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RÉSUMÉ

Les virus du papillome humain (human papilloinavirus ou HPV) causent le

cancer du col de l’utérus chez la femme et d’autres lésions au niveau des muqueuses

et de la peau autant chez les hommes que chez les femmes. Les lésions pré-

cancéreuses de haut niveau du col de l’utérus, les carcinomes in situ et les cancers

invasifs du col de l’utérus sont liés aux infections par NPV16, HPV18 et d’autres HPV

de risques élevés. Quelques vaccins anti-HPV visant à prévenir le cancer du col de

l’utérus sont en développement ou dans les premières phases des essais cliniques. Ces

vaccins sont faits de particules ressemblant à des virus (VLP) ou de protéines de HPV.

D’autres utilisent des agents bactériens, des cellules dendritiques ou de l’A.D.N. Ces

différents vaccins font appel à l’immunisation systémique et aucun d’entre eux ne

stimule l’immunité mucosale.

Nos hypothèses de travail sont: a) des types spécifiques de HPV de risque

élevé sont liés à la majorité des lésions pré-cancéreuses de haut niveau du col de

l’utérus, des carcinomes in situ et des cancers du col de l’utérus chez les femmes au

Québec; b) un vaccin prophylactique basé sur les adénovirus pourrait diminuer le

nombre d’infections pour ce type particulier et prévenir le cancer du col de l’utérus.

Pour développer ce vaccin, nous avons d’abord déterminé les types de HPV

responsables des lésions pré-cancéreuses de haut niveau chez les femmes au Québec.

Le HPV de type 16 est celui qui prévaut au Québec. Il a donc été sélectionné pour le

développement d’un vaccin au Québec. Nous avons sous-cloné le gène Li de HPV16

(gène codant pour la protéine majeure de la capside Li) dans le vecteur adénoviral

(pAdEasy de Stratagene). Parallèlement, une protéine de fusion GST-L1 (glutathio

ne-S-transférase-L 1) a été produite dans le but de générer des anticorps polyclonaux.

L’ expression de la protéine Li de HPV 16 par le vecteur adénoviral a été vérifiée par

des transfections transitoires dans des cellules NEK293. finalement, des adénovirus

ne pouvant pas se répliquer ont été produits dans des cellules HEK293 (cellules

d’encapsidation) avec le vecteur adénoviral pAdEasyTM de Stratagene.

Mots clés : HPV-16, Li, adénovirus recombinant, cancer du col de l’utérus, vaccin

prophylactique.
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ABSTRACT

The human papillomaviruses (HPV) are causative agents of cervical cancer in

women, and some other mucosal and skin lesions in both sexes. The high-grade

cervical pre cancerous lesions, carcinorna in situ, and cervical invasive cancers are

linked to infections by FWV16, HPV1 8, and other high-risk HPV. A few anti-HPV

anti-cancer vaccines are in development or in the first phases of clinical trials. These

vaccines are made with vims-like particles (VLP) or with NPV proteins. Others use

bacterial agents, dendritic ceils or DNA. Ml of ffiem stimulate systemic immunisation

but do not stimulate mucosal immunity.

Our working hypothesis is that a) specific high-risk HPV types are linked to

most ofthe cases wiffi high-grade precancerous cervical lesions, carcinorna in situ and

cervical cancer in women here, in the province of Quebec; and b) a prophylactic

vaccine based on adenoviruses could diminish the number of infections of that

particular type and prevent cervical cancer.

To develop the vaccine, we first determined which NPV types are responsible

for the higlier grade cervical precancerous lesions in women in Quebec. Having

selected HPV16 as the most important subtype for vaccine development in Quebec,

we then subcloned the Li protein gene ofHPVi6, coding for the Li major capsid

protein, into the adenoviral vector (pAdEasy by Stratagene). Meanwhile, a GST-L1

(glutathione-S-transferase-L1) fusion protein was made for polyclonal antibody

production. The expression ofthe HPV16 Li protein by the adenoviral vector was

studied with transient transfections of NEK293 celis. Finaly, the adenoviruses unable

to replicate were produced in HEK293 celis (packaging celis) with the Stratagene

adenoviral vector, pAdEasy’.

Key words : HPV- i 6, Li, recombinant adenovirus, cervical cancer, anti-HPV vaccine.



V

TABLE DES MATIÈRES

.1

.1

.8

12

15

18

2. OBJECTIFS.23

3. MATÉRIEL ET MÉTHODES

3.1 Détermination du type de NPV [211, 236)

3.1 a) Échantillons

3.1 b) Examen histologique

3.1 c) Préparation et vérification des matrices d’A.D.N.

3.1 d) PCR spécifique pour HPV

3.1 e) Séquençage direct

3.1 f) Méthode deux-tiers

3.1 g) Alignement des séquences

3.1 h) Analyse statistique des données

3.2 Construction des plasmides

3.2 a) Amplification du gène Li par PCR 29

3.2 b) Construction des vecteurs p1674, p1960 et p1961 31

3.3 Culture cellulaire 34

3.4 Vérification de l’expression du gène de la protéine LI sous le contrôle du

promoteur CMV 35

3.4 a) Transfections transitoires 35

1. INTRODUCTION

1.1 Les virus du papillome humain (HPV)

1.2 Les NPV et le cancer

1.3 Immunité naturelle anti-HPV

1.4 Épidémiologie

1.5 Vaccin anti-NPV

25

25

25

25

25

26

26

26

27

27

29



vi

3.4 b) Vérification des extraits cellulaires par immunobuvardage 35

3.5 Production des adénovirus recombinants 36

3.6 Production des protéines de fusion et des anticorps polyclonaux de lapin

anti-GST-Ll 37

4. RÉSULTATS 38

4.1 Élaboration d’un test diagnostique de haute sensibilité pour la détection de

tous les types de HPV 38

4.2 Détermination du type de HPV 42

4.3 Construction des plasmides pi960 et p1961 46

4.4 Production de la protéine de fusion GST-Li 48

4.5 Vérification de l’anticorps polyclonal de lapin anti-GST-L1 50

4.6 Vérification de l’expression du gène de la protéine Li sous le contrôle du

promoteur CMV 52

5. DISCUSSION 54

6. RÉFÉRENCES 60



vii

LISTE DES FIGURES ET TABLEAU

Figure 1. Organisation génomique des HPV 3

Figure 2. Infection de l’épithélium par le HPV 7

Figure 3. Répartition globale des HPV oncogènes dans le cancer du col de l’utérus. 17

Figure 4. Schéma de la méthode deux-tiers 28

Figure 5. Stratégie pour l’amplification du gène de la protéine Li de HPVÏ6 à partir

du plasmide pHPV16 30

Figure 6. Construction du plasmide p1674 32

Figure 7. Répartition des 691 échantillons parmi les 10 catégories de diagnostique

histologique 43

Figure 8. Détermination du type de HPV le plus fréquemment retrouvé dans les

tumeurs 45

Figure 9. Construction des plasmides p1960 et p1961 47

Figure 10. Production de la protéine de fusion GST-L1 49

Figure 11. Vérification de l’anticorps polyclonal de lapin anti-G$T-Li 51

Figtire 12. Expression du gène de la protéine Li du HPV16 sous le contrôle du

promoteur immédiat/précoce de CMV 53

Table I. Nombre d’isolats de HPV par type de HPV[211] 41



viii

LISTE DES SIGLES ET DES ABRÉVIATIONS:

A.D.N. : acide désoxyribonucléique

OC : degré Celsius

CIN : cervical intruepitheÏiul neoplusia

CMV cytomégalovirus

CTL : cytotoxic T lymphocyte

DMEM: Dulbecco ‘s Modfied Eugle Iviedium

E: eartyprotein

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

F : fragment

GST : glutathione-S-transférase

NEK : hztman embmyonïc kidney

HPS : haematoxylin-phloxine-safran

HPV: humnan papiÏÏomavirus

IgA: immunoglobuline de classe A

IgG: immunoglobuline de classe G

WTG: isopropyl f3-D-thiogalactopyranoside

kb : kilobase

kDa: kilodalton

L : lute proteïn

mm t millimètre

mM : milli molaire

ng: nanogramme

ORF : open readingfrarne

p53 t protéine 53

pb : paire de bases



ix

PCR polymerase chain reuction

PCR-DS potymerase chain reaction direct sequencing

pRb : protéine du rétinoblastome

SDS : sodium dodecylsulfate

SDS-PAGE t sodium dodecyÏsusfate potyactyÏamide gel electrophoresis

SV4O : simian virus type 40

TBT-T: tris-buffered saÏine-Tween 20

jg: microgramme

microlitre

t micromètre

URR: upstream regulatoiy region

VLP : virus-tike particules

WT t wiÏd type



REMERCIEMENTS

Je tiens à remercier le Dr Wagner Yotov pour son aide. Je dis un merci

particulier à Sylvie Cloutier, Juan Carlos Feoli, Leila Esmailzadeh, Nadine Zarka et

Benoît Bessette pour leurs conseils, leur soutien et leurs rires sans lesquels je n’aurais

pu tenir.

Grands mercis également à ma famille pour leurs encouragements et à la

famille Myriam pour leur soutien spirituel qui m’aura permis d’aller si loin.



I

1. INTRODUCTION

1.1 LES VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN (HPV)

Les virus du papillome humain (HPV) sont des petits vïrus non-enveloppés [1-

3] à A.D.N. circulaire double brin [1, 3, 4] d’environ 8kb [1-3, 5]. Habituellement

(peut varier selon le type de HPV), un seul brin est transcnptionnellernent actif [6, 7J.

Les HPV ont un diamètre de 45 à 55m [2, 3, 8, 9] et l’A.D.N. est encapsidé dans 72

capsomères [3, 101 qui sont disposés en forme d’icosaèdre [2, 3]. Ils ont un tropisme

pour les cellules épithéliales [11-13].

Au départ, les FWV faisaient partie de la sous-famille des papillomavirus de

la grande famille des papovaviridac [3, 4,14-16]. Cette famille comptait également

la sous-famille des poïyornaviridae. Les papovaviridae sont reconnus comme étant

des virus pouvant immortaliser les cellules [3, 14]. Ils ont un A.D.N. double brin et

ils se répliquent dans le noyau [15]. Maintenant, les virus du papillorne (PV) ont leur

propre famille, la famille des papiÏÏomaviridae [17, 181. Les PV, en plus d’infecter

les humains, peuvent infecter les chevaux, les chiens, les bovins, les rats, les souris,

les lapins, les moutons, les cerfs, les daims, les singes, les oiseaux et les tortues [2-3].

Ils sont spécifiques pour les espèces [19].

La spécificité de l’hôte permet un premier classement des différents PV. Ceux

qui nous intéressent ici sont ceux pouvant infecter les humains, les NPV. À ce jour,

plus de 120 génotypes différents de HPV ont été répertoriés [2]. Un nouveau type de

HPV est identifié quand, suite au séquençage, il est montré que la séquence du gène

de la protéine Li est homologue à moins de 90% avec celle d’un autre type de HPV.

Si l’homologie est entre 90% et 98%, nous sommes en présence de sous-types et si

l’homologie est supérieure à 98%, ce sont des variants du même type [3, 15, 19, 20].

Les NPV peuvent aussi être classés selon leur tropisme. Ils infectent soit la

peau (HPV1 et HPV14 donnent les verrues, HPV5 et HPV8 donnent

l’épidermodysplasie verruciforrne), soit les muqueuses anogémtales (comprennent le
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col de l’utérus, la vulve, le vagin, le pénis et l’anus) ou orophaiyngées [2, 21]. Malgré

cette différence, les HPVs ïnfectent tous des cellules épithéliales [2, 3,14,16, 22].

Finalement, on les classe également selon leur potentiel oncogémque [2]. Les

différents types de HPV causent, au niveau des cellules épithéliales, des lésions

bénignes ou des lésions malignes [12, 23, 24J. Les types de HPV qui sont associés aux

lésions bénignes, sont dits à faible risque (HPV6 et HPV1 1 causent les condylomes

génitaux) alors que ceux qui sont associés aux lésions malignes sont dits à haut risque

(HPVI6 et HPV12 sont associés à la carcinogenèse du col de l’utérus) [25-32]. Cette

dernière catégorie comprend également les types de J-IPV considérés de risque

intermédiaire comme les HPV3Y, 33, 35 et 51 qui sont retrouvés dans les lésions

anogénitales [2, 33].

Le génome de HPV est composé de $ régions codantes (ORF) qui se trouvent

sur un seul des deux brins d’A.D.N. [2, 3, 6, 7]. De plus, le génome possède une

région non codante (long control region ou LCR) qui contient les séquences

régulatrices de la transcription et l’origine de la réplication (voir figure 1).

Le LCR compte pour environ 10% du génome de HPV (400 à 1000

nucléotides) [2, 12, 16, 34, 35] et plusieurs facteurs de transcriptions cellulaires

peuvent venir s’y lier [2, 36-5 1]. Le LCR est situé entre l’ORF Li qui code pour une

protéine tardive et l’ORF E6/E7 qui code pour des protéines précoces. Les 8 ORF

encodent $ protéines, 6 étant impliquées dans la réplication et la transcription de

l’A.D.N. ainsi que dans la transformation des cellules tEl à E7) et les deux autres

ORF encodent pour les protéines tardives Li et L2 qui forment la capside du virus

[52].
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n,

Source Park TW, Fujiwara H, Wnght TC (1995). Cancer 76 (10 suppl.),

1202-13. [53]

Figure 1. Organisation genomique des NPV. Les HPV ont un génome

circulaire de 8kb [2, 3, 6, 7] qui contient 6 régions codant pour des

protéines précoces qui servent essentiellement à la multiplication du virus

(El à E7), 2 régions codant pour les protéines tardives qui forment la

capside du virus (Li et L2) [52] et un LCR (ou URR: upstream reguÏatory

region), une région d’environ 400 paires de bases [2, 12, 16, 34, 35] en

amont de l’origine de réplication qui contient des sites de liaison pour des

activateurs et des inhibiteurs de la transcription [2, 36-51, 53]
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La protéine Fi, en plus de lier l’A.D.N. à l’origine de réplication, lie et

hydrolyse l’ATP [54]. Elle a une activité hélicase ATP-dépendante [55-62] qui est

essentielle pour la réplication des PV [601 et elle interagit avec la sous-unité a de

l’A.D.N polymérase cellulaire [63]. La protéine précoce F2 sert à la réplication et à

la modulation de la transcription du génome viral [16, 64]. La protéine El lie la

protéine E2. En hétérodimère, ces deux protéines permettent à l’épisome viral d’être

stable dans la cellule [55-61, 65]. L’hétérodimère permet également l’initiation de la

réplication de l’A.D.N. viral [60, 66-68] en se liant à une séquence de l’origine de

réplication qui possède un site de liaison pour la protéine El [61] qui est flanqué de

plusieurs sites de liaison pour la protéine E2. Ces sites de liaison et ces protéines sont

importants pour le virus, car des mutations dans les uns comme dans les autres causent

une diminution ou même l’arrêt de la réplication virale. Les protéines F2 peuvent

former des homodimères. Les homodimères de la protéine virale F2 stimulent la

réplication de l’A.D.N. viral [68-70] et ils modulent la transcription des ORF des

protéines E6 et E7 en bloquant leur expression [64, 7 1-73]. Quand il y a des mutations

dans l’ORF de E2 ou sur le site de liaison de la protéine dans le LCR il y a une

augmentation de l’activité d’immortalisation du virus [74] puisque les protéines E6

et E7 sont impliquées dans le processus d’immortalisation et de transformation

cellulaire dans les cellules infectées. La protéine virale F6 lie la protéine cellulaire

p53, ce qui mène cette dernière à la dégradation [25] par les protéosomes [75, 76]. La

protéine virale F6 agit en coopération avec la protéine virale F7 pour

l’immortalisation des cellules [36]. La protéine E7, quant à elle, forme un complexe

avec la protéine cellulaire pRb [77-79].

La protéine F4 pennet la production des particules virales en facilitant

l’encapsidation du génome ainsi qu’en favorisant la diffusion et la libération des

virions par la destruction du réseau de filaments de cytokératine. La protéine F4 est

exprimée différemment selon le type de la lésion. Elle est fortement exprimée dans

les lésions cutanées comme les verrues palmaires et plantaires tandis que l’expression

est plutôt basse dans les lésions des muqueuses [2, 80, 811.
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finalement, la protéine virale précocc E5 est une protéine hydrophobe surtout

localisée au niveau de l’appareil de Golgi et au niveau de la membrane plasmique

[82]. La protéine E5 de HPV16 peut former un complexe avec le récepteur EGF

(epidermut growthfuctor) et avec le récepteur PDGF-f3 (pluteÏet-derived growth

Jactor) qui sont des protéines transmembranaires [83, 84]. On la trouve aussi associée

au complexe des jonctions GAP [85, 86]. Elle aussi, comme les protéines E6 et E7,

est impliquée dans les processus d’immortalisation et de transformation des cellules

infectées.

Les protéines tardives Li et L2 sont des protéines d’environ 55kDa et d’environ

75kDa respectivement [12]. La protéine Li est la protéine majeure de la capside [12,

161. La protéine virale Li a la capacité de s’auto-assembler pour foniier une capside

virale. Ces capsides virales vides formées par des protéines virales Li sont appelées

particules ressemblant à des virus ou VLP (virus-Ïike particles) [2, 3, 12]. La protéine

L2 (protéine mineure de la capside) peut lier l’A.D.N. viral et elle le positionne

correctement dans la capside. Avec la protéine Li, la protéine L2 permet l’assemblage

du virus et la stabilisation de la capside [$7].

L’infection par des HPV s’effectue en quelques étapes. Tout d’abord,

l’infection se produit au niveau des cellules basales ou parabasales du tissu épithélial

et le cycle de multiplication du HPV est étroitement relié à la différenciation cellulaire

(voir figure 2) [2, 3, 5, i6, 22, 88, 89]. Pour que les virus puissent avoir accès à la

couche basale ou parabasale, il faut qu’il y ait eu un traumatisme des muqueuses ou

une blessure de la peau [3, 5].

Normalement, dans les cellules squameuses de l’épithélium (ou kératinocytes),

seulement quelques cellules de la couche basale prolifèrent et sortent du cycle

cellulaire pour terminer leur différenciation (les cellules différenciées ne se divisent

plus). À mesure que les cellules progressent dans les couches de l’épithélium, d’autres

cellules non différenciées viennent les remplacer au niveau de la couche basale [5].

Quand les kératinocytes sont différenciés, leur A.D.N. ne se réplique plus et ils ne se
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divisent plus. Finalement, les kératinocytes matures atteignent la couche supérieure

de l’épithélium et ils sont exfoliés [5].

Au moment de l’infection des cellules par HPV, les protéines Li et L2

interagissent avec la surface de la cellule hôte pour faciliter l’entrée de l’A.D.N. viral

[90-92]. On suppose que les récepteurs cellulaires pour les HPV fassent partie de la

famille des intégrines (a6f31 et a6f34) [2]. L’équipe de McMillan a montré que la sous-

unité ci6 et les VLP sont co-localisés à la surface des cellules basales [93]. Le ligand

naturel de ci6, la lamine, bloque l’attachement des VPL. De plus, les cellules qui

n’expriment pas ci6 sont incapables de lier HPV.

Quand l’A.D.N. viral est dans la cellule, les premières protéines virales à être

transcrites sont les protéines Fi, E2 et E5 qui se lient à l’A.D.N. viral afin d’en activer

la réplication [5, 55-61, 65-67]. Ensuite, dans la couche inférieure des cellules

épineuses, la réplication de l’A.D.N. cellulaire est favorisée, car les protéines virales

F6 et E7 y sont exprimées. Les protéines virales F6 et E7 interfèrent avec les

mécanismes cellulaires qui contrôlent le cycle cellulaire de l’hôte. Ainsi, la synthèse

de l’A.D.N. est réactivée même si la cellule a commencé sa différenciation et les

protéines cellulaires de la réplication sont utilisées pour faciliter la réplication de

l’A.D.N. viral [94, 95].

Les protéines E4, Li et L2 sont exprimées dans la couche supérieure des

cellules épineuses en même temps qu’il y a amplification de l’A.D.N. viral et

assemblage du virus [3, 80, 96-97]. Les vinons arrivés à maturité sont libérés par les

cellules en exfoliation (squames) [5, 52, 80].
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Source http://www. aøprentoile.u-bordeaux2. ft/wderm1fl00 1 .htm [98]

Figure 2. Infection de l’épithélium par le HPV. L’infection se fait au

niveau des cellules basales [2, 3, 5, 16, 22, 88, 89] grâce à l’interaction

entre les protéines de la capside virale (Li et L2) et la cellule [2, 90-93].

Une fois que le virus se trouve dans la cellule, les protéines virales El, E2

et E5 sont synthétisées [5, 55-61, 65-671. Dans la couche inférieure des

cellules épineuses, l’expression des protéines virales E6 et E7 permet et

stimule la réplication de l’A.D.N. cellulaire [94, 95]. Quand la cellule est

rendue dans la couche supérieure des cellules épineuses, les protéines E4,

Li et L2 sont synthétisées, l’A.D.N. viral est amplifié et les virus sont

assemblés [3, 80, 96-97]. Ce n’est que lors de la desquamation que les

Cellules en exfoliation
libération des virus assemblés

Cellules épineuses inférieures
réplication A.DN. cellulaire
(E6, E7)

Cellules épineuses supérieures
amplification A.D.N. viral,
assemblage du virus (F4, Li,
L2)

Cellules basales: entrée du
virus dans la cellule (FI, E2,
F5)

virus complets sont relâchés [5, 52, 80].
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1.2 LEs HPV ET LE CANCER

La connaissance des PV est relativement récente. Dans les années 1930 à

1950, Rous et ses collaborateurs ont isolé un virus d’une infection de lapin. C’était

le virus du papillome du lapin (cottontait rabb il pupiliornavirus ou CRPV) [12]. Rous

a été le premier à parler du potentiel carcinogène des PV. En 1935, il a rapporté que

des papillomes causés par le CRPV ont progressé jusqu’au carcinome [99]. En 1949,

c’est l’agent responsable des verrues qui est isolé par Strauss et ses collaborateurs.

C’est un NPV [100]. En 1959, l’équipe de Olsen a induit une tumeur au niveau de la

vessie chez un bovin grâce aux BPV (bovine papiilornavirus) trouvés dans les

papillomes de la peau [101]. Par la suite, Ho et Evans ont induit des carcinomes chez

un lapin grâce à l’A.D.N. purifié de CRPvT et de l’A.D.N. extrait de papillomes ou de

carcinomes induits par CRPV [102 J. Plus tard, on s’est aperçu que ce n’était pas

seulement les CRPV qui pouvaient causer le cancer et en 1970, une hypothèse est

formulée par zur Hausen et ses collaborateurs: les PV joueraient un rôle significatif

dans l’étiologie du cancer du col de l’utérus [103, 104]. En fait, l’association entre le

cancer du col de l’utérus et des facteurs reliés à l’activité sexuelle est suggérée depuis

les années 1980. À ce moment, différents facteurs de risques sont identifiés: le fait

d’avoir plusieurs partenaires sexuels et commencer jeune à avoir des relations

sexuelles [105]. Les tests effectués pour démontrer cette hypothèse ont permis

d’identifier plusieurs types et sous-types de HPV [106, 107]. Dans les années 1980,

le HPV6 et le HPVI I ont été isolés de verrues génitales [108, 109]. Par la suite, les

HPVI6 et T-IPVI8 ont été isolés à partir de biopsies du cancer du col de l’utérus [110,

111].

La relation ou l’association entre une infection par HPV et le cancer du col de

l’utérus a été reconnue pour la première fois par Miesels et ses collaborateurs [1121.

Ils avaient observé que des anomalies morphologiques causées par l’effet cytopathique

d’une infection par un HPV étaient souvent accompagnées d’un cancer du col de

l’utérus. Plus tard, la virologie moléculaire a permis de démontrer que l’A.D.N. de
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HPV était présent dans près de 70% à 80% des carcinomes du col de l’utérus [29J.

Avec l’avènement de nouvelles techniques de dépistage du HPV, une étude de

Walboomers a déterminé que la prévalence de NPV dans 932 cas de col de l’utérus

était de 99,7% [28]. La même prévalence a été obtenue avec des échantillons de

cancer du col de l’utérus récoltés à travers le monde [114]. L’identification de ces

HPV a été faite grâce à l’utilisation de diverses techniques de PCR [28, 115, 1161.

Malgré ce pourcentage très élevé, il fallait vérifier que ce n’était pas

uniquement parce que les cellules malades étaient plus susceptibles à l’infection par

HPV que les cellules saines. Il fallait s’assurer que les cellules étaient d’abord

infectées par HPV et qu’ensuite elles développaient le phénotype de malignité. Des

études épidémiologiques ont été conduites avec des femmes cytologiquement

normales. Elles ont montré que l’infection par HPV précède le développement des

lésions pré-cancéreuses du col de l’utérus [117-119].

Il a été démontré que les kératinocytes humains pouvaient être immortalisés en

les ttansfectant avec de l’A.D.N. de HPV et que les gènes ayant un potentiel

transformant étaient les gènes précoces E6 et E7 de NPV [120]. Ces gènes, lorsqu’ils

proviennent de NPV à risque élevé, peuvent immortaliser des kératinocytes primaires

humains, alors qu’ils en sont incapables quand ils proviennent de HPV à faible risque

[36, 121-125]. Ces HPV à faible risque sont surtout reliés aux lésions bénignes

(condylomes, papillomes et dysplasies légères). S’ils sont retrouvés dans les lésions

malignes, ils sont alors associés avec un HPV oncogène [1141. Parmi les FWV à risque

élevé retrouvés dans les lésions malignes, les types 16 et 18 sont retrouvés dans au

moins 70% des cancer du col de l’utérus dans le monde entier. Les types 31, 33, 35,

52, 58 et 59 sont également fortement associés au cancer du col de l’utérus [28, 126,

127].

Les protéines virales E6 et E7 des HPV à risque élevé peuvent immortaliser

différentes sortes de cellules humaines [15, 36, 123-125]. Elles peuvent le faire seules,

mais ensemble, elles y arrivent plus efficacement [36, 124, 128]. Les protéines virales
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E6 et F7 sont des protéines qui stimulent la croissance cellulaire [129]. Pour

immortaliser les cellules infectées, elles lient des protéines cellulaires codées pas les

gènes suppresseurs de tumeur, p53 et pRb (protéine du rétinoblastome) respectivement

[79, 130, 1311. Les protéines F6 et E7 des NPV à risque élevé ont une plus grande

affinité pour p53 et pRb comparativement aux protéines E6 et E7 des HPV à faible

risque [5, 75].

La protéine p53 est une protéine qui arrête le cycle cellulaire au point de

contrôle entre les phases Gi et S du cycle cellulaire s’il y a eu des mutations lors de

la réplication du génome [132]. Quand la protéine virale E6 s’y lie, elle induit sa

dégradation [25] par la voie d’ubiquitination [25, 75, 76, 130, 133] qui mène aux

protéosomes. Il peut donc y avoir accumulation de mutations dans l’A.D.N. des

cellules issues de la division des cellules infectées [134, 135]. De plus, ces cellules

montrent de l’instabilité génomique [136, 137].

Quant à pRb, elle se lie au facteur de transcription cellulaire E2F et l’empêche

d’agir sur les promoteurs contrôlant la transcription de gènes impliqués dans la

division cellulaire. Dans les cellules qui ne sont pas infectées par HPV, la forme

hypophosphorylée de pRb est liée au facteur de transcription cellulaire E2f. Quand

pRb est hyperphosphorylée, E2F est relâchée et elle peut aller lier l’A.D.N. pour

activer la transcription. La liaison de la protéine virale E7 à pRb a le même effet sur

pRb que l’hyperphosphorylation le facteur de transcription est libre d’aller lier

l’A.D.N. pour favoriser la transcription des gènes régulant la prolifération cellulaire

[12, 25, 79, 130, 131, 138-144]. Le contrôle du cycle cellulaire est déréglé, ce qui

cause une prolifération cellulaire incontrôlée [145].

Un élément qui favorise le développement du cancer du col de l’utérus, est

l’intégration du génome viral au génome de la cellule hôte. Normalement, le génome

de HPV est sous la forme d’un épisome dans la cellule. Dans les lésions avancées et

les tumeurs invasives, le génome de HPV est intégré au génome de la cellule infectée.

Lors de l’intégration, l’A.D.N. de HPV est coupé au niveau du gène de la protéine F2
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et cette protéine n’est plus synthétisée. Puisque la protéine virale E2 a comme

fonction de réprimer l’expression des protéines virales F6 et E7 [146], quand elle n’est

plus exprimée suite à l’intégration du génome viral au génome cellulaire, l’expression

des protéines virales E6 et E7 est augmentée [15]. Aiisi, la capacité d’irnrnortalisation

du HPV qui infecte la cellule est accrue.
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1.3 IMMUNITÉ NATURELLE ANTI-HPV

Les infections génitales par un HPV ne s’étendent pas à tout le corps, mais

restent localisées dans les muqueuses [147]. Toutefois, le système immunitaire réussit

à éliminer la plupart de ces infections sans qu’il n’en reste aucune séquelle visible

[148, 149]. Une infection par un HPV ne provoque pas seulement une réponse

immunitaire systémique, mais surtout une réponse immunitaire des muqueuses qui

peut être constatée par le développement des IgA sécrétoires, des IgG et des IgA [3,

150, 151]. Les IgA sécrétoires préviennent l’absorption des virus en bloquant leur

adhésion aux cellules alors qu’ils sont encore dans la lumière des voies anogénitales

[152]. Si le virus réussit à pénétrer dans la cellule, il est alors protégé des anticorps

par la cellule qu’il infecte pendant qu’il se réplique. Ensuite, la progression de

l’infection par HPV16 est liée à l’intégration du génome de HPV dans les

chromosomes qui mène à la perte de l’expression du gène de Li ce qui fait que la

surveillance immunitaire anti-Li n’est plus d’une grande utilité [28, 153]. De plus,

après une première infection par HPV, les anticorps sont induits lentement.

L’apparition des anticorps prend en moyenne $ mois après la détection de l’A.D.N.

d’un HPV pour la première fois et chez quelques personnes infectées l’apparition des

premiers anticorps peut même prendre quelques années [118, 154]. Ainsi, il est peu

probable que seuls les anticorps neutralisants puissent permettre l’élimination

complète de l’infection parHPV [3, 150, 155, 156].

Les interférons (INE) et les IgA sécrétoires constituent probablement la

première ligne de défense contre le HPV lors de l’invasion du col de l’utérus. Les INF

relâchés par les cellules infectées par un HPV lient les récepteurs des cellules voisines

induisant la production de protéines antivirales qui sont activées si le virus entre dans

ces cellules voisines. Ces protéines fonctionnent probablement en inhibant les

protéines virales ou la synthèse d’acides nucléiques limitant ainsi la propagation de

l’infection virale. Les INF agissent également de façon à inhiber la croissance
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cellulaire et comme immunomodulateurs. Par exemple, ils peuvent induire la

production du complexe majeur d’histocornpatibilité (CMI-1) et augmenter l’activité

des cellules NK (natural kiÏÏer) [156].

Les facteurs immunologiques cellulaires (cellules NK et lymphocytes T

cytotoxiques spécifiques pour un antigène (CTL)) auraient un rôle important à jouer

dans le contrôle des infections par HPV puisqu’il y a augmentation de l’incidence des

tumeurs associées avec HPV chez les personnes dont l’immunité cellulaire a été

compromise [157-1621.

Salmon et ses collaborateurs ont montré que chez le lapin infecté par des

CRPV, la régression de l’infection est influencée par la variabilité génétique des virus

et par le polymorphisme du CIvil-T [2, 163].

D’autres études ont montré que les CIL infiltraient les lésions bénignes qui

régressaient naturellement menant ainsi à la résolution de la maladie [164-1691.

Des CTL contre les protéines E6 et E7 sont retrouvées dans les CIN III

(cervical intraepitheiial neoplasia) et les cancers du col de l’utérus de façon marquée

au site d’exposition des antigènes, dans les tumeurs elles-mêmes et dans le système

lymphatique local [170, 171].

Les patients ayant subi une greffe rénale à qui ont été prescrits des niveaux de

médicaments associés spécifiquement à un mal fonctionnement de la réponse des CIL

ont souvent des verrues génitales causées par un HPV [155].

La progression des lésions de bas grade vers à grade pius élevé est plus

fréquente chez les patientes ayant un faible niveau de CD4. Par exemple, parmi les

patients allant subir ou ayant subi une transplantation rénale, 70% des femmes HPV

positives ont un frottis normal (sans anomalie cytologique) avant la transplantation

tandis qu’après la transplantation, seulement 40% des femmes HPV-positives ont un

frottis normal [172].

Un point important sur la réponse immunitaire générée par une infection par

un HPV génital est le fait que l’endroit où est induite la réponse immunitaire, le col
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de l’utérus, soit sujet à des fluctuations hormonales dues au cycle menstruel (le niveau

hormonal peut affecter I’ activité CU et les conditions locales des cytokines vont aussi

influencer la sorte de réponse immunitaire générée) [173].
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1.4 EPIDÉMIOLOGIE

Les infections par des HPV génitaux frappent plus de 50% des femmes actives

sexuellement [14, 1 1$, 174]. Les femmes sont infectées par un ou plusieurs types de

HPV génitaux. Les infections du col de l’utérus liées au HPV comptent pour environ

15% des infections par J-WV. Ce pourcentage varie en fonction de l’âge. Le niveau

d’infection est plus élevé chez les femmes de moins de 25 ans par rapport aux femmes

plus âgées [2, 175J. Il y a un deuxième pic chez les femmes ménopausées [176].

Après le pic du niveau d’infection par FWV chez les femmes de moins de 25 ans, il y

a un pic d’incidence de CIN entre 25 à 35 ans et un pic d’incidence du cancer du col

de l’utérus entre 55 et 65 ans [177]. La période de latence entre l’infection et le

développement d’un CIN dure quelques années et la progression jusqu’au cancer du

col de l’utérus prend encore 20 à 30 ans de plus [17$]. La durée moyenne d’une

infection à FWV chez les jeunes femmes est de seulement 8 mois avec une persistance

de 30% un an après le début de l’infection et de 9% après deux ans [179]. La

persistance de l’infection par un HPV à risque élevé est fortement reliée au

développement et à la progression de lésions précancéreuses [117-119, 180-182].

Parmi les infections du col de l’utérus, de 50% à 75% sont causées par des

HPV à risque élevé [183, 184]. De plus, 3% des femmes vont avoir des lésions du col

de l’utérus détectables par colposcopie, biopsie ou examen cytologique. La plupart de

ces lésions sont de bas grade, mais de 1% à 1,5% sont des lésions précancéreuses de

haut grade et plus de 1/1000 sont des cancers [14].

En plus de la variation des niveaux d’infection par HPV selon l’âge des

femmes, il y a aussi une variation entre les pays. Par exemple, une étude en

Allemagne menée avec 20 161 femmes a montré que la prévalence était de 8,8%

[177], alors qu’au Japon, on l’estime être entre 10% et 15% [185]. Parmi les femmes

du Canada, la prévalence pour le HPV est d’environ 18% [186].
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Dans le monde, il y a environ 500 000 nouveaux cas de cancers du col de

l’utérus chaque année [1, 115, 187]. Ces nouveaux cas sont surtout dans les pays en

voie de développement [1881 (80% des nouveaux cas [3]), ce qui en fait, au niveau

mondial, le septième cancer le plus fréquent et le troisième chez la femme [189]. Par

année, environ 230 000 femmes meurent du cancer du col de l’utérus. Dans les pays

en voie de développement, il est la première cause de mortalité reliée au cancer chez

la femme [187]. Aux États-Unis seulement, il y a eu 12 800 nouveaux cas de cancer

du col de l’utérus et 4 600 morts en l’an 2000 [190-192]. Plus de 50% des cancers de

la vulve, du pénis et de l’anus et plus de 20% des cancers de la bouche, du larynx et

du nez contiennent un HPV anogénital à risque élevé. Presque 10% de tous les cancers

à travers le monde sont reliés à ces infections [12]. Plus particulièrement, les FWV16

et HPV 18 (FWV à risque élevé) sont retrouvés respectivement dans 40% à 60% et dans

10% à 20% de tous les cas de cancer du col de l’utérus et ils sont également retrouvés

dans d’autres types de cancers anogénitaux [16, 193]. Ces pourcentages varient selon

l’endroit dans le monde. En Europe, près de 70% des cancers du col de l’utérus sont

associés â HPV16. En Asie du Sud-Est, NPV18 est présent avec une fréquence

d’environ 32%. En Amérique Centrale et du Sud, HPV39 et HPV59 sont présents dans

près de 5% des cancers du col de l’utérus alors qu’on ne les retrouve que très rarement

dans la population mondiale. Pour les HPV3 1 et NPV33, ils comptent pour plus de

10% des types impliqués dans la carcinogenèse en Amérique Centrale et en Amérique

du Sud. En Arnérique du Nord et en Afrique, NPV45 est détecté en moyenne dans

13% des lésions malignes [114].
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Source Bosch, F.X., Manos, MM., Munoz, N., Sherman, M., Jansen,

A.M., Peto, J., Schiffinan, M.H., Moreno, V., Kurman, R., Shah, KV.

(1995) JNatl Cancer Inst 87, 796—802 [1141.

Figure 3. Répartition globale des HPV oncogènes dans le cancer du col

de l’utérus. À travers le monde, HPV16 est le type de HPV le plus

fréquemment retrouvé avec 50% des cas de cancer du col de l’utérus.

Ensuite viennent l-WV1 8 avec 14%, NPV45 avec 8% et NPV3 I avec 31%.

finalement, les autres types de HPV comptent pour 23% des cas de

cancers du col de l’utérus [114].
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1.5 VACCIN ANTI-HPV

En 1990, une équipe de chercheurs a mis au point une méthode de dépistage

de différents génotypes de HPV par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) se

basant sur de courtes régions homologues qui sont conservées parmi les différents

génotypes de HPV qui avaient été séquencés à cette date [194]. Cette méthode a

permis la mise en place d’un programme de dépistage qui est relativement efficace,

mais qui est coûteux [181, 195-202]. Par conséquent, il est difficile d’implanter le

dépistage dans les pays en voie de développement. De plus, les hommes qui jouent un

rôle très important dans la transmission du virus, ne participent habituellement pas à

ces programmes de dépistage des HPV.

Une méthode pour combattre les maladies causées par les virus est l’utilisation

des vaccins anti-viraux. Les vaccins peuvent être prophylactiques ou thérapeutiques.

Le vaccin thérapeutique vise à éliminer l’infection déjà établie, qu’elle ait causé des

lésions bénignes ou malignes. Dans le cas du HPV, pour produire un tel vaccin, il faut

arriver à provoquer une réponse immunitaire contre les protéines E6 et E7 [203]. À
ce stade, le génome viral est souvent intégré au génome de la cellule hôte et les

protéines Li et L2 ne sont plus exprimées [204]. Stimuler le système immunitaire

pour qu’il reconnaisse les protéines virales Li et L2 serait inutile. Par contre, en

utilisant les protéines virales E6 et E7 comme antigènes, on stimule le système

immunitaire de façon à ce qu’il reconnaisse les cellules infectées. En effet, les cellules

infectées synthétisent ces deux protéines virales qui participent à la formation des

tumeurs. Ce sont elles qui sont responsables de «l’immortalité» des cellules infectées.

En fait, des essais cliniques sont présentement en cours pour un vaccin contre E7 de

HPVI6. Ces essais sont réalisés chez des patientes ayant un cancer avancé du col de

l’utérus et le vaccin est produit avec des peptides de FWVÏ6. Ce vaccin thérapeutique

pourrait permettre de diminuer la gravité des infections (empêcherait les tumeurs de

progresser), mais il ne pourrait pas prévenir l’infection [205].
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Le vaccin prophylactique vise la prévention des infections virales. Le plus

grand succès de cette stratégie a été l’éradication de la variole. Le vaccin

prophylactique permet de rendre le système immunitaire apte à neutraliser le virus

avant qu’il n’entre dans les cellules de l’hôte. Pour faire un tel vaccin, il faut présenter

à l’organisme une substance immunogène qui pourra stimuler les lymphocytes T, car

les CTL jouent un rôle très important dans la résistance aux HPV. La production

d’anticorps doit aussi être stimulée (réponse de type B). Pour un tel traitement, il

s’agit de présenter les protéines Li et/ou L2 au système immunitaire, parce que les

deux protéines tardives sont les protéines présentes sur la capside du virus. Les

protéines Li et L2 seront les protéines reconnues par le système immunitaire [206].

Pour faire ce vaccin, Li est préférée à L2, parce qu’elle est naturellement présente en

plus grande quantité sur la capside virale.

Évidemment, ces deux approches ne visent pas la même clientèle. Le vaccin

prophylactique est utile pour les personnes les plus exposées au HPV. Une cible

potentielle pour combattre, par la vaccination prophylactique, le cancer du col de

l’utérus causé par le HPV serait les jeunes femmes au sommet de leurs activités

sexuelles. Quant au vaccin thérapeutique, il sert aux personnes présentant déjà des

lésions causées par le HPV.

Plusieurs approches ont été évaluées afin de trouver la méthode la plus efficace

pour développer un vaccin contre HPV. Les virus HPV ne peuvent pas être cultivés

facilement. Donc, des virions inactivés de HPV ne pourraient pas être utilisés pour la

préparation des vaccins anti-HPV, parce qu’ils ne peuvent être produits en assez

grande quantité, même pour les essais sur les animaux. Présentement, des vaccins sont

développés avec des protéines individuelles de HPV sous forme de particules

semblables à des virus (VLP) [147, 207], de protéines de fusion [208, 2091 et de

peptides [147, 210]. La plupart de ces vaccins visent les verrues (causées par HPV à

faible risque) et non les lésions cancéreuses au niveau du col de l’utérus.

Malheureusement, la réponse immunitaire contre les protéines individuelles est moins
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promcttcusc pour la prévention des infcctions par les HPV parce quc: 1) la réponse

immunitaire est premièrement de type B (anticorps circulants) et l’immunité de type

T n’est pas fortement induite (l’immunité de cellules T est beaucoup plus efficace

contre ies virus) [211]; 2) les protéines ne sont pas efficaces pour une immunisation

des muqueuses (en général, les protéines doivent être injectées à quelques reprises et

l’injection induit une réponse systémique de type B (surtout des igG circulants) qui

n’est pas efficace dans la prévention des infections par les NPV [3, 150, 156]; 3) la

préparation des protéines individuelles et de leurs complexes n’est pas facile à

implanter à grande échelle pour la production industrielle de vaccin

Un moyen beaucoup plus prometteur pour développer un vaccin anti-HPV

serait l’utilisation de virus recombinants. Les avantages de cette approche sont 1) les

virus recombinants, même si défectifs, peuvent imiter une infection virale; 2) le

vaccin pourrait être appliqué sur des iimqueuses; 3) les virus recombinants sont plus

immunogenes que les proteines iqdividuelles, 4) l’immunite de type T est tortemept
-1 t’i’inuulw IL IL, L

Les adénovins recombinants, jusqu’à ce jour, ont surtout servi à la thérapie

génique. Ils causent une réponse immunitaire élevée cc qui se traduit par une

élimination des cellules transduites après 2 à 3 semaines [212-214], ils sont faciles à

concentrer par ultracentrifugation, leur génome ne s’insère pas dans le génome des

cellules infectées, ils ne causent pas de lésions cancéreuses.

Les adénovims ont été découverts en 1953 [215]. Ce sont des virus à A.D.N.

linéaire double brin d’environ 30 kb à 35 kb [216, 217]. À ce jour, 49 sérotypes

humains ont été classés dans six sous-groupes (A â F) selon leurs propriétés

d’hémaglutination. Les types iCS mieux caractérisés sont 1CS types 2 et 5 du sous-

groupe C [214]. Les adénovims ne provoquent pas de maladies sévères chez l’être

humain [218, 219], mais ils provoquent le développement d’anticorps neutralisants

chez les personnes infectées qui gardent une immunité cellulaire et humorale pendant

une longue période de temps [220, 221]. Comme les adénovirus sont des virus non
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enveloppés, fis sont plus stables dans l’environnement que les virus enveloppés. Cette

stabilité fait d’eux un outil intéressant pour le développement de vaccins.

Lors de l’encapsidation du génome adénoviral, 5% du génome peut être

encapsidé efficacement [217, 222]. Seul, ce 5% n’est pas très intéressant, mais ii est

possible de remplacer des gènes adénoviraux par un gène servant à stimuler le système

immunitaire pour le développement d’ un vaccin.

Au départ, les adénovirus ont été développés pour la thérapie génique. Le

sérotype le plus utilise comme vecteur adénoviral est l’adénovirus humain de sérotype

5. Pour le rendre défectif, ii a été modifié génétiquement. Pour rendre l’adénovirus

5 défectif, les régions de gènes FI et F3 de l’adénovirus ont été délétées [223]. La

région Fi est essentielle pour la réplication virale [214, 223, 2241. Par conséquent, les

adénovims pour lesquels cette région est délétée ne peuvent pas se répliquer dans les

cellules normales. Pour ce qui est de la région F3, elle encode pour sept polypeptides

qui n’ont pas tous une fonction connue [225]. Pour l’adénovirus humain de sérotype

5, différentes régions de E3 sont impliquées dans la liaison avec les molécules du

CIvil-T de classe I, dans la modtilation de la lyse cellulaire par TNF et dans la régulation

négative du récepteur EGF sur les cellules hôtes [226-22$]. La délétion des régions

FI et E3 permet, en plus de rendre l’adénovirus défectif de faire de l’espace pour

insérer des gènes étrangers. Ainsi, jusqu’à 7,5 kb d’A.D.N. étranger peuvent être

insérés dans le vecteur. Puisque la région Fi est essentielle pour la réplication virale,

des cellules procurant cette région en trans est nécessaire pour la production

d’adénovirus recombinants. C’est le cas pour les cellules FOEK293 (cellules de rein

d’embryon humain), une lignée cellulaire dans laquelle les gènes de la région El de

l’adénovirus dc sérotype 5 est exprimée de façon stable [229].

De plus, l’utilisation (avec succès) de vecteurs adénoviraux pour le

développement de vaccins a été rapportée [230-2321. Des gènes ont été exprimés par

des vecteurs adénoviraux comme l’antigène de surface de l’hépatite B, les

glycoprotéines de VSV, les protéines gag, poï et env du VII-I, la glycoprotéine B du
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virus Herpes simplex, les glycoprotéines f et G du vïrus respiratoire syncytial, les

glycoprotéines du virus de la rage et les glycoprotéines F et J-IN du parainfluenza de

type III [220, 221, 233, 2341. Les études utilisant ces virus recombinants dans les

modèles animaux ont montré qu’ils pouvaient induire une réponse immunitaire.
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2. OBJECTIFS

L’objectif principal de cette étude a été d’effectuer les premières étapes

d’élaboration d’un vaccin prophylactique contre les infections par les virus HPV (par

conséquent, contre le cancer du col de l’utérus) puisqu’un tel vaccin n’est pas

disponible présentement. Il existe quelques vaccins thérapeutiques étudiés dans des

essais cliniques, mais pas encore de vaccin visant à prévenir l’infection par ce virus.

Pour développer un vaccin anti-HPV, nous avons décidé d’utiliser un adénovirus

recombinant. Le système qui a été utilisé est le vecteur adénoviral pAdEasyTM

développé par Stratagene. [223, 235J

Le travail a été divisé en différentes étapes:

1) Nouveau test diagnostique. Les études diagnostiques et épidémiologiques ont été

également orientées vers le développement d’un test amélioré de détection de HPV qui

augmentera la sensibilité du diagnostic moléculaire de HPV. Ce test permettra la

détection de tous les types de HPV de même que le suivi des sujets vaccinés et non

vaccinés [211, 2361.

2) HPV pour le vaccin. Tout d’abord, des études diagnostiques et épidémiologiques

ont été nécessaires afin de déterminer précisément contre quel type de HPV diriger le

vaccin. Plusieurs types de HPV à risque élevé sont responsables des tumeurs du col

utérin, mais selon les régions du globe, un ou quelques types en particulier

prédominent. [186, 2111.

3) Clonage. Le gène de la protéine Li du virus choisi a du être inséré dans un vecteur

navette contenant le promoteur immédiatlprécoce du cytomégalovims (CMV) ainsi

qu’un signal de polyadénylation provenant de SV4O. Une fois ce clonage terminé, des

bactéries électro compétentes ont du être cotransfectées par électroporation avec le

vecteur navette contenant le gène de la protéine Li et le vecteur pAdEasy-1.

4) Production des particules virales. Suite à la sélection du clone désiré, le virus

recombinant portant le gène Li de HPV doit être produit en grande quantité. Cette

production est faite par transfection transitoire des cellules d’encapsidation avec le
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clone de l’étape précédente afin de produire les adénovirus recombinants pour le

vaccin.

5) Parallèlement, des anticorps polyclonaux de lapins anti-LI ont été générés car il n’y

avait que des anticorps monoclonaux de disponibles.

J’ai participé aux étapes 1 et 2 et j’ai réalisé les étapes du clonage, de la

production des particules virales et de la réalisation des anticorps polyclonaux.
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES

3.1 DÉTERMINATIoN DU TYPE DE HPV 1211,2361

3.1 a) Échantillons

Au Centre Mère-Enfant de l’Université de Montréal, 691 échantillons de

patients ont été analysés. Les patients étaient des femmes et des enfants (il n’y avait

pas d’homme) âgés de moins d’un an jusqu’à 72 ans, la moyenne d’âge étant de 26,1

ans. De plus, ils appartenaient à différents groupes sociaux et ethniques et provenaient

de différentes régions du Québec. Ces échantillons ont été sélectionnés car ils

présentaient un potentiel d’infection par un HPV. Ils provenaient de différents tissus

utérus, vulve, peau péri-anale, peau (sauf peau péri-anale), vagin, larynx, pharynx,

épiglotte, trachée, muqueuse orale (incluant langue et uvule) et endomètre.

3.1 b) Examen histologique

Un examen histologique a été fait afin d’établir le diagnostique des différentes

lésions d’où les échantillons ont été prélevés. Pour ce faire, une fixation avec la

formaline a été réalisée, suivie d’un encastrage avec la paraffine et d’une coloration

avec NPS (Haematoxylin-Phloxine-Saftan).

3.1 e) Préparation et vérification des matrices d’A.D.N.

À partir de ces échantillons, des matrices d’A.D.N. ont été préparées. Deux

sections d’échantillons encastrés avec la paraffine de 5p.m d’épaisseur ont été placées

dans un tube pour micro-centrifugeuse avec 2OOtL de solution contenant 3OOtg/jiL

de Protéinase K, O,5°/ de Tween-20, 5OmM de Tris-HC1, pH 8,5 et lmM d’EDTA. Le

mélange a par la suite été incubé à 66°C pendant 3 heures (ou toute la nuit). L’enzyme

a par la suite été dénaturée (]O min. à 95°C) et après une centrifugation, le surnageant

a été recueilli. Il a servi de matrice pour l’amplification par PCR.
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3.1 d) PCR spécifique pour HPV

Un PCR spécifique pour le HPV a été réalisé avec les amorces consensus GP5+

(1106_F 5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC-3’, où Y=T ou C) et GP6+ (1246_R:

3’-GAAA-AATAAACTGTAAATCATATTC-5’) afin d’amplifier les parties

correspondantes de la protéine Li de HPV selon différentes publications [236-240].

L’enzyme utilisée est la Taq polymérase avec une étape de dénaturation de 4 min. à

94°C suivie de 40 cycles: 1 min. de dénaturation à 94°C, 1 min. d’appariement à 50°C

et 30 sec. d’élongation à 72°C. Pour terminer, l’extension finale s’est faite à 72°C

pendant 4 min. Les régions consensus des amorces MYO9iMY1I (MYO9 (1515_R)

Y-CGTCCMARRGGAWACTGATC-5’ et MY1 1 (1064_F): 5’-GCMCAGGGWCAT-

AAYAATGG-3’) ont été utilisées selon les protocoles déjà publiés (enzyme Taq

polymérase, 4 min. de dénaturation à 94°C suivies de 40 cycles : 30 sec. de

dénaturation à 95°C, 30 sec. d’appariement à 55°C et 1 min. d’élongation à 75°C)

[237].

3.1 e) Séquençage direct

Du séquençage direct a également été effectué avec le kit de «Thermo

Sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing» (Amersham Canada, Baie

d’Urfé, Québec). Les instructions fournies par la compagnie ont été suivies. La

matrice utilisée à cette étape était 1,5rL de produit de PCR non purifié obtenu à

l’étape précédente. Le séquençage a été fait avec l’amorce GP6+ (25 ng par réaction).

3.1 1) Méthode deux-tiers (figure 4)

Une autre partie du travail a consisté en une première amplification par PCR

avec les amorces GP5+/GP6+ (mêmes conditions qu’en 3.ld). Ensuite, les

échantillons qui ont donné un PCR positif, ont été séquencés directement avec

l’amorce GP6+. Ceux qui ont donné un résultat négatif ont été amplifiés avec les

amorces MYO9/MY1 1 (mêmes conditions qu’en 3. ld). Les échantillons qui n’étaient

toujours pas amplifiés après ce deuxième PCR ont été rapportés comme ayant une
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absence de HPV détectable par cette méthode. Par contre, ceux qui ont donné un

résultat positif ont été réamplifiés avec les amorces GP5+/GP6+. Le produit de cette

amplification a été séquencé directement avec l’amorce GP6+. Cette méthode dite

deux-tiers [2361 a permis d’obtenir une plus grande sensibilité pour la détection de

HPV.

3.1 g) Alignement des séquences

Enfin, les alignements de séquences ont été réalisés grâce à deux outils, tout

d’abord le serveur BLAST du service en ligne de GenBank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Par la suite, une méthode plus rapide a été développée

[240] grâce à une mini-base de données maison de HPV.

3.1 h) Analyse statistique des données

L’analyse statistique des données a été obtenue selon la méthode de distribution

binomiale décrite par Goldstein [242].
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Tous tes échantillons d ‘A.D.N.

PCR avec GPS+/GP6+

PCR <\çcR -

$équençage avec GP6+ FCR avec MYO9/A4Y11

PCR PcR -

PCR avec GP5+/GP6+ Absence de Hi-W
détectable par

méthode

Séquençage avec GP6+

Figure 4. Schéma de la méthode deux-tiers. Tous les échantillons

d’A.D.N. ont d’abord été amplifiés avec les amorces GP5+/GP6+. Les

échantillons pour lesquels cette amplification était positive ont été

séquencés avec l’amorce GP6+. Ceux pour lesquels l’amplification était

négative ont été amplifiés une seconde fois, mais avec les amorces

MYO9/MYII. Suite à cette deuxième amplification, les échantillons qui

n’ont pas été amplifiés ont été classés comme ayant une absence de HPV

détectable par cette méthode. Les échantillons qui ont été amplifiés ont

été réamplifiés avec les amorces GP5+/GP6+. Le produits de chacune de

ces réamplifications a été séquencé avec l’amorce GP6+.
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3.2 CoNsTRucTIoN DES PLASMIDES

3.2 a) Amplification du gène Li par PCR

Dans tm premier temps, le gène Li a été amplifié à partir du plasmide pHPV-16

(ATTC). Ce plasmide contient le génome complet de NPV16, mais il est coupé par

le vecteur phagique pBluescript SK à l’intérieur du gène de la protéine Li. Le gène

de la protéine Li de HPV16 a été amplifié une première fois avec deux paires

d’amorces les amorces Li f.NOT tATA AGA ATG C{GG CCG CCA GGG TCT

CCA CAA TAT ACA) et Li 30R (GTG ACC CCG TTT CCT AG G GGT ACA TGG

TTA) ainsi que Li_R (GCT CIA GAC ATA CAA TAC TTA CAG CTT ACG T) et

Li_30F (CAC TGG GGC AAA GIGA 1CC CCA TGT ACC AAT). La séquence

soulignée dans les amorces Li_30F et Li_30R sont des sites de restriction reconnus

par BamHl. Celle soulignée dans Li_F.NOT est le site de restriction de l’enzyme

NotI. Toutes ces amorces viennent de Sigrna® Genosys. Pour la première

amplification, deux tubes ont été utilisés. Le premier contenait les amorces Li_F.NOT

et Li 30R et le deuxième, Li_R et Li_30f. Les mêmes conditions ont été utilisées

pour ces trois PCR: enzyme J’iq polymérase, 35 cycles avec 30 sec. d’élongation à

94°C, i min. d’appariement à 53°C et i min. 10 sec. d’élongation à 72°C.

Les fragments obtenus ont été migrés sur gel d’agarose 1°/o. Les amorces

Li_f.NOT et L1_30R ont donné des fragments de 652 pb (F652) et les amorces Li_R

et Li_30f, de 1 035 ph (F1035). Les bandes ont été isolées sur un gel d’agarose 1%

à faible point de fusion (Boehringer Mannheim). Le gel a été fondu et l’agarose a été

digérée avec l’enzyme agarase (Boehringer Mannheim). Par la suite, une extraction

au phénol suivie d’une extraction au chloroforme (24:1) alcool isoamyl ont permis de

purifier les deux fragments d’A.D.N..

Pour lier les deux fragments afin d’obtenir le gène complet de la protéine Li

de HPV16, un deuxième PCR a été effectué avec les fragments f652 et Fi035. Les

amorces Li_f .NOT et Li_R ont été utilisées (mêmes conditions que les trois PCR

précédents). Le gène de la protéine Li a ensuite été complètement séquencé.
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Figure 5. Stratégie pour l’amplification du gène de la protéine Li de

FIPV16 à partir du plasmide pHPV16. Dans ce plasmide, le gène de la

protéme Li est interrompu par les séquences de pBluescnpt SK au niveau

d’un site de restriction pour l’enzyme BamHI. Pour régénérer le gène

complet et intact, un premier PCR sur la matrice de pHPVI 6 a été effectué

avec 2 paires d’amorces : Li F.Not (NotI) et Li 30R (BamHl) ainsi que

Li_30F (BamHI) et Li_R. Entre parenthèses, se trouve indiqué le site de

restriction présent dans chacune des amorces. Ainsi, le site de restriction

BamHI qui était perdu a pu être reconstitué. Ce premier PCR a permis

d’obtenir un fragment d’environ 650 ph et un autre d’environ 1,05 kb.

Pour le second PCR, les 2 fragments ont été amplifiés ensemble avec la

paire d’amorces Li_F.Not et Li_R.

BanW ?CR 2
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3.2 b) Construction des vecteurs p1674, p1960 et p1961

Le vecteur p1674 est constitué du plasmide pGEX-4T-3+PRIM1 qui contient

le gène pour la protéine de la glutathione-S-transférase (GST) et de la protéine Li de

HPV16. Pour construire le plasmide p1674, le plasmide pGEX-4T-3+PRIMÏ (le

vecteur) a été digéré avec les enzymes de restriction Xmal et Noti. Par cette digestion,

le gène PRIIvI1 a été enlevé du plasmide. L’insert a été obtenu en digérant le gène de

la protéine Li obtenu à l’étape 3.2 a) avec les enzymes de restriction XmaI et NotI

(voir figure 5). Les clones positifs ont été identifiés par PCR avec les amorces GST

EN1 (GGCTGGCAAGCCACGTTTG) et L1_30R (Taq polymérase, 35 cycles :30 sec.

de dénaturation à 94°C, 30 sec. d’appariement à 55°C et 45 sec. d’élongation à 72°C).

Pour les clones positifs, une bande d’environ 720 pb était attendue.
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L]

NotI XmaI

Figure 6. Construction du plasmide p1674. Le vecteur (le plasmide

pGEX-4T-3+PRIIvII) et l’insert (le gène de la protéine Li de HPV16) ont

été digérés avec les enzymes de restriction NotI et XmaI. Les digestions

du plasmide pGEX-T4-3+PRIM1 ont permis d’enlever le gène de la

protéine PRIM1 pour y insérer le gène de la protéine Li.

Amji

pGEX-4T-3 +FRJM]

lac!’

Ainji
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Le vecteur p1960 est un vecteur navette qui contient le promoteur immédiat!

précoce de CMV et le signal de polyadénylation de SV4O entre lesquels le gène

d’intérêt (Li) est inséré. Le vecteur navette a été fourni avec le système de vecteur

adénoviral pAdEasy de Stratagene [223, 235]. Pour la construction, le vecteur a été

digéré avec les enzymes de restriction EcoRV et NotI. Le gène de la protéine Li a été

digéré avec l’enzyme XbaI. Le bout cohésif laissé par cette digestion a été rempli avec

le fragment Klenow de l’A.D.N. polymérase. Une digestion avec I’enzymme NotI a

suivi le remplissage. Les clones positifs ont été identifiés par PCR avec les amorces

HPVi5O6R (GGAAACTGATCTAGGTCT) et FWV1 195f (CflTAAGGAGTACC

TACG) (Taq polymérase, 35 cycles 30 sec. de dénaturation à 94°C, 30 sec.

d’appariement à 55°C et 45 sec, à 72°C) et par digestion enzymatique avec l’enzyme

NotI.

finalement, le vecteur p1961 est le vecteur adénoviral obtenu suite à la co

transfection du vecteur p1960 avec le vecteur pAdEasy- I dans les bactéries électro

compétentes BJ 5183 de Stratagene. Pour obtenir ce plasmide p1961, le protocole de

la compagnie Stratagene pour le système de vecteur adénoviral pAdEasy a été stiivi

(conditions d’électroporation : 200Ç2, 2,5kV et 251.tF).

Pour sélectionner le vecteur p1961, une digestion avec l’enzyme de restriction

PacI était proposée dans le protocole de la compagnie afin d’identifier un clone

positif Cette digestion doit donner un fragment d’environ 30kb et un autre de 3kb si

la recombinafson homologue a lieu entre les bras de recombinaison homologue. Un

PCR a aussi été effectué avec les amorces pAdEasyl_32 413F (GCTATGCTAACCA

GCGTAGC) et p19594546R (GATGCGGTATHTCTCCTTACG) (Tciq polymérase,

35 cycles 30 sec. de dénaturation à 94°C, 30 sec. d’appariement à 55°C et 2 min. à

45 sec. d’élongation à 72°C).
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3.3 CuLTuiu CELLULAIRE

Les cellules d’encapsidation HEK293 ont été cultivées dans le DMEM

(GibcoBRL®) auquel a été ajouté du sérum de veau foetal (Wisent, Inc.) à une

concentration de 15% et une solution d’antibiotique/antimycotique (GibcoBRL®):

pénicilline G (200 U/mL), sulfate de streptomycine (200 U/mL) et amphotéricine B

(0,5 tg/mL). Les cellules NEK293 ont été cultivées à 37°C à 5% de C02, dans des

plaques de 6 puits de 35 mm et dans les plaques de 100 mm.
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3.4 VÉffiFIcATION DE L’EXPRESSION DU GÈNE DE LA PROTÉINE Li sous

LE CONTRÔLE DU PROMOTEUR CMV

3.4 a) Transfections transitoires

Afin de s’assurer que la protéine Li soit bel et bien exprimée lorsque son gène

est sous le contrôle du promoteur immédiat/précoce de CMV, une série de

transfections transitoires de cellules NEK293 a été effectuée. Les cellules à 80% de

confluence ont été mises en contact 3h avec l’agent de transfection qui était la

LipofectAmine1 de GibcoBRL® et 8tL d’A.D.N. avant que le milieu sans sérum ne

soit changé. Trois jours après la transfection, les cellules ont été lavées avec une

solution de NaC1 0,9%, puis récoltées avec 400iL tampon de chargement au SDS iX.

3.4 b) Vérification des extraits cellulaires par immunobuvardage

i2.tL (environ 10 j.tg de protéines) des extraits cellulaires totaux ont par la

suite été chargés sur un SDS-PAGE 9%. Suite au transfert des protéines présentes sur

le gel sur une membrane de nitrocellulose, celle-ci a été placée à 4°C toute la nuit dans

une solution de lait/TBS-T 5%. Le premier anticorps était l’anticorps polyclonal de

]apin anti-GST-Ll (dilution de ] i200 dans la solution de laitJTBS-T 5%). Le deuxième

anticorps était un anticorps monoclonal de souris anti-IgG de lapin couplé à la

phosphatase alkaline (Sigma®). L’anticorps était toujours dilué dans la même

solution de lait/TBS-T 5%, mais cette fois avec une dilution de 1/5000.
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3.5 PRoDucTIoN DES ADÉNOVIRUS RECOMBINANTS

Quand le plasmide recombinant positif a été sélectionné, il a servi à

transformer les bactéries XLYO-Gold. Ces bactéries sont déficientes pour

l’endonucléase et pour la recombinaison. Cette étape permet d’obtenir l’A.D.N. du

plasmide recombinant (p1961) en grande quantité. Afin de préparer le plasmide pour

la transfection, p1961 a été digéré avec l’enzyme de restriction PacI afin de dégager

les séquences terminales répétées inversées gauche et droite (LITR et RITR). Pour

que l’A.D.N. adénoviral puisse être répliqué et transcrit, il doit être linéaire et la RITR

et la LITR doivent être libres.

La transfection avec p1961 digéré par Paci s’est faite dans les cellules

HEK293. Pour la transfection, les cellules étaient à environ 80% de confluence et 8j.tg

d’A.D.N. ont été utilisés.

Quand les cellules transfectées ont commencé à s’arrondir et à se détacher de

la plaque, elles ont été récoltées avec une solution de PBS. Pour poursuivre la

préparation du stock primaire d’adénovirus, les cellules ont subi quatre séries de

gel/dégel (bain de glace sèche/méthanol et bain à 37°C). Les débris cellulaires ont

ensuite été récoltés par micro centrifugation à 12 000 X g pendant 10 min. Le

surnageant qui contient le stock primaire d’adénovirus a été conservé à -80°C.
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3.6 PRODucTION DES PROTÉINES DE FUSION ET DES ANTICORPS

POLYCLONAUX DE LAPIN ANTI-GST-L1

Les protéines de fusion ont été obtenues en suivant le protocole fourni par la

compagnie Pharmacia. Les bactéries Epicurian cou XL2-Bleu MRF’ ultra coinpetent

(Stratagene) ont été stimulées à l’WTG pendant 4 h à 30°C. Les extraits bactériens ont

été passés sur une colonne d’affinité de glutathione-sépharose. La colonne d’affinité

a retenu les protéines de fusion GST-L1 et a permis leur purification. L’élution s’est

faite avec 2mL de tampon d’élution à la glutathione préparé selon le protocole de

Pharmacia. Il y a eu incubation à la température de la pièce pendant 15 min.

L’incubation avec 2 mL de tampon d’élution a été faite 2 autres fois pour un total de

3 élutions. Avant l’injection, la concentration en protéines a été évaluée par un test

de Bradford. Ensuite, un SDS-PAGE 9% a été fait afin de vérifier que la protéine

isolée soit de la taille attendue. Le gel a été coloré au bleu de Coomassie.

Pour l’immunisation, 500 jig de protéines GST-Ll non digérées en émulsion

1:1 avec l’adjuvant complet de Freund ont été injectés à un lapin. Pour récolter les

anticorps anti-GST-L1, le lapin a subi 2 prélèvements suivis d’un saignement final.
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4. RÉSULTATS

4.1 ÉLABORATION D’UN TEST DIAGNOSTIQUE DE HAUTE SENSIBILITÉ

POUR LA DÉTECTION DE TOUS LES TYPES DE HPV

Une étude portant sur plus d’une centaine d’échantillons a permis l’élaboration

d’un test de dépistage des HPV, un test rapide et efficace. De façon générale, les tests

de dépistage du HPV se basent sur la détection de l’A.D.N. viral. Ces tests utilisent

les immunobuvardages de type Southem, les dot blots, l’hybridation in situ, le PCR

et l’hybridation en solution [243]. Les méthodes de détection du HPV par PCR sont

les plus sensibles et elles pennettent la détection de l’A.D.N. du HPV, même si une

seule copie est intégrée dans le génome de la cellule hôte [243]. Le PCR peut être

utilisé de différentes façons. En utilisant des amorces consensus (ou universelles), il

est possible de détecter plusieurs (peut-être même tous) types de NPV infectant la

région ano-génitale [202, 236, 238, 244]. Des amorces spécifiques pour un type de

HPV en particulier peuvent également être utilisées. Dans ce cas, un seul type de HPV

peut être amplifié par la réaction.

Les amorces consensus pour les NPV ont été développées à partir du gène de

la protéine Li. Deux paires d’amorces consensus sont abondamment utilisées, les

amorces MYO9/MYY 1 [245] et GP5/GP6 [202, 236, 244]. Quand le PCR sert à la

détection et à la détermination du type de HPV, une combinaison de PCR doit utiliser

des amorces consensus et des amorces spécifiques à un type de NPV [246]. Dans ce

cas, un seul type de HPV peut être détecté. Une autre possibilité est de faire suivre le

PCR qui permet la détection de la présence du HPV par une analyse avec digestion,

par des enzymes de restriction, du fragment amplifié [247].

Dans cette étude, comme beaucoup d’échantillons devaient être analysés,

l’utilisation des enzymes de restriction pour l’identification des types de NPV n’a pas

été retenue. Le PCR a quand même été utilisé pour permettre la détection des

échantillons infectés par un HPV et pour amplifier les séquences appartenant au HPV.
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Par contre, pour déterminer le type de HPV présent dans les échantillons, les produits

de PCR ont directement été amplifiés (PCR-DS). Cette méthode est plus fiable. Elle

minimise les erreurs de classification et permet de déterminer le type des HPV

présents, que ce soit des HPV de type connu ou des nouveaux types de HPV. Une

seule réaction de séquençage est nécessaire.

L’identification d’un nouveau type de HPV requiert une étape de séquençage.

Jusqu’ à maintenant, les nouveaux types étaient découverts par amplification par PCR

d’échantillons cliniques. Suite à ce PCR, un clonage suivait et ce clone était séquencé

[24$-2521. Cette façon de procéder n’est pas très utile pour les laboratoires de

diagnostic des hôpitaux. Le clonage n’est pas une technique employée régulièrement

et c’est une technique qui est longue. De plus, toute cette procédure est coûteuse et

les fragments de PCR ne sont pas la meilleure source pour effectuer un clonage. Les

fragments ainsi obtenus sont polymorphiques à cause des erreurs qui surviennent lors

de l’incorporation des nucléotides à cause des polymérases thermostables.

La grande limitation du séquençage direct, jusqu’à maintenant, était la piètre

qualité des réactions de séquençage faite à partir de la matrice des fragments de PCR.

Les réactions s’arrêtaient prématurément à cause de la structure secondaire. Dans

notre cas, des didésoxynucléotides marqués au [a-33Pj ont été utilisés. Avec ces

didésoxynucléotides, même s’il y a des produits de séquençage où une terminaison

non spécifique a eu lieu, ils n’apparaissent pas à la fin, parce qu’ils ne sont pas

marqués. Seulement les produits qui sont terminés avec les [a-33PJ-

didésoxynucléotides montreront une bande visible suite à l’exposition du gel. En plus,

le cycle de séquençage est fait à une température plus élevée ce qui contribue à la

diminution de la terminaison non-spécifique des réactions [253J.

Tous les échantillons ont été testés par le PCR-DS. Il y a d’abord eu la

détection de NPV par PCR avec les amorces GP5/GP6 suivie du séquençage direct

avec l’amorce GP6. Les mêmes échantillons ont été testés par PCR avec les amorces

MYO9/MY1 I pour la détection de FIPV et ces PCR aussi ont été suivi du séquençage

avec l’amorce GP6. Tous les échantillons ont finalement été repris pour faire une
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analyse qui combinait les deux premières façons de faire. Cette expérience nous a

permis de constater qu’aucune des deux paires d’amorces ne pouvait remplacer

complètement l’autre.

Suite aux résultats obtenus, une méthode dite «two-tier» a été développée.

Pour la première étape, tous les échantillons ont été testés avec les amorces GP5/GP6

pour la présence de HPV. Les échantillons positifs ont été séquencés avec l’amorce

GP6. Les échantillons négatifs ont été amenés à une autre étape où ils ont été testés

avec les amorces MYO9/MYÏI. Parmi ces échantillons, ceux qui ont donné un

résultat positif ont été ramenés â la première étape, c’est-à-dire qu’ils ont été

réamplifiés avec les amorces GP5/GP6 et séquencés avec l’amorce GP6 (j ‘ai participé

à cette étape de séquençage). Pour ce qui est des échantillons qui ont encore donné

un résultat négatif suite à cette deuxième amplification, ils ont été considérés comme

étant négatifs pour la présence de fWV. Pour l’analyse des 691 échantillons, cette

méthode a permis de cataloguer les 691 échantillons dans 47 types de HPV dont deux

nouveaux types de HPV [235, 239, 240].
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T4BLF L Nombre d’isotats de HPVpar type de HPV”[211]

Nombre dïsotats

IhftCliûn irnpte CuinfecLiun TuLd

Risque éleva
IEPV16 94 12 106
ITV1S 15 2 n 3.20’.;
HPV31 22 2 24

17 0 17 3.20
ILPV3S S Q S
11PV39 4 1 5 0.94’?
lIPV4S 4 2 6 113’;
HP’V5i 6 1 7 L32’
1WV52 4 5 9

15 3 18 3.39’.?
HPVSS 12 3 15 2.82’;
1TVS9 3 1 4 0.75’.?
HPV66 10 4 14
HPVGS 2 1 3 0.56’.:;
Total de risque éÏev 216 37 253

faible risque
1V6 102 12 114 2L47’?
IIPVI 35 2 37 8.97’?
HPVIO 3 0 3
11PV42 11 4 15 2.S2;
HPVI3 3 3 6 1.13’
IWVI4 0 1 1 O.19’?
Total defuible risque 151 22 176 3315’è

Risque inconnu
AF012461 2 3 s
CP61OS 2 1 3
CP8204 3 2 5 094Q
liariS3l 1 0 1 019’?
HPL1S31 1 0 1
HPV1a ï 0 1 0.19’
HPV2/2 14 2 16 3.01’?
ITV3 0 1 1 019’?
ITPV7 4 0 4 0.75’..;
HPV13 2 0 2 0.38’;
ItPV1S 0 1 1 019’?
ItFV27 1 0 1 019’?
1il’V28 0 1 1 0.19’?
1rPV32 3 1 4 0.75’.;
11PV53 6 2 8 1.51’?
ILPVS4 4 1 5 0.94e?
f 3 2 5
11PV57 8 0 8 1.5V?
11PV62 1 2 2 0.56’;
11PV67 7 1 8 1.51’.?
HPV70 1 1 2
ItPV73 0 1 1 0.19’;
JC9710 2 1 3
JC9813 0 4 4
LLE10ihnn1ID25: 1 Q 1 0.19’:;
MM7 1 1 2
MM6 0 4 4 0.75’.?
Autre 0 2 2 0.38’?
Total de risque inconnu 88 31 102 19.2V?

Total de HPV 438 93 531 100.00’

4Les données ont été obtenues séparément paur des infections simpÏes doubles ou Iriptes. Les quatre types
les plusfréquents de chaque groupe de risque sont en caractère gras.
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4.2 DÉTE1u’IINATIoN DU TYPE DE HPV

Avant de débuter le développement d’ un vaccin contre le HPV, il était essentiel

de déterminer contre quel type de HPV, exactement, devait être dirigé ce vaccin. Pour

ce faire, 691 échantillons de différentes lésions provenant de patients du Centre Mère

Enfant de l’Université de Montréal ont été analysés. Sur ces échantillons, un PCR-DS

a été réalisé afin d’identifier ceux où il y avait véritablement infection par HPV et

pour déterminer le type de RPV présent dans l’échantillon. Un diagnostique

histologique a aussi été posé pour déterminer le type de lésion de chacun des

échantillons. Ces échantillons ont pu être distribués dans 10 catégories différentes:

verrue vulgaire, polype, inflammation, papillome, échantillon normal, carcinome in

situ, CIN de grade I, II et III ainsi que la catégorie autre.



others (n=9
1.3%

59.0%

Source Feoli-fonseca, J.C., Oligny, L.L., Brochu, P., Simard, P., falconi,

S., Yotov, W.V. (2001)1 Med. Virol. 63, 284-92. [2111

Figure 7. Répartition des 691 échantillons parmi les 10 catégories de

diagnostique histologique. Les données incluent les échantillons

provenant du col de l’utérus (554) aussi bien que les échantillons ne

provenant pas du col de l’utérus (137).

normal (n8)
1.2%

43

inflammation (n=T6)
11 .0%

ppiIloma (n=38)
5.5%

polyp fn4)
0.6%

verruca vulgaris
-—fcommon wart, n33)

48°/

caruinoma
in situ fn=4)

0.6%

CIN.llI (n38)
5.5%

10.6%



44

Comme le vaccin à développer doit servir à prévenir le cancer du col de

l’utérus, nous étions intéressés par les différents types de IIPV présents dans les

échantillons de CTN I, II et ifi. Grâce au séquençage direct de ces échantillons, le ou

les types de NPV ayant infecté chacune des lésions d’où provenaient ces échantillons

a pu être déterminé. À la figure 8, les types ont été regroupés en 4 catégories. Il y a

tout d’abord 6 types de HPV à faible risque, 26 types de HPV dont le risque est

inconnu, 13 types de HPV à risque élevé (sauf le type 16) et finalement, le NPVI6 qui

est un HPV à risque élevé.

Sur cette figure, il est possible de constater que les HPV à faible risque sont les

plus fréquemment retrouvés dans les lésions CIN de grade 1 et qu’à mesure que les

grades augmentent, leur présence diminue par rapport aux autres types. En fait, leur

présence est pratiquement nulle au niveau des CN de grade III. Pour ce qui est des

26 types de HPV pour lesquels le risque n’est pas connu, ils semblent suivre la même

tendance que les HPV à faible risque, mais d’une façon un peu moins significative.

Les 13 types (autre que le HPV16)de HPV à risque élevé sont relativement moins

présents que les HPV à faible risque au niveau des CIN de grade I, mais cette présence

relative augmente pour le CIN de grade II et reste environ au même niveau pour le

CN de grade ifi. finalement, le HPV 16 est le type le moins présent au niveau du CIN

de grade I. En revanche, la proportion du nombre d’infection par ce type de HPV par

rapport au nombre d’infection par les autres types de HPV fait un bond considérable

pour être majoritaire au niveau des CIN de grade II. Cette proportion augmente encore

pour le C1N de grade III.



4,

Source : feoli-Fonseca, J.C., Oligny, L.L., Brochu, P., Simard, P., Falconi,

S., Yotov, W.V. (2001) J Ïvfei ViroL 63, 284-92. [211]

Figure 8. Détermination du type de NPV le plus fréquemment retrouvé

dans les tumeurs. Suite à un examen histologique de spécimens de lésions

récoltés sur des patients du Centre Mère-Enfant de l’Université de

Montréal, les CIN de grade I, II et III ont été testés par PCR-D$ pour la

présence de HPV. Cette technique a également permis de déterminer le

type des virus présents dans les lésions. Les HPV ont été regroupés en

quatre catégories: à faible risque (6 types), de risque inconnu (26 types),

à risque élevé (13 types autres que HPV16) et HPV16. Le niveau de

détection pour chacun des types a été déterminé pour chacun des grades

de CIN. Les barres verticales représentent la moitié supérieure des

intervalles de confiance 95%.
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4.3 CoNsTRucTIoN DES PLASMIDES P1960 ET p1961

Après avoir détenniné que le HPV- 16 est le type le plus fréquemment retrouvé

dans les CIN de grade ifi et avoir régénéré le gène de la protéine Li de FWV16 présent

dans le plasmide pFWV-16 de ATCC, le gène de la protéine Li a été inséré dans le

vecteur navette du système de vecteur adénoviral pAdEasy de Stratagene. Le clone

sélectionné adonné une bande de PCR d’environ 3i0 pb (amorces HPV_ii95F et

HPVi5O6R) et une bande, suite à la digestion avec l’enzyme de restriction NotI,

d’une taille d’environ 9 kb. C’est le plasmide p1960.

Le plasmide p1960 (vecteur navette + gène de la protéine Li de HPVY6) a

ensuite été digéré avec l’enzyme de restriction PmeI. La digestion avec PmeI avait

pour but de faciliter la recombinaison homologue de p1960 avec le plasmide

pAdEasy-1 lors de la co transfection des bactéries électro compétentes. La

recombinaison homologue permet la génération du plasmide recombinant p1961. Ce

dernier, une fois digéré avec l’enzyme PacI, a donné des bandes à environ 3 kb et 30

kb. De plus, afin de s’assurer que le gène de la protéine Li était bien présent et dans

le bon sens, un PCR avec les amorces pAdEasyl_32 413F et p1959_4546R a été

réalisé et a donné la bande attendue d’environ 1,2 kb.
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Source : Hosfield,T., Eldridge, L. Stratagene Strategies 13, 100-2. [2231

Figure 9. Construction des plasmides p1960 et p1961. Dans un premier

temps, le plasmide p1960 a été construit en insérant le gène de la protéine

Li de HPV16 au niveau du site de polyclonage (entre le promoteur CMV

et le signal de polyadénylation de SV4O) du vecteur navette. Afin de

construire le plasmide p196 Ï, p1960 a été digéré avec l’enzyme de

restriction PmeI ce qui a permis la libération des bras de recombinaison

homologue. Des bactéries électro compétentes ont été transfectées avec

pi960 digéré et pAdEasy-1. Les clones obtenus ont été vérifiés par

digestion avec l’enzyme PacI afin de sélectionner le clone désiré, le

plasmide p1961.

Vecteur navette
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4.4 PRoDucTIoN DE LA PROTÉINE DE FUSION GST-L1

Après avoir testé plusieurs anticorps monoclonaux provenant de différentes

compagnies, nous avons réalisé qu’aucun ne fonctionnait. La décision a alors été prise

de produire des anticorps polyclonaux anti-Li. Afin d’obtenir ces anticorps polyclo

naux anti-Li de HPVI6, le gène de la protéine Li a été inséré dans le plasmide pGEX

4T-3+PRIM1 pour donner le plasmide p1674. Les clones désirés ont été sélectionnés

par PCR avec les amorces GST-FN1 et L1_30R. Une bande d’environ 720 pb a été

obtenue. Le plasmide p1674 a servi à la transformation des bactéries Epicurian cou

XL2-BÏeu MRE’ ultra competent. Les bactéries transformées ont été lysées par somca

tion et les extraits ont été préparés selon le protocole fourni par Pharmacia. Les proté

ines de fusions GST-L1 ont été éluées de la colonne. Sur la figure 10, on voit différen

tes fractions recueillies lors de l’élution de la protéine de la colonne d’affinité. La

première ligne de migration représente la protéine GST sauvage. Elle a un poids

moléculaire d’environ 27 kDa. La fraction O ne semblait pas contenir de protéine lors

du test de Bradford qui a été effectué avant de faire le SDS-PAGE. Cette fraction a

été utilisée comme contrôle. La fraction 5 contient une protéine de la bonne taille,

i.e. environ 84 kDa (GST 27 kDa; LI 57 kDa). La bande à 27kDa montre que la

protéine de fusion GST-Li a été clivée. Les fractions 4 et 6 semblaient contenir des

protéines lors du test de Bradford. Suite à leur migration, des bandes d’environ 27

kDa (poids de GST sauvage) sont observées. Ces bandes indiquent la présence de

protéines dans ces fractions. Les protéines présentes dans les fractions 4 et 6 se sont

dégradées ou ont été clivées. La dégradation et le clivage arrivent fréquemment avec

les protéines de fusion GST-X et ils ne représentent pas un véritable problème.

Certains groupes utilisent, avec succès, des peptides beaucoup plus courts pour

immuniser les lapins [254]. Les fractions 10 et 11 semblaient également contenir des

protéines lors du test de Bradford, alors elles ont été migrées avec les autres pour

vérification. Les autres fractions qui n’ont pas été migrées sur ce gel n’avaient pas

donné un résultat positif à la présence de protéine lors du test de Bradford.
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Figure 10. Production de la protéine de fusion GST-Ll. Suite à l’élution

d’une colonne d’affinité, plusieurs fractions ont été recueillies et quelques

unes ont été migrées sur SDS-PAGE afin de déterminer le poids

moléculaire des protéines présentes. Dans la première ligne de migration,

il y a la protéine GST sauvage et dans la dernière, le marqueur de poids

moléculaire. Entre les deux se trouvent différentes fractions récoltées.
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4.5 VÉRIFICATION DE L’ANTICORPS POLYCLONAL DE LAPIN ANTI-GST

Li

La protéine de fusion GST-Ll a servi à l’immunisation d’un lapin pour qu’il

produise des anticorps polyclonaux anti-GST-Ll. Afin de s’assurer de la qualité des

anticorps, un immunobuvardage de type Western (Western blot) a été réalisé (voir

figure 11). La fraction 5 (la même qu’à la figure 10) a été remigrée. À côté, la

protéine GST-FA1 (45 kDa) a également été migrée. La protéine de fusion GST-FA1

était une protéine disponible au laboratoire. La protéine fA1 (—l7 kDa) est une

protéine liant les acides gras. Elle a permis de voir que les anticorps polyclonaux de

lapin anti GST-L 1 pouvaient reconnaître la partie GST des protéines présentes sur la

membrane de nitrocellulose. Les anticorps polyclonaux ont reconnu, dans la première

ligne de migration, des protéines de différents poids moléculaires ($4 kDa, -70 kDa,

-.55 kDa, 45 kDa et 28 kDa). La bande à $4kDa pourrait correspondre à la

protéine de fusion GST-L1, la bande à ‘—2$kDa, à la protéine GST seule et les bandes

entre les deux à des protéines dégradées. Nous pensons que la bande à —55kDa soit la

protéine Li seule. Il en est de même dans la seconde ligne de migration, sauf que

seulement deux bandes apparaissent : 45 kDa et 28 kDa. Sur la ligne de migration

GST-fA 1, les anticorps polyclonaux de lapin anti GST-L 1 ont reconnu la partie G$T

de la protéine GST-fA1.
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Figure 11. Vérification de l’anticorps polyclonal de lapin anti-GST-L 1.

Pour s’assurer de la qualité de l’anticorps polyclonal obtenu du lapin, un

SDS-PAGE suivi d’un immunobuvardage de type Western ont été

effectués, La fraction 5 (ligne de migration de gauche sur la figure 10)

obtenue lors de l’élution de la colonne d’affinité de glutathione-sépharose

a été utilisée, de même que la protéine GST-FA1 comme contrôle pour la

présence d’anticorps. L’anticorps primaire est l’anticorps polyclonal de

lapin anti-GST-L1 dilué dans une solution de lait/TBS-T 5% (dilution

1:200). Le second anticorps est un anticorps monoclonal de souris anti

IgG de lapin couplé à la phosphatase alcaline dans une dilution de 1:1500

dans une solution de lait/TBS-T 5%.
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4.6 VÉRIFIcATIoN DE L’EXPRESSION DU GÈNE DE LA PROTÉINE Li sous

LE CONTRÔLE DtI PROMOTEUR CMV

Avant de procéder à la production des adénovirus recombinants, nous avons

démontré que le gène de la protéine Li, dans le contexte de notre plasmide p1960 où

le gène est sous le contrôle du promoteur irnmédiat/précoce de CMV, soit bien

exprimé. Préalablement, nous avons réalisé un test avec un plasmide contenant le

gène de la protéine à fluorescence verte (GFP). Ce test a permis de déterminer qu’il

fallait utiliser 8ig d’A.D.N. pour réaliser les transfections. Des cellules NEK293 ont

été transfectées avec le plasmïde p1959 qui est le vecteur navette du système de

vecteur adénoviral de pAdEasyTM ou avec le plasmide p1960 qui est ce même vecteur

navette, mais auquel nous avons ajouté le gène de la protéine Li. Un

immunobuvardage de type Western a été effectué avec les extraits cellulaires. À la

figure 12, l’anticorps polyclonal de lapin anti-GST-L1 a reconnu une bande à environ

60 kb dans le puits où les cellules HEK293 avaient été transfectées par le plasmide

p1960 (vecteur navette qui contient le gène de la protéine Li de HPV16). Par contre,

cette protéine ne semble pas être là pour la transfection faite avec le plasmide p1959

(vecteur navette ne contenant pas le gène de la protéine Li de HPVÏ6). Cette bande

à environ 60 kb correspond à la taille attendue de la protéine Li de BPV 16 qui est

d’environ 57 kDa. Le gène de la protéine Li de HPV16 peut donc être exprimé dans

les cellules NEK293 quand il est sous le contrôle du promoteur immédiat/précoce de

CMV.
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Figure 12. Expression du gène de la protéine Li du HPVI6 sous le

contrôle du promoteur immédiat’précoce de CMV. Les extraits cellulaires

des cellules HEK293 ont été étudiés par immunobuvardage de type

Western. Ces cellules avaient été transfectées avec le plasmide p1959

(vecteur navette qui ne contient pas le gène de la protéine Li) ou avec le

pasrnide p1960 (vecteur navette + Li). Suite à a migration sur SDS

PAGE, uii transfert sur membrane de mtrocellulose a été fait. L’anticorps

primaire utilisé est l’anticorps polyclonal de lapin anti-GST-L1 dilué dans

une solution dc lait/TBS-T 5% (dilution 1:200). L’anticorps secondaire

est un anticorps monoclonal de souris anti-IgG de lapin couplé à la

phosphatase alcaline. Cet anticorps a également été dilué dans une

solution de lait/TBS-T 5%, mais dans une dilution 1:5000.
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5. DISCUSSION

Nos études sur les HPV menées avec des échantillons provenant de biopsies

de 691 patients constituent la plus grande étude de séquençage de HPV et aussi la

seule de cette envergure avec des spécimens d’Amérique du Nord [211, 236, 239, 240,

242-248, 255]. Au cours de ces études nous avons élaboré une nouvelle procédure de

diagnostique pour les infections par HPV nommée «two-tier rnethod». Cette

procédure procure un test diagnostique d’une plus grande sensibilité à l’A.D.N. des

HPV et elle permet la détection d’un plus grand nombre de types de HPV. Elle permet

également la détection des différents types dans le cas des infections doubles et triples.

Le type de HPV le plus fréquemment retrouvé au niveau des C1N de grade élevé a été

déterminé pour la population québécoise. Contrairement à l’Indonésie où le HPV1 $

arrive en tête de liste pour le développement des tumeurs [249], au Québec, c’est le

NPV16 qui est le type le plus fréquemment retrouvé dans les lésions précancéreuses

et les tumeurs. Selon certaines études, la stratégie de vaccination contre HPV pour

prévenir le cancer du col de l’utérus devrait inclure obligatoirement HPV16 et HPVY 8

[242, 256, 257]. Parmi la population québécoise, le HPV1$ n’arrive qu’au troisième

ou quatrième rang pour le développement des lésions précancéreuses du col d’ utérus

au Québec. De plus, un autre groupe canadien a trouvé que le niveau de NPV1$ était

plus bas que celui de HPVI3 et celui de HPV56 [25$]. Ainsi, pour le Québec, la

stratégie de vaccination visant HPVI6 et HPVÏ8 n’est pas la meilleure. Au niveau de

l’Amérique du Nord, une étude a démontré que HPV16 était présent dans environ 58%

des tumeurs du col de l’utérus. Pour ce qui est de HPVÏ 8, il n’était présent que dans

un peu moins de 16% des tumeurs du col de l’utérus [114]. Un vaccin ciblé sur le

HPVY6 seulement semble être le plus pertinent, parce que le HPV16 est retrouvé dans

plus que 60 % des lésions précancéreuses du col de l’utérus au Québec. Les autres

types de HPV de risque élevé, quant à eux, sont responsables chacun pour moins de

15 % de tous les CIN. Éventuellement, selon les résultats obtenus avec la vaccination

prophylactique contre HPV16, d’autres types de HPV de haut risque pourraient être
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ajoutés afin d’augmenter le pourcentage de femmes protégées contre le cancer du col

de l’utérus.

Une fois que le type HPV16 a été sélectionné comme étant le type le plus

pertinent pour le développement du vaccin anti-HPV, nous avons commencé le travail

sur le vaccin recombinant. Dans un premier temps, nous avons reconstruit le gène de

la protéine Li de HPV16 à partir d’un clone partiel déjà disponible et de matériel de

HPV16 de nos patients. L’intégrité du gène Li dans le plasmide recombinant a été

vérifiée par séquençage. Le gène complet a ensuite pu être utilisé pour la construction

des plasmides p1674, p1960 et pi96l.

Le plasmide p1674 a servi à produire la protéine de fusion GST-L1. Des

anticorps polyclonaux de lapin générés contre Li de HPVI6 humain ont été obtenus

grâce à notre protéine de fusion. Les anticorps anti-Li commercialement disponibles

présentement sont des anticorps monoclonaux. Dans nos essais, ces anticorps

monoclonaux ont démontré beaucoup de réactivité non spécifique aux différentes

protéines des cellules eukaryotes. Nos anticorps anti-LI nous ont permis d’avoir un

outil différent pour la détection des protéines Li sauvage et recombinante.

Pour développer un vaccin, différents moyens peuvent être employés. Pour les

vaccins anti-HPV, les virus inactivés ne seraient pas un choix judicieux, car les HPV

ne peuvent pas être produits en cultures cellulaires ou dans les animaux dans des

quantités suffisamment grandes pour permettre l’essai du vaccin sur les modèles

animaux, même les plus petits.

Des groupes ont décidé de développer un vaccin anti-HPV à partir de VLP.

Les essais cliniques de ce vaccin anti-NPVi6 ont démontré que ce vaccin permet la

production des IgA sériques et des IgG [259]. La vaccination permet aussi la

production de lymphocytes B et de CTL. [263] La production des CIL est importante,

car les CIL ont un rôle important à jouer dans la protection contre les HPV. Par
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contre, il n’est pas fait mention des IgA sécrétoires qui sont importants pour

neutraliser le virus avant son entrée dans les cellules. De plus, au cours de ces essais

cliniques certains participants à l’étude ont éprouvé de la douleur suite à l’injection

intramusculaire du vaccin. [259] L’application intra-nasale d’un vaccin anti-HPV16 en

vaporisateur permettrait d’éviter la douleur causée par l’injection et de stimuler les

IgA sécrétoires.

D’autres ont décidé d’utiliser des protéines de HPV. Cette alternative est

intéressante. La production des vaccins faits de peptides n’est pas dispendieuse. Par

contre, ils peuvent être instables in vivo et le choix des séquences peptidiques est

dépendante du génotype de HLA.

Les avantages des virus recombinants pour le développement d’un vaccin HPV

sont: 1- ils peuvent imiter une infection naturelle de HPV quand ils sont appliqués sur

l’épithélium; 2- la protéine de NPV est exprimée à partir de l’intérieur de la cellule

infectée ou transduite donc plusieurs peptides vont être générés contre la ou les

protéine(s) de HPV; 3- des protéines de plusieurs types de HPV pourraient être

insérées dans le même vecteur; 4- les virus recombinants induisent les «T-helper» ainsi

que la réponse des anticorps sécrétoires, deux réponses importantes pour la protection

contre les BPV. 5- l’utilisation des adénovims offre un autre avantage et c’est celui

de la stabilité. Les adénovirus sont des virus non enveloppés qui sont, de façon

générale, résistants aux éléments de l’environnement. Cependant, ils doivent être

purifiés car dans les cellules d’encapsidation, une recombinaison homologue peut

avoir lieu entre la séquence de l’adénovirns utilisée et la région El qui se trouve dans

la cellule. De cette recombinaison résultent des adénovims pouvant se répliquer.

Pour le développement, de notre vaccin anti-HPV, nous avons opté pour un

virus recombinant à cause de ses avantages par rapport à l’induction du système

immunitaire. Pour ce faire, le plasmide p1960 a permis de construire le plasmide

p1961, le vecteur andénoviral servant à la production des particules virales. Quand

le plasmide p1961 est obtenu, la production des adénovirus recombinants consiste



57

simplement à linéariser le plasmide p1961 avec l’enzyme de restriction PacI, ce qui

permet de libérer les séquences terminales répétées inversées gauche et droite. Cette

étape est essentielle à la production des adénovirus recombinants qui doivent avoir un

A.D.N. linéaire pour pouvoir se répliquer. Ensuite, le plasmide linéarisé doit être

introduit dans les cellules d’encapsidation de virus (telles les HEK293) afin de

produire les virus défectifs. Les cellules d’encapsidation sont des cellules dans

lesquelles sont exprimés de façon stable, des gènes de l’adénovirus. Ces gènes

permettent la production d’adénovims défectifs, des adénovims qui ne contiennent pas

les gènes exprimés par la cellule d’encapsidation et qui sont essentiels à sa réplication.

Ces virus sont défectifs dans leur capacité de se reproduire, mais ils peuvent

«transduire» les cellules humaines normales. Ils peuvent donc pénétrer la cellule en

introduisant leur génome dans le cytoplasme et ensuite dans le noyau de la cellule hôte

où ils restent sous forme d’épisome.

Dans plusieurs systèmes, les cellules d’encapsidation sont co-transfectées avec

l’A.D.N. de l’adénovirus et un plasmide contenant le gène d’intérêt. Dans ces

systèmes, une recombinaison homologue est nécessaire à l’intérieur de la cellule

d’encapsidation. De plus, l’A.D.N. de l’adénovirus est simplement digéré avant la co

transfection par une enzyme de restriction qui reconnaît un site de restriction dans la

région El de l’A.D.N. adénoviral. Ainsi, une partie de la région E! est toujours

présente dans l’A.D.N. du vecteur adénoviral et elle peut participer à une

recombinaison homologue avec la région E 1 présente dans la cellule d’encapsidation

plutôt qu’avec le plasmide dans lequel a été inséré le gène d’intérêt. La

recombinaison homologue entre l’A.D.N. de l’adénovims digéré et la région El

présente dans la cellule d’encapsidation a pour effet de donner des adénovims pouvant

se répliquer. Cette méthode nécessite plusieurs isolations sur plaque pour purifier les

adénovims défectifs. Dans le système que nous avons utilisé, la recombinaison

homologue est réalisée dans f. cou. Ainsi, le génome adénoviral complet n’est jamais

utilisé et l’étape de purification est beaucoup moins fastidieuse.



5$

Avant de commencer la production des adénovirus recombinants, nous avons

vérifié l’expression de la protéine LI par transfection avec le plasmide p1960. Suite

à la tTansfection des cellules HEK293 avec le plasmide PI 960, l’extrait cellulaire a été

étudié par immunobuvardage de type Western. Afin de s’assurer que la bande

d’environ 57 kDa soit bel et bien la protéine Li, les anticorps polyclonaux anti-GST

Li auraient pu être purifiés afin d’obtenir les anticorps reconnaissant seulement la

protéine Li. Sinon, plus simplement, des anticorps anti-Li obtenus en immunisant le

lapin avec la protéine Li seule suite au clivage de la protéine de fusion GST-Li avec

la thrombine. L’utilisation des anticorps monoclonaux anti-Li disponibles est aussi

une possibilité, mais les tests effectués lors d’autres essais ont montré que ces

anticorps ne reconnaissaient pas ma protéine Li de NPV16, probablement à cause

d’un problème de conformation de l’épitope.

Pour la continuité du projet, il faudrait produire une assez grande quantité de

virus défectifs afin de procéder aux tests des vaccins sur les souris. Les souris ne sont

qu’ une étape préliminaire afin d’évaluer la réponse immunitaire induite par le vaccin,

car aucun PV n’a été isolé des souris. Ainsi, il est impossible d’évaluer sur les souris

si le vaccin procure une véritable protection. Même si les adénovirus sont spécifiques

pour les espèces qu’ils infectent, les HPV sont capable de transduire les cellules

épithéliales de souris et des adénovirus défectifs contre d’autres maladies ont été

testées pour chez les souris [260, 261].

Ce vaccin sera sous forme d’un vaporisateur afin de permettre une application

intra-nasale et ainsi stimuler le système immunitaire des muqueuses. Différents

volumes de solution saline contenant différentes quantités de virus seront déposés dans

les deux narines. Suite à la vaccination, l’expression de Li pourrait être vérifiée par

cryosection aux jours 0, 7, i4, 21 et 28. L’expression de LI devrait être à son

maximum aux jours 7 et 14 et au jour 2$, elle devrait être absente. L’application intra

nasale est préférée, car elle permet la production d’IgA et d’IgG dans les voies
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vaginales. Selon une étude réalisée par un groupe ontarien, l’immunisation intra

péritonéale induit seulement la production d’IgG. Ces IgG proviendraient uniquement

du sérum des souris et des muqueuses des voies vaginales [262]. Comme l’infection

se produit au niveau des muqueuses vaginales, il est primordial que ce soit les

anticorps qui s’y trouvent qui soient stimulés et non les anticorps sériques qui ne

permettraient pas d’offrir une protection contre une infection par le HPVI6.
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