans une plaque de 96 puits). Chaque barre d’erreur 

correspond à l’écart-type associé aux trois réplicas correspondant à un point donné.   
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Nous avons ensemencés 1500 cellules, que nous avons traitées ou non avec l’irradiation après 

48 heures de cultures. Le temps 0 correspond au temps 0 post irradiation. Nous pouvons 

observer dans la figure 24 que suite au traitement à l’irradiation, il y a une diminution de la 

prolifération des cellules HEKn-hTERT-E6-E7. L’effet de l’irradiation sur la prolifération de 

ces cellules semble être dose dépendant. En effet, les cellules exposées à une dose 

d’irradiation de 2 Gy ralentissent leurs croissance puis se reprennent entre 48 et 72 heures 

pour ralentir jusqu’à arrêter entre 72 et 96 heures. L’effet d’inhibition de la prolifération est 

encore plus important suite à l’exposition à une dose d’irradiation de 4 Gy. Suite à l’exposition 

à une dose de 8 Gy, nous pouvons noter un arrêt de croissance entre 48 et 72 heures. Après 72 

heures, nous avons observé une baisse de viabilité des cellules HEKn-hTERT-E6-E7. 

Pour résumer, nous pouvons conclure que l’essai ATPlite est une technique d’une grande 

sensibilité et linéarité, qui permet de détecter un signal avec peu de cellules. Alors que la 

coloration d’ADN au DRAQ5 montre une sensibilité et linéarité restreintes à une fenêtre plus 

étroite (5000 à 20000 cellules). Toutefois, la coloration d’ADN par DRAQ5 à l’intérieur de sa 

fenêtre de détection, est plus quantitative et sensible quant à la détection de l’effet de 

l’irradiation sur les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 comparé au test ATPlite (Figure 21 et 

Figure 24).  

 

 

Une fois la méthodologie d’évaluation de la sensibilisation mise au point, nous avons procédé 

au criblage à faible débit pour identifier un composé sensibilisant les cellules HEKn-hTERT-

E6-E7 si utilisé seul ou couplé à l’irradiation.  
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3.3  Criblage à faible débit impliquant des inhibiteurs de la voie de 

réparation des dommages à l’ADN 

 

Les composés utilisés pour le criblage sont des inhibiteurs connus de la voie de réponse aux 

dommages à l’ADN. Le choix de ces inhibiteurs en particulier s’est effectué en se basant sur 

leurs effets biologiques et leur intérêt prouvé comme cibles potentielles pour une thérapie anti-

cancer (Chapitre 1.8.2). Aussi, ce choix a été encouragé par la disponibilité de ces inhibiteurs 

en laboratoire. Nous cherchons à identifier un composé qui permet la sensibilisation 

préférentielle des cellules HEKn-hTERT-E6-E7 ou leur sensibilisation préférentielle en 

synergie avec l’irradiation. Nous avons choisi comme modèle cellulaire, les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7, car nous voulions nous assurer que l’effet de sensibilisation préférentielle 

observé est spécifique à l’expression des protéines virales E6 et E7 et non à une mutation 

quelconque pouvant être présente dans les lignées cellulaires dérivées du cancer du col de 

l’utérus comme c’est le cas des cellules HeLa et CaSki. En effet, sachant que la seule 

différence génétique entre nos cellules modèle et contrôle est l’expression des protéines E6 et 

E7 nous pouvons être sûr que l’effet de sensibilisation préférentielle observé est dépendant de 

l’expression des protéines virales. Aussi, nos cellules modèles ont été prouvées comme étant 

déficientes en E7. Donc, l’effet de sensibilisation observé est dépendant des voies de 

signalisation impliquant p53, cible moléculaire d’E6. Nous pouvons, donc, restreindre le choix 

des composés testés à ceux impliqués dans les voies cellulaires impliquant p53. De plus, 

sachant que nos cellules expriment une protéine E7 déficiente et que Rb est toujours 

fonctionnel, nous nous attendions à ce que les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 rentrent en 

sénescence suite au traitement à l’irradiation (Figure 18) [170], ce qui n’est pas le cas des 

cellules dérivées du cancer du col de l’utérus HeLa et CaSki qui échappent à la sénescence 

[186]. Sachant que nos cellules modèles sont déficientes en E7 et ne sont donc pas entièrement 

représentatives des cellules du cancer du col de l’utérus, nous devons tester le composé 

sensibilisant préférentiel identifié sur des cellules dérivées du cancer du col de l’utérus HeLa 

et CaSki afin de confirmer l’effet de sensibilisation identifié dans des cellules CCU, et 

s’assurer de la robustesse de cet effet en présence de variabilité génétique liée aux cellules 

provenant de patientes.  
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 Les composés testés sont utilisés aux concentrations auxquelles ils ont été validés comme 

étant actifs dans notre laboratoire.  

 
 

 

 

3.3.1  Présentation du protocole de criblage à faible débit 

Les cellules modèles CCU (HEKn-hTERT-E6-E7) et les cellules contrôles (HEKn-hTERT) 

sont ensemencées 48 à 72 heures avant le traitement. Au jour 0, elles sont traitées avec les 

différents inhibiteurs, aux doses testées. À 30 minutes après le traitement, les cellules sont 

irradiées ce qui correspond au temps 0. Les doses d’irradiation testées varient de 0 à 16 Gy. 

L’effet de sensibilisation est évalué par ATPlite à des temps allant de 0 à 192 heures après 

traitement. Les temps d’évaluation de la sensibilisation allant de 0 à 72 heures couvrent les 

destins précoces comme l’apoptose, la réparation et la nécrose. Les temps allant de 72 heures à 

192 heures couvrent les destins tardifs comme la mort par catastrophe mitotique et la 

sénescence (Figure 25) [187]. 

                                                                                                                                                

Tableau III: Présentation des inhibiteurs de la RDA utilisés pour le criblage à faible débit, avec leurs 

concentrations et leurs cibles cellulaires respectives.  
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3.3.2  Criblage à faible débit impliquant des inhibiteurs de la RDA 

Des criblages ont été effectués pour l’identification de composés radio-sensibilisants suite à 

une exposition à une dose d’irradiation de 2 Gy. En raison de la grandeur de l’essai et pour des 

raisons techniques, nous avons limité le criblage à deux composés à la fois. Le choix de la 

composition du couple s’est fait au hasard et ne présente aucune importance pour les résultats 

obtenus sachant que chaque composé est testé indépendamment de l’autre. Donc, nous avons 

effectué trois expériences indépendantes dans lesquelles, nous avons testé l’effet de deux 

inhibiteurs à chaque fois : Ku-55933 10 µM et UCN-01 15 ηM, wortmanin 5 µM et caféine 

1mM, Nutlin-3 10 µM et CGK-733 2 µM. Les expériences ont porté sur des cellules contrôles 

(HEKn-hTERT) et les cellules modèles CCU-like (HEKn – hTERT – E6 – E7). Nous avons 

choisi les temps de mesure expérimentaux qui permettent la meilleure représentation de l’effet 

sensibilisant pour chaque lignée cellulaire.  

Figure 25: Protocole de criblage à faible débit pour un composé sensibilisant ou radio-sensibilisant les 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7 
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Figure  26 : Effet des différents inhibiteurs de la RDA sur les cellules contrôle HEKn-hTERT 

Nous avons présenté en ordonnée la mesure par ATPlite de la sensibilisation des cellules contrôles au 

traitement. Cette sensibilisation ou viabilité relative correspond à la valeur de luminescence de cellules 

traitées avec un inhibiteur donné de la RDA sur la valeur de luminescence obtenue suite au traitement au 

DMSO (solvant). La mesure a été prise 96 heures post traitement. Chaque barre correspond à la valeur de 

sensibilisation calculée par la division de la moyenne de trois réplicas traités avec un inhibiteur de RDA sur 

la moyenne des trois réplicas contrôles traités au DMSO. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type 

associée à chaque ratio, qui représente l’erreur relative. Les résultats présentés proviennent de trois 

expériences différentes qui sont présentées séparément en A, B et C. 

A 

B 
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Figure 27 : Effet des différents inhibiteurs de la RDA sur les cellules HEKn-hTERT-E6-E7  

Nous avons présenté en ordonnée la mesure par ATPlite de la sensibilisation des cellules modèles CCU au 

traitement. Cette sensibilisation ou viabilité relative correspond à la valeur de luminescence de cellules traitées 

avec un inhibiteur donné de la RDA sur la valeur de luminescence obtenue suite au traitement au DMSO 

(solvant). La mesure a été prise 72 heures post traitement. Chaque barre correspond à la valeur de 

sensibilisation calculée par la division de la moyenne de trois réplicas traités avec un inhibiteur de RDA sur la 

moyenne des trois réplicas contrôles traités au DMSO. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type 

associée à chaque ratio, qui représente la viabilité relative. Les résultats présentés proviennent de trois 

expériences différentes qui sont présentées séparément en A, B et C. 

  

B 

A 

B 
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Nous avons présenté en deux figures différentes (Figure 26 et Figure 27), l’effet des 

inhibiteurs testés sur les cellules contrôles HEKn-hTERT (Figure 26) et les cellules modèles 

HEKn-hTERT-E6-E7 (Figure 27). Le criblage a été effectué en trois expériences 

indépendantes dont les résultats sont présentés combinés dans chacune des deux figures. La 

sensibilisation des cellules a été mesurée par ATPlite. L’effet de sensibilisation est traduit par 

la valeur de luminescence obtenue pour les cellules traitées par les différents inhibiteurs ou par 

l’irradiation ou par la combinaison des deux que divise la valeur des cellules non irradiées 

traitées par le DMSO. Le DMSO (diméthylsulfoxyde) est le solvant organique utilisé pour 

solubiliser les inhibiteurs non-solubles en solution aqueuse comme la Nutlin-3, le Ku-55933, 

la wortmanin, l’UCN-01, et le CGK-733.  

 

 Nous avons observé les effets des différents inhibiteurs sur les cellules traitées. Nous avons 

visé à identifier des composés qui permettent de démontrer un effet sensibilisant sur les 

cellules testées. Parmi ces composés, nous avons cherché à ressortir les composés qui 

montrent un effet sensibilisant important sur les cellules modèles HEKn-hTERT-E6-E7. 

Aussi, sachant que nous criblons pour un agent radio-sensibilisant, nous cherchons à identifier 

un composé qui a un effet synergique avec l’irradiation se traduisant par une augmentation de 

la sensibilisation des cellules modèles traitées et irradiées. La spécificité de l’effet sensibilisant 

du composé testé aux cellules modèles avec peu d’effet toxique sur les cellules contrôles en 

ferait un candidat idéal.  

 

Les résultats obtenus (Figures 26 et 27), ont été simplifiés et présentés dans le tableau IV. 

Les effets des inhibiteurs testés sur les deux lignées cellulaires HEKn-hTERT et HEKn-

hTERT-E6-E7 ont été présentés selon leurs toxicités, la spécificité de leur effet sur une ligné 

ou l’autre, leur potentiel comme agent radio-sensibilisant et la spécificité de cette radio-

sensibilisation sur une lignée comparée à l’autre.  
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 Les inhibiteurs CGK-733 et UCN- 01 (Figure 26 et 27, A et C, Tableau IV) présentent une 

forte toxicité sur les cellules modèles et contrôles, ce qui ne nous permet pas de tirer de 

conclusion concernant leur effet de sensibilisation. Wortmanin montre une sensibilisation sur 

les cellules normales (figure 26 B, Tableau IV), mais aucun effet sur les cellules modèles 

(Figure 27 B, tableau IV). Aussi, elle montre une synergie à l’irradiation préférentielle pour 

les cellules normales (Figure 26 B, Tableau IV). Wortmanin n’est donc pas un candidat 

intéressant pour la sensibilisation des cellules HEKn-hTERT-E6-E7. Ku-55933 et la caféine 

montrent un effet de sensibilisation sur les deux lignées cellulaires (Figure 26 et 27, A et B, 

tableau IV). Toutefois, cet effet est non spécifique aux cellules HEKn-hTERT-E6-E7 et 

semble être plus important sur les cellules normales. Aussi, aucun effet de synergie avec 

 Traitements 

Observation sur les cellules 
traitées 

HEKn-hTERT, 
HEKn-hTERT-E6-E7 

Ku-55933 
10 µM 

UCN – 01 
15 ηM 

Wortmanin 
5 µM 

Caféine 
1 mM 

Nutlin -3 
10 µM 

CGK-733 
2µM 

Effet  sensibilisant sur les 
deux lignées X X - X X X 

Sensibilisation 
préférentielle des cellules 

normales 
X ND X X X ND 

Sensibilisation 
préférentielle des cellules 

modèles 
- ND - - - ND 

Synergie avec l’irradiation - ND X - X ND 
Synergie avec l’irradiation 

préférentielle pour les 
cellules normales 

- ND X - - ND 

Synergie avec l’irradiation 
préférentielle pour les 

cellules modèles 
- ND - - X ND 

Tableau IV: Compilation des effets des différents inhibiteurs de la RDA sur les cellules HEKn-hTERT 

et HEKn-hTERT-E6-E7, observés dans les figure 26 et 27 

ND : Non- définie, on parle ici de toxicité trop importante pour les deux types cellulaires, toutes les cellules 

sont mortes ce qui  ne nous permet pas de tirer une conclusion valable sur l’effet sensibilisant observé. 
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l’irradiation n’a été observé pour ces deux composés. Nutlin-3 montre un effet sensibilisant 

sur les deux lignées testées. Cet effet semble être plus important sur les cellules normales. En 

combinaison à l’irradiation, l’effet sensibilisant de Nutlin-3 est amplifié sur les cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7. Cette synergie de Nutlin-3 avec l’irradiation est absente sur les cellules 

normales et est spécifique aux cellules modèles (Figure 26 et 27 C, tableau IV). Ce résultat 

fait de Nutlin-3 un bon candidat pour la radio-sensibilisation des cellules modèles HEKn-

hTERT-E6-E7.  

 

Nous avons ensuite étudié l’effet radio-sensibilisant de la Nutlin-3 à différentes concentrations 

sur les cellules contrôles et modèles. Ceci nous permet d’investiguer si l’effet observé est dose 

dépendant, et si ce dernier ne peut pas être obtenu à une dose plus faible de Nutlin-3. Les 

cellules ont été traitées suivant le protocole présenté à la figure 25. La sensibilisation des 

cellules a été mesurée par ATPlite à 96 heures post traitement. L’effet sensibilisant est 

présenté par le ratio de nombre de cellules traitées à la Nutlin-3 en combinaison ou non avec 

l’irradiation à une dose de 2 Gy sur le nombre de cellules traitées par le DMSO. Le nombre de 

cellules est traduit par la valeur luminescence produite via l’ATP présente dans la cellule (voir 

section résultat, chapitre 3.2.1.1)           
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Nous pouvons observer dans la Figure 28, que les effets de sensibilisation et de radio-

sensibilisation sont dose dépendant. Nutlin-3 à une concentration de 10 µM montre les 

meilleurs effets de sensibilisation et de radio-sensibilisation sur les cellules HEKn-hTERT-E6-

E7. 

 

 

 

 

Figure 28 : Effet de la Nutlin-3 à 3 et 10 µM, utilisée seule ou couplée à l’irradiation, sur les cellules 

contrôles HEKn-hTERT et les cellules modèles HEKn-hTERT-E6-E7 mesuré par ATPlite. 

La valeur de sensibilisation ou viabilité relative (ratio de la moyenne des cellules traitées avec la Nutlin-3 ou 

avec l’irradiation à 2 Gy ou avec les deux sur la moyenne des cellules traitées avec le DMSO et non irradiées) 

est présentée en ordonnée. Les moyennes utilisées pour le calcul de la valeur de sensibilisation ont été 

obtenues à partir de trois réplicas ayant subi le même traitement. La quantification des cellules s’est faite par 

ATPlite à 96 heures post traitement. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type.  
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3.4  Étude de l’effet de Nutlin-3 et de ces cibles cellulaires 

3.4.1  Étude de l’effet de Nutlin-3 et de ces cibles cellulaires dans les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7.  

L’essai ATPlite est une méthode qui se base sur la quantification par luminescence de la 

quantité d’ATP cellulaire. Elle se base donc sur l’activité métabolique cellulaire. Cette activité 

métabolique peut varier facilement dépendamment des conditions cellulaires [152]. Aussi, afin 

d’observer un important effet de sensibilisation, nous voulons utiliser dans les prochaines 

expériences des doses d’irradiation plus fortes que celles utilisées dans les expériences 

précédentes. Nous avons démontré dans le chapitre 3.2.1.1, à la figure 22 de la section 

Résultat que les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 sénescent suite à une exposition à des doses 

élevées d’irradiation. La sénescence de nos cellules reste toujours à confirmer par un S-A β-

gal, toutefois, nos observations, la fonctionnalité de Rb dans nos cellules, les figures 18 et 22 

semblent démontrer que nos cellules sénescent suite au traitement à l’irradiation. Sachant que 

le test ATPlite se base sur la détection d’ATP, cette méthode n’est pas valable pour détecter un 

arrêt de croissance dû à la sénescence, car l’activité métabolique et la production d’ATP 

augmentent dans les cellules sénescentes. (Voir discussion chapitre 4.2, [152]). Pour 

remédier à ce problème, nous allons procéder en plus à l’évaluation de l’effet de 

sensibilisation par mesure du contenu d’ADN par coloration au DRAQ5.  

En prenant en compte les limites de la méthode, les cellules ont été ensemencées à une 

concentration de 2500 cellules, afin de se retrouver à l’intérieur de la fenêtre de détection de la 

méthode (Chapitre 3.2.1.2, Figure 23) au temps 0. Sachant que la méthode est sensible et 

linéaire dans un intervalle de 5000 à 20 000 cellules nous avons mis au point le protocole afin, 

de respecter cet intervalle.  

Le traitement à la Nutlin-3 c’est fait à une dose de 10 µM suivant le protocole présenté à la 

Figure 25. Le contenu en ADN a été mesuré sur 96 heures. Le temps de lecture de 72 heures a 

été choisi comme étant le plus représentatif de l’effet de sensibilisation. Les cellules ont été 

traitées avec une dose d’irradiation de 4 Gy.  
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Figure 29 : Effet de la Nutlin-3 à 10 µM, utilisée seule ou couplée à l’irradiation, sur les cellules contrôles 

HEKn et les cellules modèles HEKn-hTERT-E6-E7 mesuré par coloration au DRAQ5. 

La valeur de sensibilisation, ou viabilité relative (ratio de la moyenne des cellules traitées avec la Nutlin-3 ou 

avec l’irradiation à 4 Gy ou avec les deux sur la moyenne des cellules traitées avec le DMSO et non irradiées) est 

présentée en ordonnée. Les moyennes utilisées pour le calcul de la valeur de sensibilisation ont été obtenues à 

partir de trois réplicas ayant subi le même traitement. La quantification des cellules s’est faite par coloration 

d’ADN au DRAQ5 (1/10 000) à 72 heures post traitement. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type.  

 

Nous pouvons constater que l’effet de sensibilisation suite au traitement par Nutlin-3 est plus 

important lorsqu’évalué par coloration au DRAQ5 (Figure 29) comparé au test ATPlite 

(Figures 26 et 27 C). Aussi, nous pouvons noter que nous tirons, tout de même, les mêmes 

conclusions, concernant la radio-sensibilisation préférentielle de Nutlin-3 10 µM sur les 

cellules HEKn-hTERT-E6-E7, de la figure 29 et des figures 26 et 27 C. Toutefois, l’effet de 

synergie avec l’irradiation est plus fort lorsque mesuré par coloration au DRAQ5. Nutlin-3 est 

un inhibiteur de mdm2, une molécule qui joue le rôle d’inhibiteur naturel de p53. Sachant que 

les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 sont déficientes en p53 (Chapitre 3.1.2.1, Figure 17), nous 

avons voulu investiguer l’effet de Nutlin-3 sur le niveau de p53 dans les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7.  
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Nous avons évalué l’effet de Nutlin-3 sur le p53 des cellules HEkn-hTERT-E6-E7 par 

buvardage de western et par immunofluorescence. Nous avons ensemencé des cellules HEKn-

hTERT-E6-E7 que nous avons laissées proliférer. Nous disposions de quatre groupes. Un 

groupe contrôle (DMSO), un groupe contrôle positif irradié avec une dose de 8 Gy (DMSO + 

IR), un groupe Nutlin-3 10 µM, et un groupe Nutlin-3 10 µM couplé à l’irradiation ( Nutlin-3 

10 µM + 8 Gy) pour tester l’effet de synergie. Les cellules ont été irradiées 30 minutes post-

traitement. L’extraction de protéines a été complétée deux heures post-irradiation. En ce qui 

concerne l’analyse par immunofluorescence, nous disposions d’un groupe contrôle DMSO et 

d’un groupe traité à la Nutlin-3 10 µM. Les cellules ont été fixées à la formaline 10 %, deux 

heures et demi post-traitement.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Effet  de la Nutlin-3 10 µM sur la stabilisation du p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-

E7. 

A) Buvardage de western montrant le niveau de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 suite aux 

différents traitements. Les protéines ont été extraites deux heures et demi post-traitement à la Nutlin-3 et 

deux heures post-traitement à l’irradiation à une dose de 8 Gy. La protéine ubiquitaire COX IV a été 

marquée avec l’anticorps lapin anti-COX IV clone (3E10) à une concentration de 1/5000 et a été utilisée 

comme contrôle. Le p53 a été marqué par l’anticorps monoclonal souris anti-p53 clone (DO-1) à une 

concentration de 1/500. L’expérience a été répétée trois fois afin de confirmer l’effet observé.  

  B) Investigation par immunofluorescence du niveau de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 suite au 

traitement à la Nutlin-3 10 µM. Les noyaux ont été marqués au DAPI en bleu. Le p53 a été marqué par 

l’anticorps primaire souris anti-p53 clone (DO-1) et anticorps secondaire Alexa Fluor 594 fluorescent dans 

le rouge. Les cellules HEKn-hTERT traitées au DMSO ont servies de contrôle. L’expérience a été répétée 

trois fois afin de confirmer l’effet observé. 

A B 
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Nous observons dans la Figure 30 A) une augmentation du niveau de p53 cellulaire suite au 

traitement avec Nutlin-3. En effet, le niveau de p53 suite au traitement avec Nutlin-3 est même 

plus important que le niveau de p53 dans le groupe traité avec l’irradiation à 8 Gy. Nous 

pouvons donc avancer que Nutlin-3 stabilise p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7. 

L’effet de stabilisation observé est plus important en synergie avec l’irradiation (bande plus 

intense Figure 30 A), ce qui concorde avec les résultats obtenus lors des tests de 

sensibilisation. De plus, les résultats obtenus en IF (Figure 30 B) montrent une augmentation 

du niveau de p53, marqué en rouge, suite au traitement à la Nutlin-3 (10 µM) comparé au 

contrôle non-traité, ce qui vient appuyer les résultats obtenus en A. Nous pouvons conclure 

que Nutlin-3 à 10 µM stabilise p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7.  

 

Nous avons voulu investiguer l’activité de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 en nous 

intéressant au niveau de p21, cible transcriptionnelle de p53, dans nos cellules par 

immunofluorescence et buvardage de western. Malheureusement, nous n’avons pas réussi à 

obtenir un niveau observable de p21 dans les cellules HEKn-hTERT et HEKn-hTERT-E6-E7 

et cela même suite au traitement à l’irradiation. Nous n’avons obtenu aucun signal pour p21 

suite au traitement à l’irradiation, à la Nutlin-3 à 10 µM et à la combinaison des deux 

traitements et cela dans les deux lignées cellulaires contrôle et modèle. Nous avons confirmé 

l’activité anti-p21 des anticorps utilisés en les testant sur une lignée cellulaire du cancer de 

l’ovaire. Aussi dans la figure 30 B, nous avons marqué les cellules avec un anticorps 

monoclonal souris anti-p21 clone (SX118) à une proportion de 1:200, et nous l’avons couplé à 

un fluorochrome vert, Alex Fluor 488 et nous n’avons obtenu aucun signal pour le p21. Après 

avoir répété plusieurs fois l’expérience par immunofluorescence et buvardage de western et 

après avoir essayé avec trois anticorps différents contre p21, nous avons décidé d’essayer de 

tester l’activation de p53 en réponse à la Nutlin-3 dans des cellules CCU, HeLa et CaSki. 

 

Aussi, nos cellules modèles HEKn-hTERT-E6-E7 sont déficientes en E7 et ne représentent 

donc pas fidèlement les cellules CCU. De plus, ayant identifié un composé sensibilisant, nous 

devons confirmer cet effet dans des cellules dérivées du cancer du col de l’utérus et s’assurer 

que cet effet de sensibilisation est conservé en présence de variabilité génétique.  
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3.4.2 Étude de l’effet de Nutlin-3 et de ces cibles cellulaires dans les lignées 

cellulaires dérivées du cancer du col de l’utérus HeLa et CaSki 

 

Suite aux résultats obtenus dans le chapitre 3.4.1, nous avons voulu explorer l’effet de Nutlin-

3 sur les lignées cellulaires dérivées du cancer du col de l’utérus HeLa et CaSki, qui sont 

respectivement positives pour le VPH 18 et 16. Nous avons traité ces cellules avec la Nutlin-3 

à 10 µM suivant le protocole de criblage présenté dans la figure 25. Afin d’investiguer l’effet 

radio-sensibilisant, les cellules ont été exposées à une dose d’irradiation de 6 Gy. La 

sensibilisation des cellules a été évaluée sur une période de 96 heures par coloration de l’ADN 

au DRAQ5. 

    

 

 
Figure 31 : Effet de Nutlin-3 10 µM sur la sensibilisation des cellules HeLa et CaSki si utilisée seule ou 

couplée à l’irradiation. 

 La valeur de sensibilisation ou de viabilité relative (ratio de la moyenne des cellules traitées avec la Nutlin-3 ou 

avec l’irradiation à 6 Gy ou avec les deux sur la moyenne des cellules traitées avec le DMSO et non irradiées) est 

présentée en ordonnée. Les moyennes utilisées pour le calcul de la valeur de sensibilisation ont été obtenues à 

partir de trois réplicas ayant subi le même traitement. La quantification des cellules s’est faite par coloration 

d’ADN au DRAQ5 (1/10 000) à 72 heures post traitement. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type. 

L’effet de sensibilisation et de radio-sensibilisation de la Nutlin-3 sur les cellules HeLa et CaSki a été confirmé 

par test-student comme étant statistiquement significatif avec un intervalle de confiance de 95% (p-value : 0,05). 
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Comme pour les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 (Chapitre 3.4.1, Figure 29), Nutlin-3 semble 

sensibiliser les cellules HeLa et CaSki et cette sensibilisation est amplifiée d’une manière 

importante lorsque couplée à l’irradiation. L’effet de Nutlin-3 sur les cellules HeLa et CaSki a 

été prouvé comme étant statistiquement significatif avec un t student de respectivement 0,01 et 

0,001 pour l’effet de sensibilisation et avec des t student de 0,008 (HeLa ) et de 0,0005 

(CaSki) pour l’effet de radio-sensibilisation et ceci pour un intervalle de confiance de 95 %, p-

value de 0,05 (Résultats du Test student en annexe tableau VI). 

 

Ensuite, nous avons voulu investiguer comme pour les cellules HEKn-hTERT-E6-E7, l’effet 

de Nutlin-3 à 10 µM sur la stabilisation du p53 dans les cellules HeLa et CaSki. Pour ce, nous 

avons évalué par buvardage de western le niveau de p53 dans les cellules HeLa et CaSki suite 

au traitement à la Nutlin-3 (10 µM) et exposition à une dose d’irradiation de 6 Gy. Les 

protéines ont été extraites 3 heures et demi post-traitement. 
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Figure 32 : Effet de Nutlin-3 10 µM sur les niveaux de p53 et de p21 dans les cellules CCU HeLa et CaSki. 

La figure présente les niveaux d’expression de p53, marqué par l’anticorps souris anti-p53 clone (DO-1) à une 

concentration de 1/500, et de sa cible transcriptionelle p21 marquée par l’anticorps souris anti-p21 clone (SX118) 

à une concentration de 1/100 dans les cellules HeLa et CaSki, suite au traitement avec de la Nutlin-3 (10 µM) et 

exposition à une dose d’irradiation de 6 Gy. La protéine ubiquitaire GAPDH, marqué avec l’anticorps anti-

GAPDH anti- lapin clone (14C10) à une concentration de 1/5000 a servi de contrôle. Expérience répétée trois 

fois. 

 

 

Nous pouvons observer étrangement que le DMSO permet la stabilisation de p53 dans les 

cellules HeLa et CaSki et cette stabilisation est plus importante dans les cellules HeLa. 

D’après la figure 32, p53 n’est pas stabilisé dans les cellules HeLa suite au traitement à 

l’irradiation à une dose de 6 Gy ou à un traitement à la Nutlin-3 à une dose de 10 µM. En ce 

qui concerne les cellules CaSki, nous pouvons constater une augmentation du niveau de p53 

suite au traitement à la Nutlin-3. Cette stabilisation du p53 n’est pas amplifiée par l’irradiation. 

Nous nous sommes aussi intéressés à une des cibles transcriptionnelles de p53, qui est le 

supresseur de tumeur p21. Dans la figure 32, nous observons une augmentation du niveau de 

p21 dans les cellules HeLa, suite au traitement à la Nutlin-3 (10 µM). Ceci laisse présager une 
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activité transcriptionelle de p53. Toutefois, il semble qu’il y ait absence d’expression de p21 

suite au traitement à l’irradiation, un des stimulateurs normaux de l’expression de p21 via p53. 

Dans les cellules, CaSki, suite au traitement à la Nutlin-3 (10 µM) ou à l’irradiation, on 

observe une légère augmentation du niveau d’expression de p21.  

 

Donc, Nutlin-3 à 10 µM stabilise et active p53 dans les cellules CaSki. Par contre, la Nutlin-3 

(10 µM) n’a pas réussi à stabiliser p53 dans les cellules HeLa. Toutefois, nous avons pu 

constater l’activation de ce dernier traduite par une augmentation du niveau de p21 suite au 

traitement à la Nutlin-3 (10 µM).  

Les résultats résumés ci-dessus et présentés dans la figure 32 nous ont poussés à nous 

questionner quant à l’implication de p53 dans l’effet de sensibilisation par la Nutlin-3 (10 µM) 

sur les cellules HeLa et CaSki présenté dans la figure 31.  

 

 

3.4.3  Implication du p53 dans l’effet de sensibilisation de Nutlin-3 

 

Pour vérifier cette hypothèse nous avons voulu investiguer l’effet de Nutlin-3 (10 µM) sur des 

cellules HeLa et CaSki exprimant un p53 déficient. Nous avons développé au laboratoire des 

cellules CaSki et HeLa auxquelles nous avons ajoutées par transfection au lentivirus le 

Genetic suppressor element pour p53 (GSE-22), un peptide inhibiteur dominant négatif de 

p53. Ces biomolécules dérivées du gène de p53 consistent en des fragments de l’extrémité C-

terminal du p53 contenant son domaine d’oligomérisation. Le GSE-22 est un peptide 

interférent, il agit comme un inhibiteur de l’activité de p53 en interférant avec son 

oligomérisation, empêchant ainsi sa tétramérisation. Sous l’action de GSE-22, p53 reste 

bloqué sous sa forme monomérique non-active et ne peut pas relocaliser au noyau ce qui 

inhibe sa fonction biologique [81]. Le GSE-22 a été prouvé comme étant un inhibiteur de type 

dominant négatif de p53 et son effet a déjà été validé dans notre laboratoire [81]. Suite à 

l’ajout de GSE-22 dans mes cellules HeLa et CaSki, nous avons obtenu les cellules HeLa-GSE 

et CaSki-GSE. L’expression du GSE-22 a été confirmée par buvardage de western (Annexe 

Figure 36).  
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Les cellules HeLa, CaSki, HeLa-GSE, et CaSki-GSE ont été traitées avec de Nutlin-3 à 10 µM 

et exposées à une dose d’irradiation de 6 Gy selon le protocole décrit dans la figure 25. La 

sensibilisation des cellules a été évaluée sur une période de 96 heures, par coloration d’ADN 

au DRAQ5.  

 

 

 
 

                                                                                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Implication du p53 dans l’effet de sensibilisation provoqué par la Nutlin-3 (10 µM) dans 

les cellules CCU HeLa et CaSki. 

Présentation de l’effet du traitement à la Nutlin-3 10 µM seule ou en combinaison à l’irradiation à une dose 

de 6 Gy sur les cellules HeLa, CaSki, HeLa-GSE et CaSki-GSE  mesuré par marquage d’ADN au DRAQ5 

à 72 heures post traitement. La valeur de sensibilisation  ou de viabilité relative (ratio de la moyenne des 

cellules traitées avec la Nutlin-3 ou avec l’irradiation à 6 Gy ou avec les deux sur la moyenne des cellules 

traitées avec le DMSO et non irradiées) est présentée en ordonnée. Les moyennes utilisées pour le calcul 

de la valeur de sensibilisation ont été obtenues à partir de trois réplicas ayant subi le même traitement. Les 

barres d’erreur correspondent à l’erreur type. L’effet de sensibilisation et de radiosensibilisation de la 

Nutlin-3 sur les cellules CaSki, HeLa, CaSki- GSE et HeLa-GSE a été confirmé par test t student avec un 

intervalle de  confiance de 95 % (p-value : 0,05) 
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Nous pouvons observer dans la figure 33, que l’effet de sensibilisation et de radio-

sensibilisation provoqué par le traitement avec la Nutlin-3 (10 µM) est conservé dans les 

cellules HeLa-GSE et CaSki-GSE déficientes en p53. Cette constatation, nous pousse à 

conclure que l’effet de sensibilisation et de radio-sensibilisation de la Nutlin-3 (10 µM) 

observés dans les cellules exprimant E6 et E7 du VPH sont indépendants de p53. L’effet de 

sensibilisation et de radio-sensibilisation sur les cellules HeLa – GSE et CaSki – GSE a été 

confirmé comme étant statistiquement significatif avec un t student de respectivement 0,001 et 

0,001 pour l’effet de sensibilisation et de 0,00005 et de 0,0001 pour l’effet de radio-

sensibilisation pour un p-value de 0,05 (test-t en annexe Tableau VI). Ceci concorde avec les 

résultats d’absence de stabilisation de p53 dans les cellules HeLa, que semble démontrer la 

figure 32.  

 

En conclusion la Nutlin-3 (10 µM) montre un effet sensibilisant et radio-sensibilisant sur le 

modèle cellulaire HEKn-hTERT-E6-E7, sur les lignées dérivées du CCU, HeLa et CaSki et 

cet effet est indépendant de p53.  

 

 

Sachant que notre objectif ultime est l’utilisation de Nutlin-3 comme agent sensibilisant et 

radio-sensibilisant pour augmenter l’efficacité et la spécificité du traitement des patients 

souffrant d’un cancer induit par le VPH, nous avons exploré l’effet de Nutlin-3 in vivo. Pour 

ce, nous avons testé l’effet de la Nutlin-3a sur des xénogreffes de tumeurs HeLa chez des 

souris RAG2γC. 

 

3.5  Étude l’effet de sensibilisation de la Nutlin-3 in vivo 

 
Nutlin-3 existe sous forme de mélange racémique. Nutlin-3a est l’énotiomère actif de la 

Nutlin-3. Pour nos expériences in vivo, nous avons utilisé des souris immunodéficientes 

RAG2γC. Les souris ont été injectées en sous cutanés avec 4 millions de cellules HeLa sur le 

flanc gauche et droit, avec et sans matrigel. Le matrigel est une matrice de membrane basale 

solubilisée. Elle est utilisée pour faciliter la croissance tumorale des cellules cancéreuses 
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injectées en les maintenant dans une matrice et leur fournissant les facteurs nécessaires à leur 

attachement et prolifération (BD Biosciences). Une fois que la tumeur a atteint une taille 

satisfaisante les souris sont traitées selon le protocole présenté dans le tableau V. 

 

 

Cellules n Traitement Dose Mode Fréquence Durée 

HeLa 

 

3 DMSO 50 µL I.P Dose unique 18 jours 

 

4 
Nutlin-3 10 mg/kg I.P 

Un jour sur 

deux 
18 jours 

4 IR* 
6 Gy 

 
Corps entier Dose unique 18 jours 

4 Nutlin-3a + IR 

 

10 mg/kg 

+ 

6 Gy 

I.P 
Un jour sur 

deux 
18 jours 

   

  

 

  

 Les souris irradiées ont été injectées avec une dose de 50 µl de DMSO, ce dernier étant le 

véhicule de la Nutlin-3a. Le dernier traitement à la Nutlin-3a s’est fait à une dose de 5 mg/kg 

et les souris ont été sacrifiées une journée après le traitement. La croissance tumorale a été 

suivie tout au long de l’essai, en prenant en note la largeur, la longueur et la profondeur de la 

tumeur. Le poids et les limites imposées par le protocole du comité institutionnel de protection 

des animaux (CIPA) ont été suivis. Une perte de poids associée à la croissance tumorale et de 

la nervosité caractéristique des souches de souris utilisées ont été observées dans tous les 

groupes soumis à l’étude. Aucun effet secondaire additionnel n’a été observé, suite au 

traitement avec la Nutlin-3a. Concernant les groupes traités avec la Nutlin-3a et irradiés, 

l’irradiation a été effectuée une journée après le traitement à la Nutlin-3a. En suivant la 

croissance tumorale nous avons compilés les données de l’essai préliminaire dans la figure 34.                                                                                                                      

Tableau V: Présentation du protocole de l’essai préliminaire de l’effet de la Nutlin-3a sur les xénogreffes 

HeLa chez des souris RAG2γC. (IR* LD5 = 6.3 Gy, Intervalle de dosage  = 5,7 Gy-6,75 Gy [151]) 

 



 

84 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Étude de l’effet de la Nutlin-3a sur la croissance tumorale des xénogreffes HeLa chez des 

souris RAG2γC. 

Les différentes courbes montrent la croissance des tumeurs HeLa chez les souris RAG2γC en réponse aux 

différents traitements (DMSO, IR, Nutlin-3a, Nutlin-3a + IR) sur une période de 18 jours. En ordonnée nous 

avons présenté le volume tumoral normalisé au jour 0. Le volume tumoral correspond au produit de la 

longueur de la tumeur par sa largeur par sa profondeur. Les dimensions des tumeurs ont été mesurées aux 

temps indiqués en jours sur l’axe des abscisses. Chaque point de la courbe correspond à la moyenne des 

volumes tumoraux de  n nombre de souris faisant partis d’un groupe donné mesuré à un temps X (n = 4, sauf 

dans le cas du groupe DMSO ou n = 3). Les barres d’erreur correspondent aux écart-types et traduisent la 

variabilité génétique. N = 15, l’expérience a été effectuée qu’une seule fois, et reste à être reproduite avec un 

plus grand nombre d’échantillon.  
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D’après ces données préliminaires présentées dans la figure 34, il semblerait que le traitement 

avec la Nutlin-3a à une concentration de 10 mg/kg ralentit la croissance des tumeurs des 

xénogreffes HeLa chez les souris RAG2γC. En ce qui concerne l’effet de la Nutlin-3a comme 

radio-sensibilisant, il semblerait qu’il y ait une tendance à partir de deux semaines vers un 

ralentissement plus important de la croissance tumorale chez les souris traitées avec la Nutlin-

3a et irradiées comparé aux souris irradiées seulement ou traitées à la Nutlin-3a seulement. 

Toutefois, il faut souligner que les résultats de cette étude ne sont que des données 

préliminaires et qu’il faudrait refaire l’expérience en augmentant le nombre de souris dans 

chaque groupe, afin de diminuer la variabilité et cueillir des données qui nous permettent 

d’obtenir des résultats concluants.  
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Chapitre 4 : Discussion  
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Le cancer du col de l’utérus a comme cause majeure une infection préalable et persistante au 

virus du papillome humain [8,9]. Le potentiel oncogénique du VPH réside dans l’expression 

des oncoprotéines virales E6 et E7 [59,18]. Ces protéines s’expriment spécifiquement dans les 

cellules des cancers induits par le VPH [18]. La protéine E6 provoque une perte de 

fonctionnalité du p53 en induisant sa dégradation par le protéasome [59]. Ceci produit une 

perte de fonctionnalité de la voie de réponse aux dommages à l’ADN (RDA) [18]. La protéine 

E7 agit en parallèle avec E6 et inhibe ainsi que promeut la dégradation du Rb cellulaire [18]. 

Ces actions d’E6 et E7 se traduisent par une perte de fonctionnalité de la RDA, une 

accumulation de mutation et une instabilité génomique [18]. Ces perturbations présentent un 

environnement de choix pour le développement d’un cancer. La prise en charge thérapeutique 

des cas avancés et persistants de CCU fait souvent appel à une combinaison de traitements en 

chimio-radiothérapie [142]. La combinaison de ces deux traitements agressifs de par leur 

mode d’action, ainsi que les doses utilisées résulte en une forte morbidité [142]. Aussi, le 

nombre de patientes résistantes aux traitements et de récidives reste important [142]. Ceci 

nous a poussé à réfléchir à un moyen permettant d’augmenter la spécificité du traitement aux 

cellules CCU. Cela impliquerait un traitement qui épargnerait les cellules normales permettant 

de diminuer la morbidité. Aussi, l’utilisation d’un traitement ciblant spécifiquement les 

cellules cancéreuses permettrait d’utiliser des doses plus fortes et donc d’augmenter 

l’efficacité du traitement, ce qui contrerait les résistances et récidives sans pour autant 

augmenter la morbidité. 

Donc notre hypothèse est d’exploiter l’expression des protéines E6 et E7 spécifique aux 

cellules CCU dans une stratégie de létalité synthétique afin d’identifier des composés dans 

l’utilisation seuls ou en combinaison avec l’irradiation permettrait de sensibiliser 

préférentiellement les cellules cancéreuses induites par le VPH. 

Nous avons comme objectifs premièrement d’effectuer un criblage à faible débit impliquant 

des inhibiteurs connus de la RDA dans le but d’identifier des composés sensibilisant les 

cellules CCU si utilisés seuls ou en synergie avec l’irradiation. Deuxièmement, d’étudier 

l’effet biologique des composés sensibilisants sur leurs cibles cellulaires. Troisièmement, 

d’étudier l’effet de sensibilisation des composés identifiés in vivo sur des xénogreffes chez la 

souris. 
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Afin de procéder à la réalisation de nos objectifs et de s’assurer de l’absence d’artéfacts et de 

la validité de nos observations, nous avons commencé par mettre au point notre méthodologie. 

 

4.1  Pertinence du modèle cellulaire HEKn–hTERT-E6-E7 

 
Pour notre projet nous devions disposer de cellules modèles exprimant de manière constitutive 

les oncoprotéines virales E6 et E7 du VPH. Il aurait été facile d’utiliser des cellules exprimant 

E6 et E7 provenant d’un autre laboratoire, ou des cellules provenant de patientes du cancer du 

col de l’utérus ou d’un autre cancer VPH positif. Cependant, l’utilisation de cellules modèles 

provenant d’un autre laboratoire avait comme désavantage les artéfacts associés au nombre de 

passages (temps) passé en culture subis par ces cellules. En effet, sachant que les cellules 

exprimant E6 et E7 du VPH présentent une perte de fonctionnalité dans les voies de 

régulations cellulaires gouvernées par p53 et Rb, la possibilité d’accumulation de mutations 

lors du temps passé en culture augmente l’instabilité génomique et la variabilité non contrôlée. 

Alternativement, les cellules dérivées des tumeurs de patientes présentent comme désavantage 

la présence d’artéfacts liés à leurs grandes variabilités génétiques. Ces deux sources de cellules 

modèles pourraient nuire à l’atteinte de nos objectifs. En effet, nous voulons cribler pour un 

composé sensibilisant les cellules exprimant les oncoprotéines E6 et E7 du VPH. Nous 

devons, donc, nous assurer de la spécificité de l’effet de sensibilisation observé à l’expression 

des protéines E6 et E7 du VPH dans les cellules traitées et éviter les autres déficiences causées 

par une mutation résultante du long temps passé en culture des cellules provenant d’un autre 

laboratoire ou de la variabilité génétique propre aux cellules provenant de patientes.  

Nous avons donc développé nos cellules modèles CCU-like exprimant les protéines virales E6 

et E7 au laboratoire. La méthodologie utilisée pour développer nos cellules HEKn-hTERT-E6-

E7 a été expliquée au chapitre 3.1.1 figure 15 de la section résultat. Nous avons utilisé 

comme contrôle les cellules HEKn-hTERT et HEKn, afin de veiller à ce que l’effet de 

sensibilisation ou de radio-sensibilisation préférentielle observé soit spécifique à l’expression 

des protéines E6 et E7. Les cellules ont été utilisées à un doublement de population auquel 

elles se trouvaient en phase de croissance. Aussi, nous nous sommes assurés d’utiliser toujours 

des cellules fraiches et de limiter le temps en culture à la fenêtre présentée en rouge dans la 
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figure 16 (Chapitre 3.1.1, section résultats) correspondant à un pd variant entre 44 et 48. 

Cela nous permet d’éviter l’accumulation de mutation. Les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 sont 

obtenues à un doublement de population de 35. Elles sont ensuite amplifiées et congelées pour 

utilisation dans les essais de sensibilisation. Lors du criblage, les cellules sont décongelées, 

elles ont un pd pour la plupart de 44. Elles sont mises en culture et sont utilisées pour le 

criblage après un passage et se retrouvent, donc, avec un pd variant entre 44 et 48. Nous avons 

choisi cet intervalle afin de minimiser le nombre de passage, pour éviter les mutations. 

  

Les cellules ont été validées quant à l’expression des protéines E6 et E7 et à la fonctionnalité 

de ces dernières (Chapitre 3.1.2, section résultats, Figure 17 et 18). Nous avons conclu suite 

aux résultats des figures 17 et 18, et des résultats préalables obtenus dans notre laboratoire, 

que les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 expriment les protéines virales E6 et E7. Par contre, 

seule la protéine E6 est biologiquement fonctionnelle. Ceci, nous indique que tout effet de 

sensibilisation que nous avons pu observer lors du criblage à faible débit est dépendant de 

l’action de la protéine E6 sur sa cible p53 et ce qui en a résulté comme perturbation des 

fonctions cellulaires normales. Ceci nous permet de cibler le choix des composés 

sensibilisants à tester sur les inhibiteurs impliqués dans les voies cellulaires p53 dépendantes. 

 

 

4.2  Choix de la méthode d’évaluation de la sensibilisation : ATPlite et 

sénescence. 

 
Nous avons employé deux méthodes pour évaluer la sensibilisation des cellules traitées avec 

les composés testés. Ces deux méthodes nous permettent d’évaluer indirectement la perte, 

diminution ou arrêt de la croissance cellulaire. La première méthode, le test ATPlite mesure la 

quantité d’ATP cellulaire. La deuxième méthode, l’essai DRAQ5, permet de quantifier l’ADN 

cellulaire suite à la coloration avec une sonde fluorescente, qui est le DRAQ5. Les deux 

méthodes utilisées ont des avantages et des désavantages.  
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Le test ATPlite est une expérience qui implique l’ajout de deux réactifs (solution de lyse et 

substrat), ceci la rend simple et facilement reproductible d’une expérience à l’autre. Aussi, elle 

est quantitative avec peu de cellules (625 cellules) et reste linéaire jusqu’à 10 000 cellules 

(Figure 20). Par contre, en atteignant 10 000 cellules ou plus, la méthode perd sa sensibilité.  

Un des désavantages majeurs de la méthode ATPlite est son incapacité à quantifier la 

sénescence. Les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 répondent par la sénescence suite à 

l’exposition à l’irradiation (Section résultat, chapitre 3.2.1.1, Figure 18, et 22). La méthode 

ATPlite permet la quantification d’ATP cellulaire et dépend donc de l’activité métabolique des 

cellules dérivée de leur activité mitochondriale. Malheureusement, il a été rapporté dans la 

littérature une augmentation de la masse mitochondriale et donc une augmentation de l’activité 

métabolique dans les cellules sénescentes [152]. Cette augmentation de l’activité 

mitochondriale suite à la sénescence est illustrée dans la section résultat, chapitre 3.2.1.1 à la 

figure 21, par les valeurs de luminescence qui continuent à grimper au temps 96 heures, même 

suite à l’irradiation. L’effet est encore plus évident, si on compare la figure 21 et la figure 24, 

où nous avons la même expérience évaluée par ATPlite dans la figure 21 et par essai DRAQ5 

dans la figure 24, nous pouvons voir dans la figure 24 un effet marqué de ralentissement de 

croissance et de mort cellulaire suite au traitement à l’irradiation qui n’est pas traduit par 

ATPlite.  

La méthode de coloration par DRAQ5 ne nous permet pas la sensibilité du test ATPlite dans la 

détection d’un petit nombre de cellules et contient beaucoup d’étapes dans son protocole, ce 

qui augmente le risque d’erreur. Par contre, elle est toujours quantitative jusqu’à 20 000 

cellules (Figure 23), ce qui la rend pertinente pour des études de croissance cellulaire sur des 

longues périodes. Aussi, le test se base sur la quantification d’ADN cellulaire ce qui la rend 

plus robuste que la méthode ATPlite qui est sensible au changement dans l’activité 

métabolique. 

Nous avons évalué la sensibilisation des cellules utilisant les deux méthodes présentées plus 

haut. Ce qui nous a permis d’être plus confiants quant à la validité des résultats. Suivant notre 

protocole de criblage présenté dans la figure 25 du chapitre 3.3.1 de la section résultat, la 

méthode ATPlite est une méthode idéale pour la mesure de la viabilité dans les temps allant de 

0 à 48 heures, la limite étant autour de 72 heures, afin d’éviter les désavantages de la méthode. 

La méthode de coloration  d’ADN au DRAQ5 est la méthode idéale pour les temps allant de 
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72 à 144 heures. Aussi, c’est la méthode à employer pour l’étude de l’effet radio-sensibilisant 

du composé choisi en raison de sa fidélité à traduire l’arrêt de croissance par sénescence et la 

mort cellulaire. L’utilisation d’une méthode d’évaluation de la viabilité se basant sur le compte 

cellulaire, tel le compte cellulaire, ou l’essai de formation de colonie aurait mieux traduit la 

viabilité des cellules, toutefois en raison de contrainte de temps, et de la grosseur du projet, 

nous n’avons pas pu employer ces dernières. En effet, sachant que nous criblons pour 

plusieurs composés en utilisant plusieurs doses pour chaque composé, testant plusieurs temps 

de lectures et plusieurs doses d’irradiation, nous avions besoins d’une méthode pouvant traiter 

plusieurs plaques de 96 puits de manière rapide et efficace. 

 

 

4.3  Criblage à Faible débit : Choix du composé radio-sensibilisant 

 
Dans le but d’identifier un composé sensibilisant ou radio-sensibilisant les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7, nous avons procédé à un criblage à faible débit impliquant des inhibiteurs 

connus de la RDA. Les inhibiteurs ont été choisis de part leur importance comme cibles 

thérapeutiques dans la thérapie anti-cancer (Introduction, Chapitre 1.8.2), et leur disponibilité 

dans le laboratoire. Les inhibiteurs ont été utilisés aux concentrations auxquels ils ont été 

validés précédemment, comme étant actifs dans notre laboratoire. Plusieurs expériences 

d’optimisation ont été effectuées pour obtenir finalement le protocole à la figure 25. 
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Le test ATPlite a été la méthodologie utilisée pour évaluer la sensibilisation des cellules. Afin 

d’éviter d’induire la sénescence, les cellules ont été exposées à une dose d’irradiation de 2 Gy. 

Aussi, les cellules ont été ensemencées à basse densité afin de rester dans l’intervalle de 

sensibilité de la méthode.  

L’effet de sensibilisation a été calculé en divisant la valeur de luminescence des cellules 

traitées aux différents inhibiteurs, à l’irradiation ou au deux, par la valeur de luminescence des 

cellules traitées au DMSO, non irradiées.  

On peut noter dans les figures 26 et 27 du chapitre 3.3.1 de la section résultat, une variation 

dans l’effet de l’irradiation sur les cellules contrôles et modèles d’une expérience à l’autre. Les 

expériences sont présentées par une lettre de l’alphabet (A, B, C) dans chaque figure. Donc 

d’une expérience à l’autre suivant le même protocole, il y a une petite variabilité dans le 

niveau de réponse de sensibilisation observé. Cette variabilité traduit une différence dans les 

conditions de culture précédent l’expérience de sensibilisation (Exemple : changement du 

milieu la veille de l’expérience ou non). Ceci, nous a amené à porter une plus grande attention 

à l’uniformité de la manipulation des cellules préalablement au traitement de sensibilisation 

d’une expérience à l’autre.  

Figure 35 : Implication des inhibiteurs utilisés dans le criblage à faible débit dans la voie de réponse au 

dommage à l’ADN 
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Suite au criblage à faible débit, la Nutlin-3 à une concentration de 10 µM a été retenue comme 

candidate idéale grâce à son action radio-sensibilisante préférentielle sur les cellules HEKn-

hTERT-E6-E7. De plus, sachant que les conditions de croissance des cellules in vitro et in 

vivo sont différentes, nous nous attendions à ce que la Nutlin-3 puisse avoir un effet 

sensibilisant qui est préférentielle aux cellules tumorales et cela même en absence 

d’irradiation. Nous proposons cette idée puisque les cellules normales en culture cellulaires se 

retrouvent en présence d’un signal de croissance perpétuelle en raison d’un environnement 

riche en facteurs de croissance fournis par le milieu cellulaire, ce qui n’est pas le cas in vivo 

ou la croissance cellulaire répond à un contrôle étroit. Nous pensons donc que les cellules 

normales prolifèrent, in vivo, à une vitesse extrêmement lente comparée aux cellules en 

culture et aux cellules tumorales ce qui pourrait les rendre plus résistantes et améliorer encore 

plus l’effet de toxicité préférentielle. 

 

 

4.4  La Nutlin-3 : Réactivation du p53 comme thérapie 

Dans une cellule normale le p53 est activé par les dommages à l’ADN et l’hypoxie. Une fois 

activé p53 permet la transcription de plusieurs gènes importants pour l’arrêt du cycle 

cellulaire, l’apoptose, et l’inhibition de l’angiogenèse [153]. P53 peut aussi avoir une action 

pro-apoptotique qui est indépendante de ses fonctions transcriptionelles [154, 155]. 

P53 est soumis à une autorégulation négative par mdm2 une de ses cibles transcriptionnelles 

[157, 158]. Le mdm2 lie p53 à son site de liaison à la machinerie transcriptionnelle ce qui 

inhibe son action transcriptionnelle [159] 

De par son rôle important dans l’inhibition de l’activité de p53, mdm2 se présente comme une 

cible intéressante pour la réactivation de p53 dans les tumeurs p53 wt [160]. 

Comme il a été mentionné dans l’introduction les cellules CCU contiennent un p53 wt, qui 

pourrait être la cible de réactivation par la Nutlin-3 un inhibiteur puissant de mdm2. 
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Sachant que la plupart des cellules tumorales réagissent par la sénescence suite au traitement à 

la Nutlin-3 [161, 164, 166], nous avons ré-évalué l’effet de sensibilisation de la Nutlin-3 sur 

les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 utilisant la méthode de coloration d’ADN au DRAQ5. La 

méthode ATPlite a été utilisée pour confirmer l’effet observé. Nous pouvons constater l’effet 

sensibilisant et la très forte radio-sensibilisation de la Nutlin-3 sur nos cellules CCU-like 

(figure 29). Sachant que la Nutlin-3 par son mode d’action est un activateur de p53, nous 

avons investigué la stabilisation de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7. 

Nous avons observé une augmentation importante du niveau de p53 cellulaire suite au 

traitement avec la Nutlin-3 (10 µM), comparé aux cellules traitées au DMSO (Figure 30, 

chapitre 3.4.1, section résultats), ce qui confirme la stabilisation du p53.  

Nous nous sommes ensuite intéressés à confirmer l’effet de sensibilisation observé dans des 

lignées cellulaires dérivés du cancer du col, les cellules HeLa et CaSki. Nous avons voulu 

valider l’effet de sensibilisation et de radio-sensibilisation de la Nutlin-3 observés dans la 

figure 29 en présence de mutations multiples et de l’hétérogénéité génétique présentes dans les 

lignées cellulaires tumorales dérivés de patientes.  

Nous avons pu observer dans la section résultat, au chapitre 3.4.2 et la figure 31 que l’effet de 

sensibilisation est conservé dans les lignées du cancer du col de l’utérus HeLa et CaSki.  

Suite à l’investigation de la stabilisation et de l’activation de p53 dans les cellules HeLa et 

CaSki, nous avons conclu que comme pour nos cellules modèles CCU-like le p53 est stabilisé 

et activé dans les cellules CaSki (Chapitre 3.4.2, figure 32). Par contre, en ce qui a trait aux 

cellules HeLa, nous ne notons aucune stabilisation du p53 suite aux traitements à la Nutlin-3, à 

l’irradiation, ou à la combinaison des deux. Toutefois, nous pouvons remarquer une activation 

du p53 par l’augmentation du niveau de p21 suite au traitement à la Nutlin-3 dans les cellules 

HeLa et légèrement dans les cellules CaSki (Figure 32). Étrangement, le p53 mesuré par sa 

capacité à induire la transcription de sa cible p21, ne semble pas s’activer en réponse à 

l’irradiation dans les cellules HeLa.  

L’absence de stabilisation du p53 dans les cellules HeLa en réponse au traitement à la Nutlin-3 

a suscité en nous un questionnement tant qu’à l’implication des voies de signalisation p53 

dépendantes dans l’effet de sensibilisation produit par le traitement à la Nutlin-3. Pour 

répondre à cette question, nous avons testé la Nutlin-3 sur des cellules HeLa et CaSki 

transfectées avec un élément GSE pour p53 (GSE-22), qui va agir comme un inhibiteur de 
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type dominant négatif en interférant avec la tétramérisation de p53 et le bloquant ainsi sous sa 

forme monomérique inactive [171]. Normalement, si l’effet de sensibilisation observé est 

dépendant de p53, nous devrions voir une perte de l’effet de sensibilisation par la Nutlin-3 

dans les cellules GSE. Les cellules HeLa- GSE et CaSki-GSE ont été doublement 

sélectionnées à la puromycine, ainsi qu’à la Nutlin-3. Suite aux traitements de ces cellules à la 

Nutlin-3 seule ou en combinaison avec l’irradiation, nous observons une sensibilisation de ces 

cellules semblable à celle des cellules HeLa et CaSki, ce qui nous informe avec 95 % de 

confiance que l’effet sensibilisant de la Nutlin-3 est indépendant du p53 (Annexe Tableau VI). 

Sachant que la Nutlin-3 est un inhibiteur spécifique de mdm2, nous avons comme théorie que 

l’effet de sensibilisation observé peut être dépendant de mdm2 ou d’une de ses cibles 

moléculaires. Nous pourrons explorer cette question en utilisant un SiRNA contre mdm2 ou en 

visant ses cibles.  

 

 

4.5  Effet de la Nutlin-3 in vivo 

In vivo, la Nutlin-3a utilisée en monothérapie, a montré un effet anti-tumoral important en 

étude préclinique de modèle humain d’ostéosarcome, de cancer de la prostate, de 

rétinoblastome, de lymphome KSHV, de neuroblastome, de mélanome oculaire et de cancer 

gastrique. Le traitement à la Nutlin-3a a été bien toléré sans causer aucune perte de poids ou 

anormalités grossières qui auraient pu se faire remarquer suite à la nécropsie à la fin du 

traitement [167, 168, 169].  

En se basant sur les publications préalables et nos résultats in vitro, nous avons testé l’effet de 

la Nutlin-3a à une concentration de 10 mg/kg seule ou en combinaison à une exposition à une 

dose d’irradiation de 6 Gy sur des souris RGA2γC porteuses de xénogreffes HeLa. Le 

traitement a été administré selon le protocole présenté dans la section résultats chapitre 3.5, au 

tableau V. La croissance tumorale a été suivie sur une période de 18 jours. La figure 34 

présente le volume tumoral normalisé au jour 0 en fonction du temps écoulé suite au début du 

traitement. Nous pouvons conclure suite à ses résultats que la Nutlin-3 semble montrer une 

inhibition de la croissance tumorale. Toutefois, cette étude ne représente qu’une expérience 
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préliminaire. En effet, l’hétérogénéité des tumeurs et des échantillons étudiés cause une grande 

variabilité dans les résultats obtenus ce qui nous ne permet pas de tirer une conclusion 

définitive tant qu’à l’effet de la Nutlin-3a observé. Afin, d’augmenter la robustesse des 

résultats nous devons augmenter le nombre d’échantillons afin d’être statistiquement 

significatif. Aussi, lors des injections du groupe contrôle DMSO et des groupe DMSO + IR, le 

traitement au DMSO ne s’est fait qu’une fois au début de l’étude et n’a pas suivi les injections 

à la Nutlin-3a, ce qui diminue de la crédibilité des résultats ce qui nous poussent à re-tester les 

groupes contrôles afin de s’assurer du résultat observé.  
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Conclusion  
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Notre objectif a été d’identifier un composé permettant la sensibilisation ou la radio-

sensibilisation des cellules exprimant les oncoprotéines virales E6 et E7 du VPH. Pour y 

parvenir nous avons développé au laboratoire des cellules modèles CCU-like, les cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7. Ces cellules ont servis de modèles lors d’un criblage à faible débit 

impliquant des inhibiteurs de la voie de réparation des dommages à l’ADN. La sensibilisation 

a été évaluée par deux méthodes, le test ATPlite qui mesure la quantité d’ATP cellulaire, et 

l’essai de coloration d’ADN au DRAQ5 qui mesure le contenu en ADN des cellules. La 

Nutlin-3 a été identifiée comme un composé sensibilisant préférentiellement les cellules 

HEKn-hTERT-E6-E7 à l’irradiation. La Nutlin-3 a été validée pour la sensibilisation et radio-

sensibilisation préférentielle des lignées cellulaires dérivées du cancer du col de l’utérus, HeLa 

et CaSki. Nous avons démontré par buvardage de western et immunofluorescence une 

augmentation du niveau de p53 dans les cellules HEKn-hTERT-E6-E7 suite au traitement 

avec la Nutlin-3. Ce résultat a été confirmé dans les cellules CaSki. Aussi, nous avons observé 

par buvardage de western la réactivation du p53 par la Nutlin-3 dans les cellules CaSki et 

HeLa, qui s’est traduite par une augmentation du niveau cellulaire du p21, cible 

transcriptionnelle de p53. À l’ombre de ces résultats, et connaissant l’action de la Nutlin-3 sur 

mdm2, nous avons investigué l’implication de p53 dans l’effet de sensibilisation et de radio-

sensibilisation causés par la Nutlin-3 sur les cellules exprimant E6 et E7 du VPH. Dans ce but, 

nous avons exploré l’effet de la Nutlin-3 sur des cellules HeLa-GSE et CaSki-GSE, dont le 

p53 se trouve séquestré au cytosol sous forme monomérique non-active. La Nutlin-3 a réussis 

à sensibiliser et radio-sensibiliser les cellules HeLa-GSE et CaSki-GSE, ce qui indique avec 

un p-value de 0,05, que l’effet de sensibilisation observé est indépendant de p53. Finalement 

nous avons étudié dans un essai préliminaire l’effet in vivo de la Nutlin-3a, énantiomère actif 

de la Nutlin-3, sur la croissance tumorale des souris RAG2γC portant des xénogreffes HeLa. 

La Nutlin-3a a montré une inhibition de la croissance tumorale des souris traitées, qui reste à 

confirmer avec un essai plus contrôlé, impliquant un échantillon plus important de souris pour 

contrôler la variabilité hétéro-génétique et être statistiquement significatif. 
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En se basant sur les résultats obtenus dans ce projet, il serait pertinent de valider que l’effet de 

la Nutlin-3 est indépendant de p53, en testant l’effet de la Nutlin-3 sur des cellules HeLa et 

CaSki dans lesquelles le gène codant pour p53 a été silencé par shRNA ou siRNA, ce qui 

aurait comme avantage de nous fournir une inhibition totale et irréversible de p53. Aussi, 

sachant que la cible directe de la Nutlin-3 est le mdm2, et que l’effet de sensibilisation observé 

semble être indépendant de p53, il serait intéressant de vérifier si cet effet est dépendant des 

voies de signalisation impliquant le mdm2. Pour ce, nous pouvons inhiber l’action de mdm2 

chimiquement en utilisant un autre inhibiteur de mdm2 comme le RG7388, ou génétiquement 

en utilisant un siRNA ou shRNA contre mdm2. Aussi, afin de comprendre et de maximiser 

l’effet sensibilisant et radio-sensibilisant de la Nutlin-3 sur les cellules exprimant E6 et E7 du 

VPH, il serait attrayant d’étudier les destins cellulaires résultant de cette sensibilisation. Pour 

s’assurer de la robustesse de l’évaluation de la viabilité une troisième méthode serait ajoutée. 

Cette méthode implique l’évaluation de la viabilité des cellules contrôles et modèles, qui 

seraient ensemencées dans le même puits et qui seraient toutes les deux marquées avec des 

protéines de fusions qui ont chacune une fluorescence différente, exemple GFP pour les 

cellules contrôles et td Tomato pour les cellules modèles. La viabilité serait déterminée par la 

quantité de fluorescence émise par microscopie à fluorescence. Cette méthode est plus fiable 

car elle permet de quantifier directement le nombre de cellules, en s’assurant que les cellules 

modèles et contrôles ont subit le même traitement. Un essai de formation de colonie serait 

aussi envisageable.  

En ce qui concerne les études in vivo, il faudrait refaire une étude de l’effet de la Nutlin-3 sur 

la croissance tumorale des xénogreffes HeLa dans des souris RAG2γC, avec un nombre 

d’échantillon statistiquement significatif. Aussi, lors de l’essai préliminaire, les tumeurs et 

organes des groupes de souris testés avec les différents traitements ont été récupérés post 

nécropsie. Ces échantillons seraient utilisés pour l’étude du p53 dans ces tissus par 

immunohistochimie, buvardage de western et RTq-PCR. Aussi, les organes récupérés 

pourraient servir dans un projet d’étude de l’effet de l’utilisation de la Nutlin-3, agent prouvé 

radio-sensibilisant sur la toxicité liée à l’irradiation dans les organes périphériques des souris 

traitées. 
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DMSO	
  	
  vs	
  Nutlin-­‐3	
  10	
  uM DMSO	
  vs	
  Nutlin-­‐3	
  10	
  uM	
  +	
  IR DMSO	
  vs	
  	
  IR Nutlin-­‐3	
  10	
  uM	
  +	
  Nutlin3	
  10	
  uM	
  +	
  IR
HeLa 0,01048382 7,92351E-­‐06 0,002514253 0,000834831

HeLa-­‐GSE 0,000970464 9,82343E-­‐07 2,1901E-­‐05 5,15701E-­‐05
CaSki 0,003455045 5,79042E-­‐06 4,92815E-­‐05 0,00058109

CaSki-­‐GSE 0,001539289 8,7384E-­‐05 0,002509153 0,000169017

T-­‐Student	
  avec	
  95	
  %	
  de	
  confiance

 

Tableau VI : Test-t sur les données du test de sensibilisation à la Nutlin-3 10 µM sur les 

cellules HeLa, CaSki, HeLa-GSE et CaSki-GSE. 

 

 

 

Le test a été effectué avec un intervalle de confiance de 95%, nous avons comparé entre deux 

groupes de données différentes. Hypothèse 0 : Il n’y pas de différence statistiquement 

significative entre la sensibilisation des cellules traitées avec un traitement ou l’autre. 

 Par exemple pour la colonne une : H0 = il n’y a pas de différence statistiquement significative 

entre la viabilité observée par essai DRAQ5 pour les cellules traitées par le DMSO comparé 

aux cellules traitées avec la Nutlin-3 10 µM. C’est un test uni-latérale, à variance égale.  

P value = 0,05, donc toutes les valeurs de t-student plus basses que 0,05 sont statistiquement 

significatives avec 95 % de confiance, et l’hypothèse 0 est refusée.  
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Figure 36 : Validation de l’expression d’un p53 dominant négative dans les cellules HeLa-

GSE, et CaSki-GSE. 

Les protéines ont été marquées avec un anticorps souris anti-p53 clone (DO-1), révélé par 

spectromètre Li-cor avec un anticorps secondaire fluorescent dans le vert VRDye (Li-cor 

Bioscience secondary anti-body) (1/5000). La β-actine a servi de contrôle et a été marquée 

avec un anticorps primaire lapin anti-β-actine (13E5) et a été couplée avec l’anticorps 

secondaire fluorescent dans le rouge IRDye (Li-cor Bioscience secondary anti-body) (1/5000)



 
 

 

 


